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RESUMO

Plaauetas apresentam m papel importante no

desenvolvimento de metastases tumorais. 0s eventos que levam
A ativacao plaquetaria, CoOmO Aagregacio e secrecao de

proteinas, podem significar etapas importantes neste papel.
0 agonista plaquetario trombospondina esta envolvido no
processo de agregaclo plaquetaria. Com o intuito de clonar o
receptor de trombospondina GeIIlIb, produziu-se um soro
policlonal contra uma banda eluida de SDS PAGE de extrato
proteico de plaquetas, que apresentava peso molecular igual
ao de GpllIlb (denominada banda 80kD). Uma biblioteca de cDNA
de endotélio de cordio umbilical humano construida em lambda
gtii foi varrida com este soro anti-8@kD. Dois clones
diferentes foram isolados, seus insertos foram subclonados
no vetor pGEM-3Z e sequenciados. Atraveés de consulta ao
Genbank observou-se que wum dos clones ndo apresentou
homologia significativa com nenhuma proteina ate entao
clonada. 0 outro clone, poOr sua vez, apresentou 100X de
homologia com a proteina B80K-H, substrato de proteina
quinase C. Levando em consideraclo o fato de que as vias de
transducio de sinal que utilizam PKC apresentam extrema
importancia nos processos de ativaclo plaquetaria decidiu-se
prosseguir com a caracterizacdo de BOK-H. Para isto foi
produzido um soro policlonal contra a proteina de fusio B8OK-—
H, que foi utilizado em ensaios bioquimicos € imunoguinicos
que permitiram caracterizar a proteina B8OK—H auanto a alguns
aspectos como distribuicio em diferentes tipos celulares,
localizacfo . celular e fosforilacio. Além de estar presente
em plaguetas, a proteina B80K-H foi encontrada em todas as
linhagens celulares testadas. parecendo portanto ser uma
proteina ubigqua. 0Os dados obtidos indicaram aue. apesar de
apresentar uma sequéncia N-terminal aque € clivada “in viveo”
muito semeilhante a um peptideo sinal. BOK-H nao & secretada
nem € de membrana plasmatica, mas sim citoplasmatica. Em
ensaios de fostorilaglo “in vivo” n&ao se detectou
fosforilacio de B8OK-H. Portanto. apesar de B8OK—-H ser um bom
substrato para PKC “in wvitro”. ela n3o o € “in vivo”. ao
menos nas ce€lulas analisadas, ou € fosforilada de uma +forma
extremamente rarpida e transiente.
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INTRODUCAO

Alteracdes no comportamento das células de um instante
para o outro s8o governadas por sistemas de sinalizagRo que

traduzem informacdes externas para um repertdério limitado de

53]

sinais internos, 0os mensageiros secundarios. Receptores da

superficie celular funcionam como “antenas” que detectam

informacoes externas (como hormonios, fatores de
crescimento, neurotransmissores 0L Tuz) que s3o entdo
transduzidas e amplificadas em mensageiros secundarios

intracelulares que controlam varios processos celulares como
secrecdo, contragio, proliferacgS8o € metabolismo (Berridge ¢
Irvine,1984). Poderiamos imaginar que viarios tipos de sinais
poder iam ser originados através da ocupagclo do receptor pelo
sen ligante, mas a necessidade dbvia de integrar uma grande
var iedade de sinais externos sugere que deve haver um nimero
limitado de mecanismos efetuadores, cada um  ligado a
miltiplos receptores. Sistemas de transdu¢lo de sinais
apresentam viarias Propr iedades em comum. Deve haver
necessar iamente um alto grau de sensibilidade ao estimulo,
M3 apenas uma pequena  energia da ligag8o € disponivel do
receptor ativado. Portanto a geraclo de respostas internas
ﬁiau'Ficantes exigem que os mecanismqs de sinélizacﬁo
apresentem uma >ampii¥icac50' cbnéjdérével. Outro preé-
requisito € que o sistema de sinalizécio poséa ser ligado e

desligado réapida e eficientemente. O0s geradores de sinais



devem estar sujeitos a regulagoes que permitam potenciacgoes
‘assim como inibi¢gdes autdlogas ou heterdlogas.

Proteinas quinases e as respectivas fosfoproteinas
fosfatases representam sistemas fdeais para a geracéo e
transmissdo de sinais na célula. A fosforilagio de proteinas

¢ reconhecidamente um meio de se modular a atividade de

proteinas de forma rdpida e reversivel. Além disto,
proteinas quinases e fosfatases atuam cataliticamente
produzindo amplificac¢8o ge sinais. Atuam também

pleiotropicamente, de forma que cada tipb de quinase ou
fosfatase ¢ capaz de utilizar substratos proteicos
diferentes. Em principio, um sinal pode ser transduzido
tanto por fosforilaglo como por defosforilagio de uma
proteina alvo. Claramente a geragSo de um sinal reqﬁer que
ouw a Pproteina quinase ou a fosfatase ou ambas, apresenten
uma atividade que seja regulada diretamente ou indiretamente
pelo estimulo em quest8o (Hunter,1986). Virios tipos de
proteinas quinases apresentam atividades que podem ser
moduladas por metabdlitos difundiveis, como nucleotideos
ciclicos ou diacilglicerol, outros por fatores de
crescimento (Taylor et al,i990; Bell,i986; Hunter,i991).

Um sinal de fosforilagio gerado na membrana plasmatica
pode ser propagado de varias maneiras. A prptefna alvo pode
sér ﬁor exemplo uma enzima tuJa affvfd#de é éumeﬁfada com a
fosforilagi3o. Eventos de trangducﬁo que ocorrem na membrana
plasmatica poderiém ser decorrentes do movimento de

proteinas alvo fosforiladas no plano da membrana até sewn
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sitio de a¢do. Alternativamente um composto difﬁnd(vel que
iqterage com algum componente da membrana poderia ser
produzido por um destes passos em uma cascata de eventos.
Eventaos nucleares, como a indu¢lo da expressio génica podem
ser engatilhados devido a migragcio de protgfnas alvo

fosforiladas para o nidcleo.

Mecanismos de transdugio de sinais

0s mecanismos primarios de transduclo de sinais podem
ser classificados como:

i- Mediados por proteinas que apresentam atividade de
tirosina quinase. Estas proteinas subdividem—-se em:

a) Proteinas transmembranicas - inclue receptores para
fatores de crescimento cuja atividade quinase € regulada
pelos respectivos ligantes. Ex? receptor de EGF (rgGrF),
receptor de PDGF (r-PDGF).

b) NRo-transmembrinicas - a proteina pp&@C~SRC (revisada
por Cantley et al,1994) representa o mais bem estudado
exemplo. Além do dominio quinase, comum &s proteinas
tirosina quinases, ppédl-SRC apresenta sequéncias conservadas
adicionais. Estas regides incluem um sitio para adi¢io de
dcido miristico, e.dois outrds_ dom(nids dénohinédos Src
homology 2 e 3 (SH-2 € SH-3). A adic30 de dcido miristico ¢
necessaria para a localizag¢8o na face interna da membrana

plasmdtica. O0s dominios SH-2 & SH-3 estfo presentes também



em proteinas nao relacionadas a tirosinas gquinases. O
dominio SH-2 apresenta a capacidade de ligar-~se a proteinas
tirosina fosforiladas. Portanto a fosforilac8o de tirosinas
cria sitios especf?icos para proteinas que apresentam
dominios SH-2 e desta forma regula a associaclo entre
proteinas dentro da ceélula. A maioria das proteinas que
contém o dominio SH-2 apresentam também o dominio SH-3.
Drubin e colegas,199¢, mostraram que proteinas contendo o
dominio SH-3 30 encontradas associadas com o citoesqueleto
de actina cortical, uma rede proteica submembranosa que ¢
importante na regulacio da forma, aderéncia e movimento
celﬁlar. Estas proteinas, como alfa espectrinas, miosina ib
e ABP { (proteina ligante de actina de levedura) nio
apresentam dominios SH-2, indicando que SH-2 & SH-3 n3o 530
parﬁeiros obrigatdérios (Koch et al,i?9i). Apesar de as
prote(ﬁas tirosina quinases ndo-transmembrana nao
apresentarem dominios extracelulares ha evidéncias de Jue
estas quinases sejam ativadas por fatores de crescimento é
outros ativadores celulares (Ferrel e Martin,i988: Gduld e
Hunter ,1988; Nasmith et al,i989).

2—- Mediados por receptores acoplados a proteinas 6 — a
ligagao do agonista (hormonios, neurotransmissores e outros
fatores biologicamente ativos) leva a ativacio de pfoteinas
G especificas.. As subunfdaaeé al?a‘de protefnag_G_ativadag
modulam a atividgde de alvos especffico§ como a adenilato

ciclase, fosfolipases A ¢ C e canais ionicos.



3- Mediados por receptores nucleares de hormdnios
esterdides - a ativacdo destes receptores pelos seus
ligantes induzem ou reprimem a expressio génica (revisado
por Shepel e Gorski,1988).

4- Mediados por canais i0nicos - a ligag3o do agonista
conirola a abertura e fechamento dos canais de forma direta,
quando o prdéprio canal € o receptor (Brown €
Birnbaumer,1988), ou de forma indireta, quando utilizam
mensageiros secundarios citoplasmdticos apds ativaglo de
enzimas como adenilato ciclase ou fosfolipase C por
proteinas G acopladas a receptores especificos
(Reuler,i1987).

S5— Mediados por receptores fosfotirosina fosfatase - a
at ivag8o destes receptores pode causar aumento ou inibigXo
da atividade intrinseca do dominio catalitico (revisado por
Hunter ,1989). -

6- Mediados por integrinas - Proteinas de matriz
extracelular influenciam o ;rescimento e diferenciaclo de
células eucariaticas. Pelo menos parte desta influéncia ¢
delegada a 1liga¢do de proteinas de matriz extracelular aos
receptores de superficie, denominados de integrinas.
Integrinas s80 glicoproteinas transmembrinicas que ligam
estruturalmente a matriz extracelular ao citoesqueleto
(Hunes,1987). Hirst éf al '(1956) pbservafah que integrinas.
sd8o fosforiladas em fibroblastos de embri8oc de galinha
transformados com o virus de sarcoma de Rous (RSV), e que se

co-localizam com ppoeN-SRE. Integrinas, PP&LOV-SRC & proteinas



associadas a citoesqueleto apresentam—se concentradas nas
placas de adeslo (Rohrschneider,i1i980; Sealock et al, 19863
Marchisio et al,i987; Burridge et al,i99@). Estas, além de
servirem como pontos estéticds' de contato ao substrato,
funcionam tambem em aspectos mais dindmicos da atividade
celular. Quando celulas se movem, novas placas de ades3o sfo
formadas Proximas as extremidades anteriores dos
lamellipodia (extenstes celulares planas caracteristicas de
células que se movem sobre o substrato), enquanto que as
placas de adesdo posteriores da célula se dissolvem
(Darnell,.1990). Acredita—-se aue estas placas de adesao estion
envolvidas na organizaclo de filamentos de actina aque estio
associados A& membrana plasmatica, e que podem ser
responsaveis, pelo menos em parte, pela organizacao 'de
proteinas de superficie, como fibronectina, nestes sitios
(Darribere et al, 1990). Estas observacoes -silgerem gue
modificacoes pos—traducionais de integrinas poderjam regulak
a formacdo de pontes fibronectina—integrina-citoesqueleto,
modulando assim a adesio das células ao substrato.

Pouco € conhecido a respeito da funclo bioldgica e
regulacio da ppé@t~™C, que por engquanto € ainda UMA qUiNASE
a procura de um ligante regulatorio. Ferrel € Martin (1989)
sugerem que integrinas = poderiam ser tais ligantés'
regulatdrios para.ppéoﬁ“"; ol s€eja, . ihteéf&nas poder iam
modular a atividade de tirosinas quinases; Desta>maneira,
tirosinas quinases excessivamente expressadas ou ativadas

por mitacoes especificas poder iam contribuir PAFra



transformacio maligna de células devido a sinalizaclao
erronea de interacoes celula-matriz extracelular, e portanto
induzindo a proliferagcio celular de forma independente de
ANCOragem, |

Dentre os mecanismos de transducio de sinais citados
aqui, o0s que envolvem proteinas tirosina quinases e
receptores acoplados =a proteinas G, s$80 os mais conhecidos.
Estes dois mecanismos serao portanto wmelhor descritos =a

Seguir.

Receptores com atividade de tirosina quinase

Estes receptores apresentam um dominio citossdélico com
atividade de tirosina quinase que é regulada pela liga¢io do
agonista ao dominio extracelular. 0 mecanismo pelo aual
respostas secundarias sio estimuladas vem tornando-se mais
claro nos 1iltimos anos. A ligacao dos agonistas permite que
dominios citossolicos adjacentes em dimeros de receptores
fosforilem—-se, uns aos outros, nos residuos de tirosina,
causando desta forma uma mudanca conformacional aque aumenta
a atividade quinase em relacio a outros substfatos. A
autofosforilacao ou fosforijacﬁo ‘cru;ada dos receptores,
causada éeia ligacao do ligante,;nﬁov ;éenés aumenfar;a:-a
atividade de tirosina quinase do receptor mas tambeém criaria
sitios de ligag&o para récrutamento de enzimas especificas.

Enzimas como fosfatidilinositol 3~quinase (PtdlIns 3~
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quinase), fosfolipase C (PLC)>e proteina ativadora de GfPase
de ras (ras GAP) apresentam dominios SH2 & SH3 que como em
pp&QQETeRe possuem @a capacidade de ligar-se a proteinas
tirosina fosforiladas(SH-2) e a rede cortical de actina (SH-
3). Estas enzimas s80 encontradas associadas a receptores

com atividade de tirosina gquinase.

O rPDGF, em resposta a seu ligante, dimeriza e
fosforila sUAS tirosinas, altera sua conformacao
citoplasmatica € aumenta sua capacidade de fosforilar
tirosinas de outras proteinas (Kaplan et al,i99@). A
observacio de qQue alguns receptores tirosina quinase

at ivados associam—se aos seus substratos facilitou o estudo
¢ caracterizacldo destes substratos sinalizadores, que véem
sendo identificados atraves da imunoprecipitagio dos
receptores. Enzimas como ras GAP, PLC, PtdIns 3-gquinase e c—
raf-4 (serina/treonina quinase) foram encontradas associadas
ao rPDGF e s80 por ele fosforiladas (revisado por Cantley et
al,1991) (Esquema 1). 0 efeito da fosforilaglo destas e
outras enzimas pelo receptor ativado ainda nio ¢é bem
conhecido. Notavelmente estas enzimas possuem suubstratos n=a
membrana plasmatica, portanto o seu recrutamento para a
membrana pelo ¢PDBF A poderia contribuir para a sua

ativagao.
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Esquema i- O receptor de PDGF estimulado complexa-~se

com uma wvariedade de moléculas sinalizadoras (adaptado de

Hall, 1990).

Aéicélulas eucarioticas apresentam, como j& mencionado,
uma densa rede de microfjlamentos (filamentos de actina mais
proteinas associadas) em associaclo Pprixima com a membrana
plasmatica, o citoesqueleto cortical celular. As altefacﬁes
mor+ologicas freauentemente verificadas em resposta a
fatores de crescimento refletem modificagoes na organizacio
deste sistema de Ffilamentos de actina. 0 aumento da
étividade do ciclo de PtdIns,indu;ido pela jnteracgo fator
de crescimentd—récéptor p#réce ésfar relaﬁipﬁadgl com a
Organizacao destés filamentos de act}na (Lassing &
Lindberg,i?8%). A enzima Ptdins 3-quinase converte os treés

fosfoinositéis PtdlIns, PtdIns(4)P e PtdIns(4,5)P " a



PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P2 € PtdIns(3,4,5)P3,
respectivamente. 0s fosfoinositdis fosforilados na posicRo 3
ndo sdo substrato para nenhuma das fosfolipases [
conhec&&as. Uma possibilidade seria que eles promovessem
rearranjos nos filamentos de actina, que € uma resposta
comum ao estimulo por fatores de crescimento e pelo menos
parcialmente responsavel pelas alteracies morfoldgicas
celulares observadas (Severinsson et al,i1990).

A relevancia do recrutamento e fosforilacio das
tirosinas de ras GAP também n3o € clara. Uma possibilidade é
que esta modificacdo ativaria a via de ras por blogueamento
da atividade “down” regulatdria de ras por ras GAP (revisado
por Hunter,1994i).

A ativa¢do da PLC estimularia a via comum do Ptdlns,
gerando uma eleva¢io nos niveis intracelulares de cdlcio e
at ivac8o da proteina quinase C. A fosforilacio da PLC pelo
rEGF parece aumentar sua atividade catalitica (Nishibe et
al,1990).

Raf-1 € homdloga a v-raf, o gene transformante do virus
de sarcoma murino 3611 (Rapp et al,1983). O produto do gene
raf-1 € uma proteina citossdl(ca de 74 kD que apresenta
at ividade serina/treonina quinase. A ident idade €

localizag8o celular .. dos . substratos de raf-1 s80

i2

desconhecidos. A sua associagao com o rPDGF pode servir para.

ativar sua atividade quinase através de fosforilaglo em
tirosinas e localizar raf-1 na membrana celular onde esta

pode possuir substratos. Alternativamente, raf-4{ poderia



i3

dissociar-se do receptor e fosforilar substratos ne
citoplasma (Morrison et al,i989).

Outros receptores como os de insulina, de EGF e do
fator estimulador de colénia-i (CSF-1), assim como pp&@c—™¢
tambeém s3o capazes de Fformar estes complexos multipotentes
cuja fungdo ainda € desconhecida mas que devem desempenhar
importante papel na transduc®o de sinais (Cantley et

3171991)-

Receptores acoplados a proteinas G

As proteinas G compreendem uma familia de proteinas
associadas & membrana que transduzem sinais extracelulares
em uma diversa gama de respostas celulares (Gilman,1987).
Todas estas proteinas ligam ¢ hidrolizam GTP, que regula as
SUAS interagoes com enzimas efetoras. Receptpres podem
estimalar a enzima adenilato ciclase via proteina G,
controlando desta forma os niveis intracelulares de AMPc.
Todos os efeitos celulares conhecidos de AMPc ocorrem via a
at ivacio da proteina dependente de AMPc (PKA)> (Taylor et
al,1990). Sabe-se que o AMPc media a estimulacgio hormonal de
varios genes.de_eucariotos atraves de um elementq responero'
conservado, o CRE (cAH? résponsive'elénéhti,' presente nas
reaioes regulatorias destes genes (Montmiﬁg et a1;1986). A
PKA media a fosforilacdao de fatores criticos para a resposta

de transcrigao.



A hidrolise de fosfatidilinositdis mediada por
receptores via proteina G representa um mecanismo importante
de transducio de sinais para dentro da célula, tais como os
de hormonios, neurotransmissores, aiguns fatores de
crescimento € outras substancias biologicamente ativas. ©
fosfatidilinositol (4,3) bifosfato (PtdIns(4,3)P_) ¢ ym
inositol 1ipfdio localizado na face interna da membrana
plasmatica e ¢ formado através de dois estdgios de
fosforilacdao do fosfatidilinositol (PtdIns) por quinases
especificas. Ha também fosfatases correspondentes que
convertem PtdIns(4,3)P, a Ptdins. A ocupacio do receptor
pelo agonista ativa a PLC que <cliva o PtdIns(4,5P_, ap
diacilglicerol (DAG) e inositel trifosfato (IP3)(Berridge e
Irvine,i984) (Esquema 2). Ambos, DAG ¢ IP3 estio presentes
transientemente apds a estimulacio & s30 rapidamente
degradados.

0 IP3 & responsivel pela mobilizacHo do cdlcio de
reservas intracelulares, como o reticulo endoplasmatico,
aumentando seus niveis citoplasmaticos (Berridge e

Irvine,1984).
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reticulo endoplasmatico

Esquema 2 -~ Hidrdlise de PtdIns(4,5)P_, induzida pela
est imulagldo do agonista. (PDE=fosfodiesterase; a=PtdlIns
quinase: b=PtdIns—~4 quinase: R2=receptor especifico para

inositol 3 fosfato) (Berridage e Irvine,i984).

O outro mensageiro secundario, DAG, ativa a proteina
serina‘/treonina quinase dependente de calcio e fosfolipideos
(PKC> (Nishizuka,i984). 0 esquema 3 apresenta um modelo para

a ativac’ko da PKC por DAG:
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Esquema 3 ~ Mecanismo de ativacao da PKC por

diacilalicerol (DAG) (Bell,1986).

Quatro moleculas de fosfatidilserina (PS) formam uma
estrutura na superficie da membrana e ligam calcio atraveés
ae seus grupos carboxila. PKC liga-se a este complexo de PS
¢ calcio. Neste caso a enzimé esta posicionada_mas inativa.
DAG € produzido em resposta a sinais extracelulares (atraves
de uma sequéncia de eventos que envolvem a ativagio da PLC

dependente da proteina 6, move-se rapidamente no plano



lateral da membrana e interage com o complexo PKC-4PS-Ca®*.
Uma alteraclo conformacional resultante desta ligaglio ativa
a enzima, que poderia ser inativada quando da atenuacio dos
sinais transﬁembrana (Bell,1986). Os ésteres de forbol
promotores de tumores podem substituir DAG e ativar
permanentemente a PKC. Aparentemente os ésteres de forbol e
o DAG compeﬁem pelo mesmo sitio de ligagio na PKC, mas
apresentam maior afinidade que o DAG. Isto, aliado ao fato
de que estes promotores tumorais nlo s3o rapidamente
metabol izados ¢ que leva a seus extraordinadarios efeitos

fisiologicos (Nishizuka,1984).
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Proteina quinase C (PKC)

Nishizuka € colegas foram os primeiros a identificar a
PKC como uma proenzima que requer concentracoes milimolares
de calcio para sua atividade (Takai et al,i®77). Apis
ativagao irreversivel por calpaina, uma protease presente
nos extratos celulares, observava-se uma alteracio no peso
molecular da PKC, de 80 kD para 50 kD. Mais tarde foi
demonstrado por Nishizuka (1984) ativacao reversivel da
enzima com aproximadamente 190 uM de calcio e acido
fosfolipidico € que as concentracoes de ativaglao para estes
dois efetuadores poderiam ser reduzidas por DAG.

PKC € uma enzima ubiquamente distribuida, tendo sido
encontrada em praticamente todos os tecidos testados
(Nishizuka,i984; Kuo et al,1980). € particularmente
concentrada no sistema nervoso e érovavelmente desempenha
importante papel em tranémissﬁes sinapticas. Sua ampla
distribuicio, no entanto, sugere que tambem desempenhe
papéis importantes no controle ou modulagio de varios outros
processns biologicos. PKC & acidica, com um pl entre 5.0 e

5.5 e composta de uma iunica cadeia polipeptidica com um peso
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molecular aparente de 79 - 83 kD em SDS PAGE. Sabe-se hoje

aue PKC faz parte de uma grande Fam(lia_de proteinas, com
varias subespécies que apresentém  . caracteristicas
enzimoldgicas sutilmente individuais (Nishizuka,i988:
Carpenter et al,1987). Alguns membros da familia apresentam

padroes distintos de ewpressidao tecidual e localizaclo



intracelular. Quinases diferentes apresentam provavelmente
funcoes distintas no processamento e modulacio de wuma
var iedade de respostas a sinais externos.

As isoenzimas PKC consistem de um. dominio catalitico
(carbdxi—-terminal) & um dominio regulatdério (amino—-terminal)
(Nishizuka,i988). 0 dominio catalitico contém sequéncias
incluindo o sitio de 1ligacio para ATP, que s3o homdlogas a
outras proteinas quinases. Os dominios regqulatorios de
algumas isoenzimas apresentam sitios para ligaglo de calcio,
e todas apresentam um motivo denominado de pseudosubstrato
no seu dominio requlatdrio. Este motivo pseudosubstrato,
identificado por House € Kemp (1987a) pode interagir com o
sitio ativo da enzima, inativando-a na auséncia de fatores
ativadores.

Aminocacidos bdsicos pPrdidimos aos residuos de serina ou
treonina fosforilados s2o fatores importantes " dos sitios
fosforilados pela PKC. Em contraste com a PKA, nao foi
determinada ainda  uma sequéncia consenso para fosforilacio
pela PKC (House et al,1987b). Todas as PKC requerem residuos
basicos mas ha uma variacao consideravel na justaposicao &
escolha de arginina ou lisina ao redor do sitio de
fosforilacio (Kemp e Pearson,i99@). Peptideos sintéticos
contendo o motivo XRXXSXRX (onde .XJ representa qualauer
aminoécido) tendem a ser os melhbres gﬁbgtratos. .Arfaﬁjo
muito parecido esta presente no pseudosubstrato
autoregulador da enzima,.sd que este apresenta uma alanina

a0 inves da serina ou treonina no sitio de fosforilacao:
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RFARKGAL.RAKNY  (House € Kemp,i987a). Analisando varios
pept ideos andlogos a substratos de PKC, House e colegas
(1987b) chegaram a conclusd3o de que wum dUnico aminodcido
basico, preferencialmente arginina, € o determinante mais
importante para a fosforilac¢io, mas que residuos bdsicos
adicionais podem influenciar a cinética de fosforilacio dos
pept ideos. Aleém disto, PKC pode reconhecer estes
determinantes em qualquer lado do sitio de fosforilacio
(House et al1,1987b). PkC ¢ também capaz de se autofosforilar
em trés regites diferentes de sua sequéncia primaria, o que
provavelmente implica em uma autoregulagclo de sua fungilo

biologica (Flint et al,i990).

Substr;tos e algumas fungoes da PKC

A estimulagio da hidrdlise de fosfatidilinositdis € uma
resposta comum a tratamento com fatores de crescimento
(Hunter ,1987). Como consequéncia da ativaclo de DAG vérf0§
eventos de fosforilagclo vpor PKC sdo detectados apds
tratamento com mitogenos. PKC estd presente na maioria dos
tipos celulares, indicando gque apresenta varias funcoes
celu}ares criticas (Nishizuka,i?84).

0 fato de que-a ativécﬁo da PKC>é-um§ reﬁposfa comum a
quase todos o0s mitodgenos, € que promotores tumorais sao
mitogénicos para certos tipos celulares, levou a uma busca

intensiva de substratos para PKC. Apesar de PKC poder
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fosforilar um grande nimero de proteinas in vitro, tem sido
extraordinariamente dificil identificar funcoes num nimero
menor de proteinas aque sao fosforiladas em células intactas.

Var ios substrakos de PKC foram identificados
utilizando-se os critérios de que a fosforilacio da prote(na
deveria aumentar em células tratadas com TPA e que a
proteina purificada deveria ser fosforilada in wvitro no
mesmo sitio pela PKC purificada (Woodget et al,i987). Devido
a suposta localizac®0 da enzima ativa, nlo é surpreendente
que varios destes substratos s8o0 proteinas associadas &
membrana. Na realidade diferentes isozimas de& PKC podem
translocar-se para sitios celulares distintos, 0 gue explica
a variedade de repostas celulares por ela controladas
(Mochly—Rosen et al,1990).

Uma importante funcgdo da PKC parece estar intimamente
relacionada com o confrole negativo de receptores de
éuperficie celular (down regulation). A fosforilacd3o do rEGF
pela PKC causa inibi¢dc da sua atividade tirosina quinasé
(Cochet ,1984); diminuigio da afinidade de ligacao do
receptor a EGF (Davis e Czech,i986), e parece promover a
internalizacdo do receptor (Fearn e King,i985). Da mesma
forma, a fosforilacio do receptor de insulina pela PKC leva
a uma reduclo na capacidade de ligacﬁo da Vinsuling assim
como iniﬁicﬁo,da sua.atividédé de tirosina qujnagé (Takayama
et al,i984).

A demonstracio de que VArios oncogenes codificam para

proteinas envolvidas em vias de transdugao de sinal enfatiza

24



uma ligaglo entre os mecanismos de regulagio de crescimento
celular € wusurpagao destes processos em neoplasias. Membros
da familia génica ras. codificam para um grupo de proteinas
de 21 RD localizadas na membrana plasmatica que lembram
proteinas G porque ligam nucleot ideos de guanina e
apresentam atividade GTPasica (Sweet et al,1984).
Possivelmente, proteinas ras no estado GTP ‘ligado ou ativo
estimilam a via de fosfolipase C continuamente, levando a
uma ativagao persistente da PKC (Fleishman et al,i986:Smith
et al,1990).

Em células eucaridticas a taxa de transcricio de varios
genes € alterada em resposta a estimulos externos.
Alteragtes na expressio de genes em resposta a agentes como
hormonios esterdides, fatores de crescimento, promotores
tumorais, choques térmicos € J{ons de metais pesados sao
med iados através de sequéncias de DNA que agem em cis, Como
os enhancers (Maniatis et al,1987). 0 fator nuclear kB (NFk-
B), que foi primeiro detectado devido a sua capacidade de
ligar—se ao enhancer da cadeia leve k de imunoglobulina (Sen
e Baltimore,i986a), ¢é importante também para a expressio
regulada de outros genes. NFk-B estd presente em uma forma
nuclear ligante de DNA em linfdcitos B € macrofagos maduros.

mas em forma citoplasmética € incapaz de 1igar~se ao DNA em

virias outras células (Sen € Baltimore,i?Béb). A forma

citopltasmatica € ligada a um inibidor IkB, do qual ela pode

ser liberada através da estimulagio por esteres de forbol’

(Sen € Baltimore,1986b). A fosforilagi3o de IkB pela PKC em



um complexo NFk-B/IkB pode 1liberar NFk-B da inibic%b,
permitindo gque este transloque-se para dentro do niucleo e
ative seus genes alvo (Ghosh e Baltimore,i99é).

Entre os genes cuja trén;cricﬁo e induzida por TPA
estao os proto-oncogenes c—fos, cC—-sis, c—myc € o0 gene da
colagenase (Greenberg e Ziff,1984: Colamonici et al,i986;
Whitham et al,i986) . A via responsavel pela transducio do
sinal gerado pela ativag3o da PKC ate a maquinaria de
transcrigio nio € conhecida. Uma sequéncia conservada esta
presente nas regides regulatorias dos genes induziveis por
TPA. Esta sequéncia denominada TRE (TPA responsive element:?
serve como sitio de ligagio para o fator de transcricao AP-1
(Angel et al,1987). 0 complexo AP-4 consiste dos produtos
dos oncogenes fos € jun, cuja transcriciao € induzida por TPA
(Verma e Sassone-Corsi,i987). Parece portanto que fos & jun
estdo envolvidos na resposta celular 2 via de transducio de
sinal dependente de PKC.

Ha varios substratos de PKC localizados no
citoesqueleto € estes podem servir de instrumento para as
rapidas modificacoes morfoldgicas documentadas em celulas
tratadas com fatores de crescimento oy TPA. Sabe-se aue PKC

fosforila proteinas de Ffilamentos intermediarios cComo

vimentina, desmina e neurofilamento L, causando a SUA

despol imerizacio reversivel'(Inagaki‘et'alQi987: Kitamira et
al,i989; Hisanaga et al,1999). Mochly—-Rosen e colegas (1999)

observaram gue a isozima (CKi.4 de PKC ativada transloca-se



para elementos de citoesqueleto em midcitos cardiacos € para
microfilamentos em fibroblastos.

Uma proteina acidica, de peso molecular real 31.950, e
que em SDS PAGE apresenta um peso molecﬁlar aparente de 80-
87 kD foi identificada como um dos substratos majoritarios
para PKC (Wu et al,4i982; Rozengurt et al,i983; Albert et
al,1986; Patel e Klingman,1987). Esta proteina foi
denominada MARCKS (myristoylated, alanine-rich C-kinase
substrate) (Stumpo et al,1989)., MARCKS ¢ uma proteina
ligante de actina (Hartwig et al, dados n3o publicados) e de
calmodulina (Graff et al,i1989) cuja ligacio a membrana
plasmat ica aderente ao substrato € reaulada pela PKC. Sendo
assim, representa uma molécula candidata ideal atraves da
qual' PKC poder ia regular a associac’dao reversivel do
citoesqueleto de actina com a membrana plasmatica aderente
ao substrato, que € um pre-requisito para a locomoclo assim

como outras alteracoes morfoldgicas celulares.

Plaquetas e transdu¢3o de sinais

Plaquetas s30 pequenos fraamentos de citoplasma que se
destacam de células muito grandes chamadas_megacaridcitos,
localizaaoé na medula odssea. As blaqueﬁés éﬁo anucieaaasAe
nao proliferativas e apresentam uma capacidade limitada de

sintetizar RNA ou proteinas. Apesar disto os mecanismos



intracelulares regulatorios de plaquetas ativadas. Sa0
complexos.

A esséncia da funcldo plaquetaria € sua resposta a
estimulos. Quando at ivadas, as plaguetas - apresentam
modificacoes dramaticas? elas modificam sua forma, agregam e
secretam os contelddos de seus grinulos. Uma grande variedade
de agonistas plaquetarios, incluindo trombina,
trombospondina, coldageno e o fator de ativa¢io plaguetario
(PAF), atuam em receptores de membrana especificos. As
interacoes destes agonistas com SEUS receptores de
superficie estidao presumivelmente acopladas as respostas
plaquetdarias atraveés de VArios mensagceiros secundarios
intracelulares.

Plaquetas tém sido amplamente utilizadas para a

invest iga¢30 de mecanismos de transducio de sinal,

&5

particularmente aqueles que envolvem a hidrdlise de PtdInsP_

em que 08 MeNnsageiros secundarios DAG e TIP3 ativam
respectivamente a PKC & =a liberaglo de Ca*™" das reservas
intracelulares (Nishizuka,1986). A elevagio dos niveis
intracelulares de Ca®™ e ativacdao da PKC 3o passos
essenciais na transducao de sinais de agonistas em plaquetas
que levam A agregacao € secreclo (Berridge e Irvine,i984).
Acredita—se que trombospondina estedarenyolvida en agregacﬁd
plaquetaria (Lawler;i986).A A glicoprbtefné IIib ou IV é ﬁMa
das proteinas majoritarias da superficie de plaguetas e atua
como sitio receptor para trombospondina (Mc Gregor et

al,1989).
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Na maioria dos tecidos a atividade enzimatica de PKC ¢
comparavel a de PKA. Em plaquetas, no entanto, a atividade
de PKC excede muito a de PKA sendo aproximadamente 2@ vezes
mais. ativa (Hinakuﬁhi et al, 984>, devendo portanto
desempenhar papéis de extrema importadncia na aclo de virios
mensageiros extracelulares. Apesar de varias funcoes
plaquetarias serem controladas pela PKC poucos de seus
substratos s8o conhecidos e tampouco a maneira pela qual
estes produzem estas respostas celulares. Agonistas como
trombina causam a fosforilagd3o via PKC de uma proteina de
aproximadamente 40 kD que usualmente precede a secrecio dos
conteudos - de granulos plaquetarios (Haslam e
Linham,1977:Kawahara et al,i980). Esta proteina, denominada
P47 ou pleckstrin (platelet and 1leukocyte € kinase
subétrate), foi clonada recentemente por Tyers e colegas
(1988) de células HL6@, dque tornam-se enriaquecidas de p47
duando induxidas a diferenciar com dcido retindico. A p47
apresenta um provavel sitio de fosforilaclo (QKARKSTRRSIRL>
que lembra muito o sitio pseudosubstrato de PKC. NEo
apresentou homologia significativa com nenhuma proteina
conhecida, € sua funcio ainda € desconhecida.

Uma variedade de substratos nfo identificados de PKC
%50 fosforilados durante a atiyécio.plaquetéria. Além da p47/
outras pfote(nés dé PESOS ﬁoiecularés de BO,Vﬁé;,277e 20 kD
s80 fosforiladas ém plaquetas ativadas por-trombina (Wallace
¢ Bensusan,i1i980). O tratamento de plaquetas com ésteres de

forbol resulta na fosforilacio de varios pept ideos,
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incluindo a cadeia pesada e a cadeia leve de 20 kD da
miosina (Kawamoto et al,i989). O significado bioldgico da
fosforilaglo das cadeias de miosina ainda n3o € conhecido. O
comp lexo gl{coproteico GpIIb-IIIa e uma integrina
multifuncional abundante em plaquetas. Gpllla € fosforilada
pela PKC (Parise et al,i990). Quando as plaquetas sio
at ivadas, GplIb-IIIa € convertida de uma forma que ni3o liga
fibrinogénio a uma forma que liga. Além disto seu dominio
intracelular adquire capacidade de ligar-se ao
citoesqueleto. A fosforilac3o de Gpllla pode representar um
mecanismo através do qual as funcoes de GplIIb-Illa possam
ser reguladas.

Um complexo contendo PtdIns 3-fosfato foi detectado em
plagquetas estimuladas com trombina (Mitchell et al,1i199@). No
entanto proteinas contendo fosfotirosinas nao -foran
detectadas. 0 mecanismo de Fformacio de complexos contendo
PtdIns 3-fosfato pode ser diferente em plaguetas em relacio
a outros sistemas. A estimilaclo da formacio destes
complexos em plaquetas por trombina implica talvez que
fosfoinositdis com 3 fosfato apresentam alguma funclo nio
envolvida exclusivamente com pfoliFeracﬁo celular.

Alem de ativar a PLC e consequentemente a PKC, trombina
ativa proteinas tirosina quinase em plaquetas. (Fgrkgl @
Martin,i988). Plaquetas expfessam alfés hfveis dg‘at;vidade
de ppb@° . niveis estes compativeis com os de células
transformadas com o0 virus de sarcoma de Rous (Golden et

al,1986). A deteccHo destes elevados niveis de ppbdc %€ on



plagquetas indica que esta atividade nlRo € exclusivamente
relacionada ao contraole de crescimento, mas que pode estar

envolvido em outras fungoes celulares.

OBJETIVOS E ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Plaquetas podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de metidstases tumorais (Karpatkin e
Pearlstein,1981). Sendo assim, o0s eventos que levam &
ativacio plaquetaria Ccomo  Secrecio e agregacido podem
significar etapas importantes na disseminagdo de células
invasivas (Tuszynski et al,i987).

¢ objetivo inicial deste trabalhe foi clonar e
caracterizar proteinas plaquetarias envolvidas no processo
de agregaclo plaquetdaria. Com o intuito de cionar_o receptor
do agente agregante trombospondina, GplIlb, produziu-se um
soro policlonal contra uma banda eluida de SDS PAGE 7.5X%X de
extrato proteico de plaguetas humanas, que apresentava peso
molecular igual ao de GplIlIlb <(banda 80 kD). O soro

policlonal foi ut ilizado para varrer uma biblioteca de cDNA

]

de endotélio de cordiao umbilical humano e dois clones foram

isolados, e sequenciados. Os clones  n§o apresentaram
homologia com GplIlb, gue foi clonada em 1989 por Oquendo e

colegas. Um dos clones apresentoun 100X de homologia com a



proteina 80K~-H, substrato de PKC, € o outro, nio apresentou
homologia com nenhuma proteina até entfo clonada.

Como varios agonistas plaquetdrios utilizam a via de
ativagiRo da PKC para desencadeaf,suas respostas, € coﬁo os
substratos de PKC em plaquetas ¢ em células em geral sZo
pouco conhecidos, decidiu-se caracterizar a proteina 80K-H
utilizando-se um soro policlonal especifico contra esta
proteina obtido a partir da imunizaglo de camundongos com a
proteina de fusBo correspondente. Este soro policlonal
(ant i -80K-H) fai utilizado em ensaios bioquimicos €
imenogquimicos que permitiram analisar a proteina B8OK-H
quanto a alguns aspectos como localizacl0 subcelular,
fosforilaglo “in vive” e distribuic80 em diferentes tipos

celulares.



MATERIAIS E METODOS

1-Produgdo de anticorpos policlonais anti-plaquetas

Camundongos foram injetados com uma banda extraida de
SDS PAGE 7.9%Z de extrato proteico de plaquetas, que
apresentava peso molecular igual ao de Gp IIIb (denominada
bandgrao kD>. A banda foi macerada em PBS (2mM Na_pypo,, SmM
NaH_po,., i4@mM NaCl) e injetada intraperitonialmente com
intervalos de 10 dias. Ap6és 3 oy 4 imunizacoes, a
especificidade e o titulo dos soros obtidos foram testados
pelo metodo de ELISA (Engvall,i?80). Outros camundongos
foram injetados com pedagos de poliacrilamida macerados em
PBS da mesma maneira, porém sem o componente proteico, e

seus soros foram utilizados como controle negativo.

2- Varredura imunoldgica da biblioteca de cDNA

(Glover, 1985)

A biblioteca de cDNA utilizada foi cedida por David
Ginsburs da Universidade de Michigan. O'cDNé foi ﬁonstrufdm
a part}r de mRNA de endotélio umbilical Huﬁano'utilizando—se
hexanucleot ideos randomicos. O cDNA  obtido foi ligado no

vetor de expressio lambda atii (Ginsburg et al,i985).
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Fagos recombinantes foram adsorvidos (1{0® pfu/placa de
Petri) em E.coli RY169¢ (Promega) a 37°C por 20 minutos e
plagqueados em LB amp (1@ g/1 bacto triptona, 5 g/1 extrato

de 1évedura, 19 a/1 NaCl, pH 7,5, 45 g/1 agar, 1909 mg/1

ampicilina) a 422°C por 3 a 4 horas. Um filtro de
nitrocelulose (Schleicher e Schuell) seCo, previamente

saturado com 16 mM IPTG (BRL) foi colocado sobre cada uma
das placas de Petri que foram entfo incubadas a 37°C por
mais duas horas. A posicio dos filtros em relacio as placas
foi marcada com um alfinete. 0s filtros foram retirados,
lavados em TBS (i5émM NaCl, 20mM TrisHCIl,pH B8,¢), blogueados
uma hora com TBS 3% BS5A e incubados por duas horas com o
soro anti-8@ kD diluido 1:2000 em TBS 1% BSA. Anti-l1al6 de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Sigma) foi
utilizado como segundo anticorpo € a revelaclo foi realizada
com NBf € BCIP (Promega) em tampio de fosfatase alcalina
'(100mM NaCl, 100mM TrisHCl pH?,5, SmM MgCl_,

O0s sinais positivos obtidos foram retirados das placas
com pipeta Pasteur e guardados em Eppendorfs contendo é.S mi
de SM (5,8 a/1 NaCl, 2,0 g/1 MaSO, . 7H,0, 6,0 g/1 TrisHCl pH
7,5, 0,1 9/1 gelatina). Como controle negativo para =a
varredura com o soro ant i-80kD foi utilizado soro normal de
&amundongo e nenhum sinal positivo foi obtido. Os de; SiNAails
mais fortes foram Qelecionédbs péré nais dﬁas.Avafreduras
onde os fagos erém cada vez mais diluf&os até se obter
placas de lise completamente isoladas. Desta forma foram

entdn isolados 1@ clones positivos.



3- Caracterizag¢do dos clones de lambda g¢gtll por Western

blot

3.1-Prep§rac§o rdpida de extrato proteico recombinante

0 extrato proteico foi preparado segundo protocolo de
Dalton, 1987. Resumidamente, 10® +fagos de cada clone foram
adsorvidos em E.coli RY109¢ e plaqueados em LB amp a 37°C
por & horas. As placas foram cobertas com & ml do tampao
lambda diluente (2,0 g/1 MaSO_ 74,0, 6,0 g/1 TrisHCl pH 7.5)
€ mantidas em agitacio durante a noite a 4°C. 0 tampio foi
entao retirado das placas e centrifugado a 14000 rem por 1@

minutos € o sobrenadante foi aliquotado € guardado a —-20°C.

3.2-Andlise dos extratos proteicos por Western blot

Aproximadamente 50 ug de extrato proteico de cada clone
foram resolvidos em SDS PAGE reduzido 7.5% (Laemmli.i?7@) e
o gel foi transferido para um Ffiltro de nitrocelulose
(Towbin et al,i979). Apdés a transferéncia o Ffiltro  foi
corado com Ponceau $ 1% acido acetico por S minutos e
descorado com @dAgua ateé que se pudesse visualizar bem as
bandas. O filtro foi bloaqueado com TBSM 5% (TBS acrescide Jde
S% leite Molico) por 4 hora e depois incubado com o soro
ant i~80kD por 2 horas. ASoros. dos . camundongos imunizados
apenas com poliacrilamida ?6ram ﬁtiiizados como coﬁtrole
negat ivo da reacio. Apds 3 lavagens de S minutos em TBSM 5%

o filtro foi incubado por mais {1 hora com anti IgG de

camundongo conjugada a fosfatase alcalina e novamente



lavado. A revelagio foi feita com NBT € BCIP (Promegal) em

tampao de fosfatase alcalina.

3.3- Purificagdo de antiéorpos especificos (Ozaki et
al,1986)

Anticorpos especificos para cada proteina de fusio
foram purificados do soro anti 8@ kD. Os fagos recombinantes
foram plaqueados a uma densidade de 10® pfu por placa de
Petri e incubados a 37°C por 3 horas. Um filtro de
nitrocelulose previamente mergulhado em 1@ mM IPTG (BRL) foi
blotado sobre cada placa por 2 horas a 37°C. Apds ser lavado
em TBSM SX o filtro foi incubado com o0 soro anti—-86 kb
diluido 1:5000 por 2 horas. Em seguida o Filtro_?oi lavado 3
vezes em TBSM 5% e os anticorpos ligados foram eluidos com 3
ml de tampio de eluiclo (0.2 M glicina pH 2.8) por 5
minutos. 0 eluato foi imediatamente neutralizado com uma
solucfo basica (.25 M Tris base, 8 1 TBS).

O0s eluatos foram entdao utilizados em Western Blot de
extrato proteico de plaquetas. Trezentos ua de emxtrato de
plaquetas (1 mg/ml) foram resolvidos em ael preparativo SDS
PAGE 7 .5% (Laemmli,i970) e transferidos para um filtro de

nitrocelulose (Towbin et al,i1979). O filtro foi cortado em
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tiras € cada tira, depois de blogueada com TBSM S5%. Foi

incubada com um eluato diferente. Um eluato do soro encubado
em lambda gtiit nXo recombinante foi utilizado como controle
negat ivo. As bandas foram visualizadas com segundo anticorpo

anti~-Igl de camundongo conjugado com Ffosfatase alcalina
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revelado com NBT e€ BCIP (Promega) em tampao de fosfatase

alcalina.

4- Amplifica¢do dos clones (Maniatis,1982)

De cada clone, 10® <fagos foram adsorvidos em E.coli
RY1090 por 20 minutos a 37°C, plaqueados em LB amp e
mant idos a 42°C por 414 horas. Cada gla;a foi coberta com 5
ml de SM ( 5,8 a/1 NaCl, 2,0 9/1 MISO_ 7H..0, 6.0 a/1 TrisHC]
pH 7,5, 1,1 g/1 gelatina) e mantida a 4°C durante a noite. O
sobrenadante foi recuperado, adicionado de S% de
cloroformio, mantido por iS5 minutos a temperatura ambiente e
centrifugado a | goeee rem por 16 minutos. Depois Fbi
aliquotado com ©.3% de cloroformio e estocado a 4°C. Desta
forma foi possivel obter uma amplificacdo a um titulo de

10*® fagos/ml.

5- Caracteriza¢d3o do DNA dos clones

5.1- Preparacdo rdpida de DNA de bacteridéfago lambda
(Maniatis et al,1982)

E.colf RY1090 foram adsorvidés coﬁ faéos (10* p%u)'e
plagqueadas em NZYCM sdlido (10,0 g/l.NZ amina, 5,0 a/1 NaCl,

5,9 g/1 extrato de levédo, 1,9 g9/1 casamino acidos, 2,0 g/l

MaSO_, . 7H,0, 15,0 g/1 agar) e 5@ ug/ml de ampicilina por 12



horas a 42°C. Adicionou-se 5 ml de SM a cada placa que foram
ent3o agitadas durante duas horas a temperatura ambiente. ¢
tamp&o foi retirado € centrifugado a 800¢ rpm por 1@ minutos
e o sobrenadante foi tratado com i ug/ml de DNAse I e RNAse
A por 30 minutos a 37°C. 0s fagos foram precipitados com PEG
20% e 2 M NaCl em SM durante {1 hora no gelo e recuperados
por centrifugaciao a 10000 repm por 20 minutos a 4°C. O
sedimento foi ressuspendido em @.5 ml de SM e novamente
centrifugado, a 80060 rpm 2 mninutos. 0 sobrenadante foi
tratado com 35 ul de 8SDS 16X e 5 ul de .5 M EDTA PH 8.0 a
68°C durante 15 minutos. O DNA foi extraido duas vezes com
fenol cloroformio e uma vez com cloroformio. A fase aquosa
foi precipitada com i volume igual de isopropanol a -70°C
por 20 minutos e centrifugada em Eppendorf por iS5 minutos a

4°C. 0 sedimento foi lavado com .5 ml de etanol 70%, seco a

3%

vacuo e ressuspendido em 25 ul de TE (1émM TrisHC1 pH8,0,‘

1imMEDTA) .

5.2- Andlise do DNA por eletroforese em gel de agarose
Do DNA da preparacio rapida, 10 ul foram digeridos com
10 U de ECO RI por 2 horas a 37°C e resolvidos =¥alg

eletroforese em gel de agarose @.8% na presenca de 0.5 uas/ml

de brometo de etidio. As bandas foram vjsuélizadas atraves

de iluminacio com UV.

5.3- Andlise do DNA por hibridizag¢do (Southern blot)

— Purificacio de insertos de cDNA a partir de agarose:



As bandas do gel que continham os insertos foram
retiradas € os insertos purificados com o kit Gene Clean da
BIO 10i. A agarose foi macerada com 2,5 volumes de Nal
saturado por 5 minutog a 50°C. 0s insertos foram recuperados
com 5 ul de po de silica ultra fina por 35 minutos no gelof A
silica foi lavada 3 vezes com 700 ul de tamp3o NEW (solucio

concentrada de NaCl, Tris pH 8.0 e EDTA). O DNA foi
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finalmente eluido em tampiao de baixa forga ionica (TE) e

utilizado sem qualquer outra purificag¢io.

- Marcacio isotdpica do DNA com alta atividade
especifica (Feinberg e Vogelstein,i983):
A marcaclo dos insertos foi feita com a utilizacfio do

kit “Random Primers DNA Labeling System” da BRL. Da

preparacdo de insertos, 4 ul foram fervidos por dois

minutos e depois mantidoé no gelo por 5 minutos. A& marcacio
foi feita com. i U de Klenow na presenca de 5 ul de 5 x OLB
(06.67M HEPES, 0.7 Tris HC1, 17mM MgCl12, 33M 2
mercaptoetanol, .33 ma/ml BSA, 418 DO/ml de iniciadores
oligodeoxinucleot ideos hexd@meros), 2 ul de dGTP 0.5 mM e 5
ul de Calfa 9@2pP1 ATP (10 uCi/ul) por duas horas a
temperatura ambiente. Apds interromper a reagio com 100 ul
de TES a sonda foi recuperada_por gel Filtra;io em Sephade::
G50 a 3000 rpm por.2 minﬁtds. 0"réndimentb d#_reacﬂo foi
medido com 2 ul .da sonda purificada dilﬁfda em aquasol no

cintilador. As atividades especificas obtidas para as sondas

foram em meédia 1x10® cpm/ug.



- Transferéncia alcalina (Maniatis et al,i1982):

Da preparacldao rapida de DNA, 10 ul foram digeridos com
i0 U de ECO RI por 2 horas a 379 e resolvidos vpor
eletroforese ém agarose @.695% na presenga de 0.5 ug/ml de
brometo de etidio. Apds a corrida o gel foi tratado com 0.2
N HC1 por 19 minutos a temperatura ambiente com agitacio
lenta, duas vezes € depois com @.5 M NaOH e 1.5 M NaCl por
45 minutos. Em seguida o 9gel foi montado para =a
transferéncia em tampio de transferéncia (0.25 M NaOH 1.5 M
NaCl) utilizando-se o filtro Hubond N. Apds a transferéncia
o DNA foi fixado ao filtro com exposicdo a WV do

transiluminador por 5 minutos e guardado a wvacuo.

- Hibridizac3o com DNA:

0 filtro foi pré-hibridizado a 50°C com 42X de
formamida, & x SSC (0,09M citrato de sodio, ©.9M NaCl), @.1i%
$Sbs, 5 p% Denhardt (10.90 g/1 Ficoll, 10,0 g/l
Polivinilpirrolidona, 10,9 g/i BSA) e 200 ug/ml de DNA de
esperma de salm#o, por 4 horas. A hibridizacio foi feita por
30 a 48 horas em soluclo de pré hibridizac8o fresca contendo
a sonda radioativa. 0 filtro Fqi lavado em 2 x SS5C @.41i% SDS
por 15 minutos a temperatura ambiente com agitaglo duag
veres € depois em @.1 . SS€ e @.5X SDS a 68°Cﬁpor .20
minutos com agitacdo tambéﬁ duas'vezes. Y Filtrb'foirseco a
temperatura ambiente e coberto com um filme de raio X por

uma noite a -70°C com uma placa intensificadora.
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6— Subclonagem dos insertos de cDNA

6.1i- Preparacio do vetor

O wvetor utilizado para a subclonagem foi pGEM-3Z
(Promega) gque apresenta um sitio miltiplo de clonagem
flanqueado por regites promotoras para RNA polimerase dos
fagos SP6 e T7 (Esquema 1). Além disto, pGEM-3Z apresenta o
gene para o peptidio lac alfa que pode ser complementado
pelo produto do gene 1lacZ MiS da célula hospedeira para
produzivr uma beta galactosidase funcional. Bactérias
contendo o gene lacZ MiS e o vetor pGEM-3Z tornam-se azuis
quando plaqueadas em meio com X-Gal. Mas se o gene para o
peptidio lac alfa for rompido por subclonagem no sitio
miiltiplo de clonagem do pGEM-3Z a complementacio deixa de
ocorrer € as colonias permanecem brancas.

Trés ug do vetor foram digeridﬁs com 40 U de Eco RI por
2 horas a 37®°C. O material foi em seguida precipitado com
etanol 70X e ¢.3 M acetato de sodio pH 6.0, recuperado por
centrifugacldo e desfosforilado com L U de fosfatase alcalina
na presenca de SDS 06.05%X a S5°C por 4 hora. Em seguida o DNA
foi purificado por extracio com fenol clorofiérmio e
precipitado com etanol € acetato de sddio. 0O vetor foi
ressuspendido de modo a ficar ©.i ng/ul em TE e estocado a -

20°C.
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Esquema 1i- ﬁGEH—SZ com seu sitio miltiplo de clonagem e

regides promotoras para RNA polimerase dos fagos SP6 e T7.



6.2—- Ligac80 dos insertos ao vetor

Os insertos foram purificados como descrito
anteriormente com o auxi(lio do kit Gene Clean. Em seguida,
foram divididbs em aliquotas de {, 3 e 6 ul e 100 ng de
vetor foram adicionados. A mistura foi ligada com { U de T4
DNA ligase na presenca de 2 ul de SX tampio de reaclo de
ligac80 (250 mM Tris pH 7.6, S50 mM MgCl_,, PEG 25% 8000. 5 mM
ATP e S mM DTT) a 26°C por 2 horas. As misturas de ligacfo
foram diluidas 1:5 em TE € utilizadas para transformar

E.coli DHS alfa (BRL).

6.3- Transformacio
A transformacio foi realizada segundo o protocolo “"Max
Efficiency DHS Alfa Competent Cells” NoB8258SA da BRL. Um ul

da mistura de ligacRo diluida {15 em TE foi adicionada a 2¢
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ul de bactérias E.coli DHS alfa que foram entio mantidas

por 30 minutos a @°C sequidos de um choque térmico de 45
segundos a 42°C. Apds o chogque térmico as bactérias foram
ctolocadas rapidamente no gelo, por 2 minutos. As bactérfas
foram acrescentadas de 80 ul de S0C (20,9 g/1 triptona. 5,0
a/1l extrato de levedura, 0,6_9/1 NaCl, ¢,19 g/1 KC1, .95
9/1 MaCl,, pH 7,5, 3,6 9/1 glicose), agitadas a 37°C por i
hora e em seguida 106 ul foram plaqueados em LB émp»;ontendm
©.05 mas/ml  X~-Gal (BRL) pof.iS horés a 37°C. As colbnias

brancas foram analisadas para a presenca de inserto.



6.4— Preparac3o rapida de DNA plasmidiano

A preparaciao foi feita pelo método rapido da fervura
.
(Maniatis 1982). As colonias brancas foram crescidas em 2 ml
de LB amp por i8 horas e recuperadas por centrifugagiio a 4°C
por 3 minutos. 0 sedimento foi ressuspendido em 200 ul de
STELT (sacarose 8%XZ, TritonX—-10@ 5%, S50 mM Tris pH 8.0, 50 nM
EDTA ¢ 0.5 mg/ml de lisozima) € Fervido por 60 segundos. Em
seguida a mistura foi centrifugada a 4°C por 15 minutos e o
sedimento removido com um palito estéril e descartado. ©
sobrenadante foi tratado com RNAse por 13 minutos a 37°C,
extraido com fenol clorofdrmio , precipitado com 4 volume de
7.5M acetato de am6énio € 2.5 volumes de etanol no gelo por
1% minutos e centrifugado por 20 minutos a 4°C. O sedimento
foi lavado com etanol 80%, seco a vacuo e ressuspendido em
5 ul de TE.

Cinco ul da preparagio foram digeridos com 1@ U de
EcoR1I por 2 horas a 37°C e resolvidos em gel de agarose
0.8%. Seis colonias brancas foram analisadas para cada
inserto. Coldnias brancas gque continham os insertos de
tamanho esperado foram escolhidas para uma maxi preparagio

cde plasmidios.

6.5- Maxi preparagcdo de plasmidios

A maH} preparacio foi feita peip ‘método dé lise
alcalina (Maniatis,1982). Cento e vinte e c}nco'ml de LB
(10,0 g/1 bacto triptona, 5,0 g/1 extrato de levedura, 10,0

g/1 NalCl, pH 7,5 contendo 10@ ug/ml de ampicilina foram
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inoculados com uma coldnia branca e a mistura incubada por
i2 horas a 37°C. As bactérias foram recuperadas por
centrifugacio a 5000 repm, 4°C,1i% minutos, ressuspendidas em
3 ml de 25mM Tris HC1 pH 8.0, 10 mM EbTA, sacarose 15%Z e 2
mg/ml de lisozima e mantidas por 1@ minutos no gelo. A
suspensio foi ent8o lisada com 2 volumes de 0.2 N NaOH SDS
i% por 10 minutos a @°C, neutralizada com 3.75 ml de 3M NaAc
pH 4.6 e centrifugada a (2000 rpm. O sobrenadante foi
tratado com 2.5 ug/ml de RNAse por 15§ minutos a 37°C e
extraido duas vezes com fenol clorofdrmio e uma vez com
clorofdirmio. 0 sobrenadante foi ent&o novamente precipitado
com 2 volumes de etanol a -20°C durante 30 minutos e
centrifugado a 12000 rpm por 2@ minutos a 4°C. Ao sedimento
adicionou~se 6.2 ml de 4M NaCl e 1 ml de PEG i13%, sendo
este entl8o precipitado por 1 hora a @°C e centrifugado a
12000 rpm por 1@ minutos. 0 precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco a vacuo e ressuspendido em i5¢ ul de TE.

0 DNA foi dosado no espectrofotometro (conc. de DNA =

90 X Aj.e X diluicio x mg/ml) e sua pureza foi verificada

atraveés da relaclo A, ,,/A.ee (Maniatis et al,1982).

¢ DNA tambeém foi analisado eletroforeticamente em gel
de agarose 9.8% onde foram analisados plasmidios digeridos
com i@ U de ECO RI por 2 horas a-Q??C_lado a lado com o DNA
dos fagos recombinantes lambda Qtii, Eémﬁéﬁ digerido;_ﬁbm
Eco RI. Os insertos dos plasm(dibs. foram testados por

hibridizag2o com o0s insertos dos lambda gtii recombinantes
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para verificar se Nnao representavam artefatos (dados nao

mostrados).

6.6-Subclonagem dos insertos para sequenciamento de
regidoes inacessiveis a polimerase

Para o sequenciamento das regices centrais dqs
insertos, 0s mesmos pPrecisaram ser fragmentados e
subclonados novamente. Através do mapeamento de enzimas de
restrigao foi possivel escolher enzimas que clivassem 0%
insertos em fragmentos de tamanhos adegquados para o
sequenciamento. Apds a digestlo com as enzimas adequadas 0%
fragmentos resultantes foram resolvidos em gel de agarose
1%4. As bandas correspondentes aos fragmentos foram retiradas
do gel, purificadas com o kit Gene Clean, ligadas ao vetor
pGEM~3Z (previamente digerido com as enzimas de restrigio
escolhidas) e utilizadas para transformar baétérias DHS alfa

como descrito nos itens anteriores.

7— Sequenciamento dos clones de cDNA

Para o sequenciamento dos diversos fragmentos de cDNA
foi.utilizado 0 sistema da Sequenase (USB), com a eMcecio da
denaturacio, que Fﬁi'feifa de acordb» goﬁ o hanuéi técn}do
“Sistemas de Sequenciamento” da Promega. O vetor utilizado

foi pGEM~-3Z e o seguenciamento foi feito com dupla fita.

43



7.1— Denaturacdo do DNA

Dois ug de plasmidio foram piretados em 18 ul de dgua
destilada e 2 ul de 2 M NaOH e 2 mM EDTA em Eppendorfs e
mantidos por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
foram neutralizados com 3 ul de 3M acetato de sddio pH 5.0 e
7 ul de dgua destilada € precipitados com 75 ul de etanol
absoluto por 15 minutos no gelo seco. O DNA foi recuperado
por 19 minutos de centrifugaglo a 4°C, o sedimento Ffoi
lavado em etanol 70%Z, seco a vacuo e ressuspendido em 7 ul
e dgua destilada. Dois tubos destes foram preparados para

cada clone.

7.2—- Anelamento dos iniciadores
Ao DNA denaturado foram adicionados 2 ul do tampRo da

Sequenase 5 X (200 mM Tris HC1 pH 7.5, 100 mM MgCl_ 0%5¢ mM
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NaCl) e { ul do primer (SP6 em um dos tubos € T7 no outro - .

Promega) € o0s tubos foram incubados a 379 durante 30

minutos.

7.3- Reagdo de marcac¢io

As misturas de anelamento foram acrescidas de 1 ul de
0.iM DTT, 2 ul de mistura de marca¢fo diluida 485 (7.5 mM
dGTP, 7.5 mM dCTP, 7.5 mM QTTP), i ul de [?®GIdATP (410
uCi/uld) e S_U de Sequenase & incﬁbados pérls' hiﬁutos a

temperatura ambiente.



7 .4- Reacdo de terminacio

4 tubos rotulados G, A, T e C foram previamente
preparados pipetando—-se 2.5 ul das misturas de terminacido
ddGTP, ddATP,&dTTP e ddCTP respectivamente nos tubos G,A,T e
C, que foram tampaaos e pré aquecidos a 37°C. Ao fim da
reacidao de marcacadao 3.5 ul da mistura de marcagfo foram
transferidos para o tubo de terminaciao G que foi incubado
por mais S minutos a 37°C. O mesmo foi feito com os tubos
A, T e C. A0 término da incubacl0 4 ul de solucio stop (95X%
formamida, 20 mM EDTA, 0.05X de bromofenol azul e 0.05%Z de

Xileno cianol) foram acrescentados a cada tubo.

7.5- Eletroforese em gel denaturante (Howe e Ward, 1989)
Depois de exaustivamente lavadas com agua quente e

detergente as placas foram lavadas com etanol e a menor foi

impermeabilizada com dimetil silano (Sigmacote-Siama) por

duas veres e lavada noyamente. As placas foram montadas com
auxilio de espacadores e bem seladas com fita adesiva
plastica. Sessenta ml da soluclo estoque de gel de sequénéia
(90 g de uréia, 18 ml de 1@ X BTE pH 8.3, 22.5 ml de bis
acrilamida 49X e 70 ml de égua_destilada) foram misturados a
600 ul de APS 10X e 30 ul de TEMED e despejados lentamente
entre as placas, mantidas a um angulo de 45°C dé in;linacgo
sobre a bancada,_tomando—se.o‘cuidadg de ndo formér‘bolhas"
Um pente de face lisa foi colocado e um peso foi depositado
sobre a boca do gel ate que este polimerizasse. Depois de

polimerizado o pente foi invertido para formar as canaletas



e o 9el foi armado no suporte apropriado. O gel foi preé
corrido por 306 minutos a 2000 VU,

As amostras foram fervidas por 2 minutos, € arplicadas
nas canaletas obedecendo a ordeh GATC e corridas por 2 horas
a 2000 VU, Ao final da corrida o gel foi desmontado, a placa
siliconizada foi separada com o auxilio de uma espatula e
uma folha de papel Whatman foi colocada sobre o gel de forma
aque este ficou aderido ao papel e pode ser removido € seco
por 49 minutos a 80°C a vdcuo na secadora de gel. 0 gel foi
coberto em cassete por um filme de raio X a temperatura
ambiente por 36 a 48 horas. 0 filme foi entlo revelado e as
sequéncias lidas com o auxilio de um transiluminador.

Os fragmentos menores foram totalmente sequenciados com

apenas uma corrida de gel de &2 horas. 0s maiores, porem,
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necessitaram de uma corrida adicional de 4 horas, para que

se pudesse ler com maior haior precisio a regiao superior do
gel. Para se poder ler.as bases proximas aos primers foram
feitas reactes de Sequenase utilizando a mistura de marcacﬁb
diluida 1120 ao invés de 1:5, e correndo-se o gel por apenas
i hora e meia. Desta forma foi possivel ler todas as bases
adjacentes aos sitios de restricio de Eco RI e Pstl de todos

os fragmentos de cDNA.

'7.6— Sequenciamento com Taq polimerase
Para a eliminacio de compressodoes nas regioes ricas em G
e C fFoi utilizado o sistema de reagao com Tagq polimerase

(Tag Track Sequencing System - Promega). Este sistema



apresenta a vantagem de que a reacdo de marcacio é realizada
a 7e°C, pois a Taqa polimerase funciona bem a esta
temperatura. Nestas condicoes as pontes de hidrogénio
intramoleculares entre G € C, que sdo ﬁs responsaveis pelo
efeito de COMPressiao no gel de sequéncia, tornam-se
instaveis, permitindo que A pol imerase extenda sem
problemas.

Quatro ug de plasmideo foram denaturados da mesma forma
que descrito para reacBo com Sequenase. 0 DNA denaturado foi
ressuspendido em 7 ul de dgua dest i lada e foram
acrescentados 2 pmoles de primers (8P6 ou T7 -~ Promega), 5
ul de tamplo 5X de Taa polimerase (Tris—HC1l pH 9.0, S50 mM
MaCl,) @€ 2 ul de mistura de extens3o (Taa Track Sequencing
System ~ Extension/Labeling Protocol) e o anelamento foi
feito a 37°C durante 20 minutos.

A reacdo de extencdo foi iniciada adicionando-se 2 ul
de Lalfa @61 dATP (1000 Ci/mmol) e i.5 ul de Taq DNA
polimerase (5 U/ul) por S minutos a 37°%€ e terminada
aliquotando-se 6 ul desta mistura de marcaclo para cada um
dos tubos de terminagio, ddG., ddA, ddT e ddC que continham,
respect ivamente, 1 ul das misturas de terminacao 25@ uM dNTP
+ 350  uM ddGTP: 250 uM  + 50 uM ddATP: 250 uM dNTP + 50 uM
ddTTP e 250 uM dNTP + 5@ uM ddCTP. A terminacdo foi
realizadé bor 5 minutos a 70°C e;ao Fiﬁéi &éste tehpo:4:dl
de solugio stop (1OmM NaOH, fﬁrmamida 9353%Z, azul de

bromofenol @.05%X, ileno cianol ©.05%Z) foram acrescentados a
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cada tubo. A corrida destas amostras no gel foi feita

exatamente da mesma forma que para reaclo com SequUenase.

7.7- Sequenciamento direto do lambda gtii recombinante
(Byung e Collen,1990)

Para se determinar a fase de leitura dos insertos estes
foram sequenciados diretamente do vetor de expressio lambda
gtii em que foram isolados e onde portanto estavam
necessariamente em fase com a beta galactosidase.

O DNA dos fagos recombinantes foi isolado rapidamente
de acordo com o mesmo protocolo jd descrito no item S. 0O
primer do sitio EcoRI de lambda gtii (forward-BIOLABS,
representado no esquema abeixo) que anela-se na regifo da
beta galactosidase permite o sequenciamento da Jjuncdo da

beta galactosidase com o inserto.

primer 95 GACTCCTGGAGCCCG
gtii 3 CCACCGCTGCTGAGGACCTCGOGCAGTCATAGCLCGCLITIAAGGTCGAL
EcoR
Este Primer foi marcado de acordo com © Manual

Técnico de Sequenciamento Tag Track da Promega da seguinte

maneiras a 50 ng de primer foram acrescentados 3 ul de Lgama
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@®@p3  ATP (3000 Ci/mmol), 1 ul de tampHo. 10X da T4

polinuicleot ideo quinase (S00mM Tris HC1 pH 7.5, 100 mM

MgClm 50 mM DTT, 4 mM espermidina), 2.5 ul de T4

1 4

polinucleot ideo quinase (10 U/ul), agua destilada ate 10 ul



e incubou-se tudo a 37° por 10 minutos. A quinase foi
inativada a 9@°C por 2 minutos € o primer foi wutilizado
desta maneira sem qualguer purificacio.

Vinte e do .DNA dos <fagos recombinantes foram
denaturados em 100 ul de agua destilada com 10 ul de 2M NaOH
e 2mM  EDTA por 5 minutos a temperatura -ambiente,
neutral izados com 10 ul de acetato de sdédio pH 4.6 e
precipitados com 373 ul de etanol absoluto. O DNA denaturado
foi ressuspendido em 7 ul de agua destilada € adicionou-se 2
ul do tamp3lo de sequepciamento X da Sequenase (200mM Tris
HC1 pH 7.5, 160mM HMoCl_ 256 mM NaCl) e i ul do primer
marcado € -o anelamento foi realizado por 3@ minutos a 37°C.
Ao termino deste tempo foram acrescentados i ul de @.iM DTT,
2 ul de TE e 2 ul de Sequenase diluida 1:7 no tampiRo de
diluicio de Sequenase (10mM Tris HC1 pH 7.5, S mM DTT, 0.5
mg/ml BSA) e a mistura foi mantida por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida_ 3.3 ul foram transferidos
para cada um dos 'tubos de terminacfo (G,A,T € C) que foram
incubados a 37°C durante 4195 minutos e depois 4 ul de solugio
stop (Sequenase) foram acrescentados a cada tubo.

Estas amostras foram resolvidas no gel de sequéncia
como ja descrito sem modificacoes, durante 1 hora e meia, ©
éel foi seco, exposto a um _Filme_de raio X até_ o dia

seguuinte € revelado.
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7.8- Andlise das sequéncias no computador

As sequéncias dos fragmentos de cDNA Foram anal isadas
em microcomputader do tipo AT utilizando-se o programa
STADEN PLUS (Amersham) e PC/GENE da IntelliGenectics,Inc.,

California.

8 - Produclo de lisdgenos (Glover,1985)

B8.1i- Transfec¢do e sele¢3o dos clones lisdgenos

E.coli RY1089 (Promega) foi crescida em LB contendo
maltose @.2%4 e 50 ug/ml de ampicilina por 14 horas a 37°C.
As bactérias foram recuperadas por centrifugaclo (3000 rpm,
1@ minutos, 4°C) e ressuspendidas em SM de modo que DO, ee=3.
As bactérias competentes foram mantidas a 49C por ate 5
dias.

Trinta € ¢trés ul da suspens’io de bactérias foram

inoculadas em 10 ml de LB contendo maltose {0%, iM MgSO,,

ampicilina 56 ug/ml e 100 ul dos fagos recombinanfes
amplificados. A cultura foi crescida a 32° com agitacio

lenta até DO___ =0.5 e as bacférias foram plaqueadas de forma

a se€ obter de 5@ a 100 cfu por placa (normalmente utilizou-
se aliquotas de 10, 25'8 .99 1l da cultura _dilu(qa‘ 1000
vezes). As placas foram inéubadas 3.32°C porAia.horés € as
colonias foram carimbadas para duas outras placas de LB amp
que foram incubadas respectivamente a 42°C e 32°C por 18

horas. As colonias que cresceram a 29 mas ndo a 42°C,



portanto lisogénicas, foram pré—inoculadas em 5 ml de LB
contendo 100 111 de maltose 1904 e 50 ug/ml de ampicilina e
crescidas a 32°C por mais i8 horas. Quatro ml do pre-indculo

foram estocados em 15% glicerol a -7@°C.

8.2- Preparo de extrato proteico dos clones lisogénicos

Cem ml de LB contendo 2 ml de maltose 10%Z e 50 ug/ml de
ampicilina foram inoculados com i ml do pré-indculo e
crescidos a 32°C com agitaclo lenta até DO, _ . =0.5. A cultura
teve entio sua temperatura rapidamente elevada a 4%°C por 20
minutos sob agitaglo vigorosa. Ao final deste tempo foi
acrescentado 1@ mM de IPTG final (5 ml da cultura foram
separados € n&o induridos com IPTG) e =a incubagdo foi
cont intada por mais L hora a 37°C. As bactérias foram
sed imentadas por centrifugacio a 5000 rpm a 26°C e
ressuspendidas em 4 ml de TEP (160mM Tris HC1 pH 7.4, 106 mM
EDTA e {1 mM PMSF). As bacterias foram lisadas com 2 ciclos
de gelo e degelo em N, }iquido € sonicadas com pulsos de 36
segundos até aque a solucio perdesse a viscosidade. O extrato
foi aliquotado e armazenado a -70°C.

Os extratos dos clones induzidos € nRo induzidos foram
resolvidos em 8SDS PAGE 7 .5%Z. Um extrato de lambda gtii n&o

recombinante induzido foi utilizado como controle negativo.



9— Produc8o de soros policlonais contra as proteinas de

fusdo

Bandas aque correspondiam as protefnas de fusdo foram
extraidas de géis preparativos SDS PAGE 7.35%Z, maceradas em
PBS e injetadas intraperitonialmente em camundongos. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes de 13 em 15 dias.
0s soros foram testados pelo meétodo de ELISA (Engvall, i?80)
onde as placas eram sensibilizadas com a banda 86 kD
(proteinas eluidas de gel de extrato proteico de plaquetas)
e com beta galactosidase 2 ug/ml. Soro normal de camundongo

foi utilizado como controle negativo.



10-Eletroforese Bidimensional (O’Farrel,1975)

Tubos de vidro previamente siliconizgdqs foram
preenchidos com a solucl3o de gel acrilamida 30X para FIE
(5,5 g de uréia, 2 ml de dgua destilada, 2 ml de NP4@ 10%,
1,33 m1 de acrilamida 30%Z, 0.3 ml de anfolitos Pharmalyte -
Pharmacia pH 4-6,5 € @,2 ml de anfolitos pH 3-10) com o
auxilio de wuma seringa, e deixados para polimerizar a
temperatura ambiente por um tempo minimo de 2 horas. Em
sequida os tubos fqram colocados na cuba especial para FIE,
com - a solucio  Hopo, ©.0iM no reservatirio inferior.
Acrescentou—se 50 ul de tampR0 de amostra para FIE (1,14 ¢
de ureia, 20 ul de DTT 1iM, 6.4 ml de NP40® 10%X. 60 ul
anfolitos pPH 4-6,5, 40 ul anfolitos pH 3-1@) em cima do ael,
completou—se com a s0lucio do reservatorio superior (NaOH
©.02M) € iniciou—se a pré¢ corrida para o estabelecimento do
gradiente de pH no gel (a pré-corrida foi de 3% minutos a
200 V, 30 minutos a 300 V e 30 minutos a 400 V). Apis a preé-
corvida procedeu-se a aplicaclo das amostras (300 ug de
proteina total). Trezentos ul de extrato de plaguetas
(img/ml) foram precipitados com &2 volumes de TCA 10%Z e o
precipitado foi ressuspendido em 706 ul do tampﬁo de amostra.
és amostras foram caidadosamente aplrcadas.e_cobeftas com 30
1l del solucao de cobertura para FIE (0;72 9 de uréia., ©,4
ml de NP40 107, 20 ul de DTT iM, 69 ul de anfolitos pH 4-
6,9, 40 ul de anfolitos pH 3-10). 0 volume foi completado

com o tampRo do reservatorio superior € a corrida foi feita



por 17 horas a 406 V. Ao final da corrida os g9€is foram
retirados dos tubos, tiveram seus lados basicos marcados,
foram equilibrados por 30 minutos & temperatura ambiente com
solucfo 0 (glicerol &OZ, DTT iM, SDS 2,3%4, Tris—-HCl @.0625M
pH 6.8), congelados em gelo seco € armazenados a -7@°C.
Imediatamente antes de correr a segunda dimensio
(Laemmli,1970), os geéis foram equilibrados por 3@ minutos em
soluglo 0 fresca. Para medir o aoradiente de pH do gel
correu—-se um dos tubos sem amostra, cortou-se este gel em
pedacos de 1.0 cm gue foram colocados em tubos contendo i ml
de agua destilada. Apds 2 horas mediu-se o pH de cada tubo e

pode—~se assim tragar uma curva pH 3 cm.

ifi- Hibridizag3ao RNA-RNA (“Northern blot”)

11.1—- Extragdo de RNA total de células de mamiferos em
cultura (Maniatis et al,i982)

Foi utilizado o método de extracao com guanicdina/CsCl.
Células MG 63 (linhagem de osteossarcoma humano) crescidas
em garrafas foram lisadas com 4M isotiocianato de guanidina
€ o homogenizado resultante foi depositado sobre um
“colch80” de 2 ml de CsCl 5,7 M. A densidade do RNAiem CsCl
¢ muito bmaior‘ que ‘a dosi outros ﬁomponenfe$ _ceIu1ares.
Durante a ultracéntrifugacﬁo (35000 rpm pbr 20 horas) o RNA

forma um precipitado no +fundo do tubo enquanto que o DNA

as proteinas permanecem no sobrenadante. 0O RNA € entio
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ressuspendido em agua destilada autoclavada e precipitado
com .14 UV de 3M acetato de sddio pH 5.2 € 2.2 V de etanol. O
sedimento obtido desta maneira foi ressuspendido em agua

destilada autoclavada e dosado.

11.2- Andlise do RNA por eletroforese em gel de glioxal
(Carmichael e McMaster,1980)

Dois ug de cada amostra de RNA foram incubados com
glioxal 1M e DMSO 50X por 1 hora a 50°C. 0 glioxal liga-se
as guaninas em PHs < 7, evitando a formacio de pontes entre
guaninas e citosinas e mantendo portanto as moleculas livres
de estruturas secunddarias. As amostras podem entido ser
resolvidas em gel de agarose iZ em tamplo fosfato de sodio

iomM pH 7. Durante a corrida o tampio da cuba deve ser

agitado para que o pH n3o se torne basico e o glioxal nio se

o

desligué das guaninas. Apds a corrida o gel foi corado por %
ﬁinutos com Acridine orange (30 ug/ml), € descorado com agua
destilada por 12 horas. As bandas foram visualizadas atraveés
de iluminacao com UV, As moléculas simples Fita' SA0
visual izradas como bandas laranjas e as dupla fita como

handas verdes.

11.3—,Transfer§ncia4do_RNA para membrana de'nglon

Um gel de alioxal comd descritb acima mas'ﬁﬁo.corado
com acridine orange, foi transferido para uma membrana de
nylon (Hybond-Amersham) da mesma maneira descrita

anteriormente para Southern blot, mas em tampao 20  SSC e



sem o tratamento anterior com 8.2 N HC1 e 6.5 M NaOH, i.5M
NaCl. Apds a transferéncia o filtro foi mantido por { hora
em estufa a vacuo 80°C para a remo¢io do giioxal e exposto
por S minutos a UV. A regiid ao ael que continha a amostra
de peso molecular n3o foi transferida, mas cortada do gel

antes da transferéncia € corada.

ii.4- Hibridizac3o RNA—-RNA

Uma sonda de RNA foi preparada através do sistema
Riboprobe - Promega a partir dos subclones em pGEM-3Z.

Um ug de plasmideo linearizado foi encubado por i hora
a 37°C com RNA polimerase 77 na presenca dos nucleotideos
ATP. GTP e CTP, e [alfa @2p1 UTP (S0uCi)» de acordo com o
protocolo Promega. Terminada a reaclo o DNA foi removido com
DNAse € a eficiéncia da marcaclo contada no cintilador. O
filtro de nylon foi pré-hibridizado de i a 3 horas em
so0lugio de hibridizacdo (formamida 50%,_20 mM Tris pH 8,
i mM EDTA pH 8, 1  soluglo de Denhardt, 50 ug/ml de esperma
de salmdo e 5 ¢ 58C). Depois o filtro foi incubado por ié
horas a 9S%°C em solucio de hibridizacio fresca contendo a
sonda. Ao final da hibridizacio o filtro foi lavado por %

minutos em 2 ¢ S&8C, trés vezes, e incubado por 15 minutos a

temperatura ambjente em 2 xx S5C contendo § ug/ml_de RNAse A.

O filtro foi por fim lavado durante 30 mithos a 50°C em 0.4

S5C 0.17% SDS, seco e emposto a um filme de raio X.



12- Cultivo de ceélulas

Células das linhagens tumorais humanas HL4Q (leucemia
promielocitica), MG43 (osteossarcoma, o?iginada do La Jolla
Cancer Research Foundation)) e MEL8S5 (melanoma) foram
cultivadas em garrafas de plastico contendo o meio de
cultura RPMI 1640 (Morton,1970) acrescido de 10% de soro
fetal bovino e 1X de L—-glutamato em estufas de 5% de CO_ 4
37°C. As subculturas foram feitas a partir de culturas
confluentes. Para cada passagem as células aderidas foram

soltas com PBS EDTA ©.02% e aliquotas da suspensio celular

transferidas para novas aqarrafas com meio fresco.

£3— Preparo de extratos proteicos e analise em Western

blot

13.1- Preparo de extrato proteico a partir de células
em cultura

As células Fforam crescidas como descrito acima ate
atingir confluéncia. © meio foi retirado das aarrafas por
centriFugacﬁo, no caso de células nlo aderentes (HL6®), ou
pPoOr aspiragiao, no €aso de células_aderentes.(MGbee MELBS) .
As célulés. aderentes foram. soltaé da éarrgfa com PBS:EDfA
0.024 e centrifugadas. O0s precipitados +oram lavados 5 vezes
caoam PBS. Adicionou—-se ao ﬁltimo precipitado 14 X o seu volume

de tampdo de extraclo (.04 M MgCl,, 0.001 M CaClw, 50 mM
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octyl). Depois de agitados por 10 minutos a 4°C, o extrato
foi centrifugado a 14000 rpm a 4°C durante 20 minutos e os
sobrenadantes foram aliquotados e dosados. As aliquotas

foram estocadas a -7@9°C.

13.2- Preparo de extrato proteico a partir de_plaqﬁetas
0 extrato proteico de plaquetas foi preparado de
maneira idéntica ao de células em cultura. Plaquetas, com
prazo de viabilizag&o para transfusio vencido, foram
generosamente cedidas pelo Banco de Sangue do Hospital

Antonio Prudente.

13.3- Andlise dos extratos em Western blot

De cada extrato 156 ug foram resolvidos em géis SDS
PAGE 7.5% preparativos (Laemmli,1970), em condi¢gdes
redutoras € nAo redutoras, e transferidos para filtros de
nitrocelulose (Towbin et al,i979). Fitas dos filtros de
nitrocelulose foram cortadas e'.bloqueadas em TBSM 3% e
incubadas por 2 hbras com o anticorpo primario diluido
1:5000, lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBSM 5% ¢ incubadas

POr mais i hora com anti IgG de camundongo conjugada =a

fosfatase alcalina. Depois de bem lavadas novamente as fitas

]

foram reveladas com NBT e BCIP em tampio de fosfatase

alcalinaw
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14- Imunofluorescéncia indireta

Células de linhagem de osteossarcoma humano (MG63)
foram ader idas em lﬁﬁinas de vidro (LABTEK)> e fixadas com
acetona, formaldeido € PBS (na proporcio 90:1:9) por 20
minutos a —-20°C, para permeabilizacio das células, ou com
glutaraldeido 24X em PBS para n#o permeabilizagio. A 1admina
foi entao lavada com PBS e incubada com 5@ ul do anticorpo
primario diluido it5@ por 4 hora a 37°C. Depois de
extensivamente lavadas em PBS as laminas foram incubadas com
ant i Ig6 de camundongo conjugada com isotiocianato de
fluoresceina por mais i hora a 37°C e novamente bem lavadas
em PBS. Como controle negativo foi utilizado um soro
policlonal anti-beta galactosidase na mesma diluicio.
Finalmente as 1aminas foram montadas em glicerol tamponado

10%Z e observadas em microscopio de imunofluorescéncia.

15— Preparo de fragcoes subcelulares

i5.1- Fracionamento subcelular

Cinco garrafas de celulas MG63 em confluéncia
(aproximadamente 5107 celulas) foram ressuspendidas em 4 ml
de solugio QSOmM saéarose,  1omM Trié PH 7.4;_ émﬁ'PMSF (53
trituradas com auﬁflio de um homogeneizado} manual de vidro.
Em seguida o homogeneizado +{oi submet ido as seguintes

centrifugacoes: 1000 1 g por 10 min, 3300 : g9 por 10 min,



16300 « g por 20 min e 100000 :x g por 30 min, Para a

SEeparacao, respectivamente, das fracoes “nuclear”,

mitocondrial, lisossomal, microssomal e€ citossélica.

15.2- Andlise das fracies em Western blot

As concentracoes proteicas das diversas fracdes foram
determinadas atraveés do ensaio Bio—-Rad (adaptado do método
de Bradford,i974). 1006 ug de cada fracao foram resolvidos em
SDS PAGE 7,5%Z em condicoes reduzidas (Laemmli,i?7@) e
transferidos eletroforeticamente para m filtro de
nitrocelulose (Towbhin,i979). A reacdo com 0 soro anti-BOK-H

foi realizada como ja& descrito no item £3.3.

16— Fosforilacio ”“in vivo” de c€lulas intactas

16.1- Incubaclo de células com ([®%P] ortofosfato
(Wallace, 1980)

Aproximadamente 107 células MG63 foram ressuspendidas
em 1 ml de tamp8o A (25 mM Tris, $£40 mM NaCl, 0.3 mM EDTA @
S mM glicose, pH 7.4) e incubadas a temperatura ambiente sob
agitacido com 0.5 mCi de ®®Pi. Apds 30 minutos de incubaclo a
suspensdao foi centrifugada. 14000' rpm  por 3 'mingﬁps, o
sobrenadante foi. descargadb e : o pre;ipjfado foi
ressuspendido mais wuma vez em 1 ml de tampio A e o

procedimento da centrifugacio foi repetido. As celulas
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lavadas foram entio lisadas em tamp3o de

acrescentado de 10mM molibidato de sodio e 3 mM

16.2- Analise de protefnés fosforiladas em
de eletroforese bidimensional (O’Farrel,i975)

Trezentos ug do extrato de ce€lulas MG63

amostra FIE

PMSF .

Western blot

marcadas com

BRp i foram resolvidos em eletroforese bidimensional como

descrito no item 106. O gel da segunda

dimensao foi

transferido para um filtro de nitrocelulose que foi tratado

para uma reaclo de Western blot com ant i~80K-H como também

jia descrito, seco € exposto a um filme de raio X a -70“( com

placa intensificadora.
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RESULTADOS

i-Varredura da biblioteca de cDNA

0O soro pPoliclonal anti—-80¢ kD apresentou alta atividade
aunando testado em Western blot de extrato de plaquetas
(Fig.i)> € reagiu cruzadamente com poucas bandas menores que
80 kD. O soro anti—-80 kD foi wutilizado para wvarrer a
biblioteca de cDNA de endotélio umbilical humano e 1@ clones
positivos foram isolados. Esta biblioteca foi escolhida para
a varredura porque celulas endoteliais apresentam muitas
proteinas em comum com plagquetas (Febbraio €
Silverstein,i1990). Como controle negativo utilizou-se na
varredura soro normal de camundongo ao invés do soro anti-—-86@
kD e nenhum sinal positiveo foi obtido, indicando que o%
sinais positivos eram especificos para 0o soro ant i 80 kD

(dados n3ao mostrados).

2—- Analise dos clones isolados

2.i- Através de Western blots.

A expressio correta de DNA -estfanhd no vetor .de
expressao lambda gtii depende da orientaglo e da fase de
leitura do inserto de DNA em relaclo ao lac Z. Portanto

apenas 1/6 dos lambda atii recombinantes produzirao beta
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galactosidases fundidas a proteinas de interesse (Young
Davis,i983). Grande parte dos fagos recombinantes codificam
ent%o para “artefatos” que podem gerar epitopos a partir de
traddcﬁes anomalas (%ora de fase) dos insertos de DNA
(Brigido et al,i990).

0s extratos proteicos dos 10 clones recombinantes
obtidos pelo método de Dalton (1987) permitiram uma andlise
rapida quanto a presenca de proteinas de fuslo € seus
tamanhos (Fig.2). Todos os clones apresentaram proteinas de
fusio maiores que o peso da beta galactosidase (116 kD), com
a exceglo do clone Fi, que nAo apresentou nenhuma reagiao com
anti-—-80 kD e portanto deve ter sido isolado
inespecificamente. 0s clones Ai, A2, Bi, ©Ci, DL e F3&
apresentaram as maiores proteinas de fusido (aproximadamente
ige kD). Os outros clones, B2, E7 € E8 apresentaram
proteinas de fuslo menores. Produtos de degradacio das
proteinas recombinantes foram encontrados em auase todos os
clones, apesar de a E.coli RYLi090 apresentar a mutacio lon™
gue dimunui a protedlise <(Young e Davis,i983). Nenhum 609
clones apresentou reatividade positiva em Western blots com
s0oro de camundongos imunizados apenas com  poliacrilamida
{dados nao mostrados’.

Os clones AL, A2, BL, Di e F3 apresentaram m padriao
miito semelhante de taménﬁo e .degradacgp-__?ndicando
fortemente que reéresentavam 0 meEsmo inserfo de cDNA. Quatro
clones gque diferiam entre si (Ai, Ci, DI e EB) +Foram

escolhidos para as analises seguintes.
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FIG.2- Andlise das proteinas de fusfo dbs<clpn¢s lambda

gtii recombinantes em Western blot com o soro anti-8@¢ kD.



Para verificar se 0% clones estavam produzindo
proteinas artefatuais purificou~se do soro anti-80kD os
anticorpos especificos para cada proteina de Fusgg @
utilizou—-se estes eluatos em Western blot de wtrato de
plagquetas (Fig.3). Os anticorpos especificos anti clones Al
e Di (fitas A e B) apresentaram padrio idéntico, apenas
reagindo com & banda de 89 kD; os anticorpos anti Ci & E8
(fitas C e D) também apresentaram padries idénticos entre
i, reagindo com a banda de 80 kD e também com outras bandas
menores. Um eluato do soro anti-80 kD em lambda gtii nao
recombinante, wutilizado como controle negat ivo, nao
apresentou reaglo (fita E).

Portanto os clones representam proteinas existentes em
extrato de plaquetas, de aproximadamente 80 kD, e n83o s3o
artefatos. Além disso os padroes obtidos no Western blot
sugerem qie 0% clones AL e DI representam a mesma proteina,

o mesmo ocorrendo com Cf e E8.

2.2—- Através de hibridizagi3o DNA-DNA (Southern blot)

Todos os clones apresentaram insertos que foram
liberados por digestio com EcoRI. Os insertos AL e Di
apresentaram aproximadamente 1200 pb, Ci 1100 pb e EB 860
ph.

‘Para verificar se os 4 clones erahbdj?éreﬁtes enfre % i
o nio os insertos foram analisados por hibridizad%o. Todos
ns clones foram analisados por Southern blot utilizando—-se o

inserto AL como sonda. Apenas 0s clones AL e Di hibridizaram

b



FIG.3—- Western blot de extrato proteico de plaguetas

com os anticorpos
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com esta sonda (Fig.4a). Quando o inserto EB8 foi utilizado
como sonda, apenas 0s clones E8 e Ci hibridizaram (Fig.4b).
Portanto os <clones Ai e Di compartilham a mesma
sequéncia de DNA, assim como os clones Ci € E8, sendo que
estes, muito provavelmente, representam tamanhos diferentes
de Qm mesmo cDNA. Estes resultados confirmam a evidéncia
observada no Western blot c¢om eluatos dos clbnes de aque ao

todo 2 proteinas diferentes estavam sendo representadas

pelos 4 clones.

3- Subclonagem dos insertos de cDNA

0 vetor pGEM-3Z € na realidade um vetor de transcricao
que POssUi 05 sitios promotores para a RNA polimerase dos
fagos SPé6 e T7, mas pode tambem ser usado como vetor para
sequenciamento. utilizando-se primers para as regioes HP6 e
T7 .

0Os insertos A e € foram subclonados no sitio de EcorRl
do pPGEM-3Z com alta eficiéncia, isto €, praticamente todas
as colonias brancas analisadas apresentaram os insertos. A
ident idade dos insertos subclonados foi verificada através
cde Squthern blot com a sonda A e a sonda' [ (dados nao
‘mostradés); Como os insertos A e C'sﬁo_ baéténte.vgrandeé
(aproximadamente 1200 e 1100 pb:, foi hécesséria nowva
subclonagem para tornar possivel o seu seguenciamento. Para

determinar gquais enzimas de restricido clivam os insertos de
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FIG.4— Southern blot dos clones recombinantes com o

inserto Ai como sonda (a) e com O inserto E8 como sonda (b).



forma a originar fragmentos de

sequenciamento foi feito

um mapa de restricio a partir da

digestao dos plasmideos recombinantes pGEM/A e

plasmideos foram digeridos sempre com EcoRI e

segunda enzima que nio

pGEM-3Z. 0Os produtos das

FIG.S%a. 0Os insertos A e C no apresentam sitios de clivagem

para BamHI ou HindlIl.

Pstl € o inserto C apresenta i sitio para Pstl.
se observa no pPGEM/C digerido com EcoRI € PstlI na
altura do proprio inserto

uma digest3o parcial do

apresentasse sitio

digesttes estlao apresentados

inserto A apresenta 2 sitios para

C provavelmente € resultante de

inserto C, POIS as SOMAas

insertos ultrapassa muito o tamanho de C.

O0s fragmentos originados por digestio do
PstIlforam denominados Ai,
digestio de C com Pstl de Ci e C2. Seus tamanhos

aproximadamente determinados e estao representados

esquema abaixo.

ECORI
1 620
A1
ECORI
1 580

tamanhos adequados para o

de clivagem

A banda que

inserto A com

7@

A2 € A3, € o0s originados pela_

Pstl Pstl EcoRl
| 340 | 300 |

A2 A3



FIG.5a-

Digestio dos plasmideos

(i—-4) e pGEM/C (5-8) com:

i

2

5

6

EcoRI

EcoRI + BamHI

EcoRI + HindIII

EcoRI + PstI

recombinantes
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O0s fraagmentos foram subclonados em pGEM-3Z previamente
digerido com EcoRI e PstlI no caso dos fragmentos AL,A2, Ci €
C2 e apenas com Pstl para o fragmento A2. 0s subclones estao
representados na Fig.Sb onde todés 0s plasmideos
recombinantes foram digeridos com EcoRI e Pstl, a n3o ser

pGEM/A2 que foi digerido apenas com Pstl.

4—- Andl ise das sequéncias obtidas

4.i-Andlise das fases de leitura

0s sublones pGEM/AL, pPGEM/A2, pGEM/A3, PpPGEM/CLI e
pGEM/C2 foram sequenciados com 0 sistema da Sequenase
utilizando-se o8 pPrimers SPé e T7 que anelam—se nas regioes
dos promotores para 6SP6 e T7 respectivamente. Com os
plasmideos que contém insertos pequenos como A2 € A3 (340 e
300 pbi, pode—-se obter a sobreposicdo das sequéncias lidas
com SPé6 e T7 apenas com uma unica corrida do gel de
sequéncia de 2 horas. J& para o0s insertos maijiores Ci. C2 e
Al (580, 480 e 620pb), foi necessaria mais uma corrida de
gel de 4 horas eara se poder ler com precisdo a regiao
sSuperior qo gel aque Ffica muito comprimida com 2 horas de
corrida.

O ffaghento AL apresenta reqises repetitivas riéas em‘G
e L que originam compressoes no gel que dificultam sua
leitura. Estas compressaés foram eliminadas atraves de uma

reacao com Tag polimerase.

n
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PGEM -subclones

A A1 A2 A3 C C1 C2

Sb- Maxi prepara¢do dos plasmideos recombinantes:
PGEM/A — EcoRI + Pstl

PGEM/AL — EcoRI + Pstl

PGEM/7A2 - PstlI

PGEM/A3 - EcoRI + PstI

PGEM/C - EcoRI + Pstl

PGEM/C1i - EcoRI + PstlI

epGEM/C2 — EcoRI + Pstl



Para determinar com certeza a fase de leitura‘ dos
insertos A € C foi feito um sequenciamento direto dos lambda
gtii recombinantes. Foi possivel ler para os dois casos o
final do gene da beta galactosidasé. o sitio de EcoRI e o
comeco do inserto de cDNA. 0s insertos est3o necessariamente
em fase com a beta galactosidase e desta forma foi possivel
determinar a fase de leitura correta para cada inserto. As
sequéncias foram introduzidas no programa de computador
Staden Plus e traduzidas. O sentido da sequéncia Ci em
relaglo a sequéncia €2 foi facilmente determinado pois estes
fragmentos apresentavam diferentes sitios de restriglio nas
suas extremidades (EcoRI-PstlI).

As sequéncias de AL, A2 € A3 poderiam ser posicionadas
uma em relacio as outras de duas maneiras diferentes, com ©

fragmento A2 (PgtI-PstI) nos dois sentidos possiveis. Porém

quando as sequéncias Ai, A2 e A3 foram posicionadas nas duas

maneiras possiveis e traduzidas, apenas um dos sentidos de
A2 gerou tase aberta de leitura, evidenciando portanto com

certeza o sentido correto de insercio.

4_.2-Procura de sequéncias homdlogas

Através de consulta ao GenBank observou-se que o
;nserto A apresentou 100X% de_homolpgia com a fosfoprotefna
B8OK~H, substratb de.prote(ﬁa quinasé C. Essé_géquéncia de
cDNA de B8OK-H Ja. conhecida havia sido obgida da linhagem
tumoral de carcinoma humano (a%9-22 (Sakai,i985) e esta

indicada na Fig.6é.



CEANCCGOGECTOCTGE 17

ACAMGAGCOGTOOUGTCGA! TCTOCCOGC TG TAGGC TTC TCUC ACAGAACCCGTTTCGGLOT TCAGAGCGTICTGGTGAG 136
ncmmcmmmmmmmnﬁmmmmmmmmmmmmmmu:cu'rmcacﬂ'c 6
Ket Leu Leu Pro Leu lLev lLeu Lev Leu Pro Net Cys Trp u:‘ Val Glw Val Lys Pro Arg Gly Val Ser Lev Thr Asn Ris Mia Phe 16
TAC GAT GAG TCC ”\MACCMCNCACWT'K'GWCAC{A‘KC!:AH‘!GA‘!CAGG"CMCGAYCAC?AT'NC“C“:CAMGA? ne
fyr Asp Clu Ber L 0 Phe Thr Cys Lev Asp Gly Ser Ale T™he tle Pre Phe Asp GClm Val Asa Asp Aep Tyr Cye M'IQn Lys Asp &
GLC TCT GAC GAG CCA GGC ACG GCT GCC TGT CCT AAT GGC AGC TTC CAC TGC ACC AAC ACT GGC TAT AASG CTG TAT ATC CCC TCC AAC 436
Gly Ser Asp Gluw Pro Gly Thr Ala Ala Cys Pro Asa Gly Ser Phe Nis Cys The Asa Thr Gly Tyr Lys Lew ?yr Ile Pro Ser Asa 76
€GGC GTC AAC GAT GGT CTT TGT GAC TGC TGC GAT GGA ACA GAC GAG TAC AAC AGC GCC GTC ATC TGTL GAC ACC GC AAA GAG AAG GGC €%
Azg Val Asa Asp Gly Val Cys Asp Cys Cys As Thr Cys Lys Glw Lys GCly 106
GAG GCe

o
T
p Gly ™r Asp Glw Tyr Asa Ser Gly vVal !h}m Gle
A

CGT AAS AGA CAG TCC CTG CAG CAG ATG GAG GIC ACC CGC GAA GGG TTIC CGT CTC AAG ANG ATC

Azrg Lys Glu Arg Clu Ser Lev Gln Gln Ret Als Clu Val T™he Arq Glu Gly Phe Ary Lev Lys Lye Ile

o
GCA CSG GAG GAG AAG CAG AAA AAG CTC ATT GAG CTA CAG GCT GGG AAG MG TCT CTG GAA GAC CAS CTG
Als Arqg Glu Glv Lys Gln Lys Lys Leu lle Glw Lew Gla Ala Gly Lys Lys Ser Leu Glw Asp Gla Val

GAG GAA GCT GAG AAG CCA GAG ACA GAG GOC AAA GAG CAG CAC CAG AAG TGG GAA GAG CAG CTG GCT
Glu Glu Alas Glu Lys Pro Glu Arg Glu Ala Lys Glw Gln Nis Gln Lys Leu Trp Gluw Glw Gla Lew Ala
cac

CAG GAG CTG CCG GOT CAT GOC TTC AAG GAG CTC AG GTC TCG GTC ACT GAG
Gla Glu Leu Ala Ala Asp Ale Phe Lys Glv Leu Aep Asp Asp Met Asp T™hs Vel Ser Val T™he Clu
[«
al

ATT GAS GAC 7GG AAG AAG %06
Jle 31 Asp Tep Lye Lys 116

ATG % CGG ACA CTG AAS 676
Net lou Arg Thr Val Lys 166

GCC MG GCC CAA CAG GAG  T¢6
Als Lys Ala Gla Gln Glu 1%

CAG AT CAC CCG CAG CTG  8%¢
Gla T™he Maa Pro Glu Leuw 2:ie

GCC AT TCT TTC TAC CAC 946
Ala Thr Ser Phe Tyr Asp 256

CCT SAZ TTG ACG GAC CCC 10X
Pro Asp Lev T™he Glu Pro 206
CCT GAA GAA GAC SAGC GAG 1126
Ala Glu Glv Gluw Glu Glu )16
ATG 225 CCC TAC GAC GAS 1216
Ret Pro lro Tve hg Clu )46
CAC AT GAG ZAC TCC ATC 1)06
Asp wat Glv Cle Ser lle 176
IAC SA% CTC AJC ACC AAC 1136
Tyr Glv Lev The Thr Ase 406
CTT 3%C ACC TGG GCC TCA 149%6
Lev Gly The Tzp Gly Ser 4)6

MC 258 TCT ALC MKT GTC 1576
Asn ArQ Ser Thy Thr Val 466

g8 8k 33

(1]
-
€

d
§

»
-
»

BT

GAC ACA GAT GGG GAT CCGG CCG TTG TCA GAA GCT CAG AGT GGG GAC ACA CAG ACA
Asp Thr Asp Gly Asp Gly Ala Lev Ser Glw Ala Glw Ala Gla Als Ser Gly Asp Thr Gla e
ANG

cre
Levw

€GC GTC TCG GCC CGOC ATC MGG Gac fmmmwacnmg GAC CTT CCA GCA CCT TCT
[~

|4
o

4

Arg Val Trp Ala Ala lle Arg Asp Lys Tyc Arg Sar Gle Ala Lew Asp Lew Pro Ala Pro Sec

MG GAG CAS CAG CCG CCA STG CCC TCG ICS SCC ACA GAG GAG GAG
Lys Glw Glu Giln Pro Pro Val Pro Ser Ser Pro Thr Gle Glu Glw Glw

L
GAG GAS SAT TCC GAG CAG GOC CCA CTG CCA CTG TCA CTC CCC CAG CCG
Glu Glu Asp Ser Glv Glu Ala Pro Pro Pro Leu Ber Pro Pre Gla Pre
CaG

CAG ACG CAC GCC TTC ATC CAT GCT GCC CAG GCT CGC ML AAG TTC
Cln T™hr Gin Ala Pne Ile Asp Ala Ala Gin Glu Als Ard Asn Lys Phe

ACG AAC CTG GAG CAA GAG ATT ICT TIT GGL OCC AN K6
Arg Asn Leu Clu Gin Glu Ile Ser Phe Asp Gly Pco Asn Gly Gle
™

e
GAA TAC GTC TAC €GC CTC TGC C€TC MG CTT CTC TCG CAG AAA CCC
Glu Tyr Val Tyr Arg Leu Cys Pro Lys lLev Val 8ec Gla Lys Pro

he
TCG ATT GGC COC GAC CAC CAC AAS TTC AGT GCC ATG AAG TAT GAG CAA
Trp lle Gly Pro Asp Mis Asp Lys Phe Ser Ala Met Lys Tyr Glu Gla

L RERL

GAG GAG GAG GAG GM GAA
Glw Glu Cly Glu Glu-Gly

AGC CCT GCT GAG GAA GAC
Ser ’l:D Ala Glw Gle Asp
GAG GCZ GAG G5 TCG €16
Gle Als Glv Arg Ber Law

GCT TAC CTG TAC AGC CAG
Ala Tyr Lev Tyr Ser Gla

€TC GGG GoC T AT
tew Gly Cly Set ro T™he

ACG GGC TGL TGG CAG GGC
The Gly Cye Tep Gla Gly

Esl 2
ESE 2K

(3]
-
<
-
-
*

ERIE £
3 %% 24

(3]
-~
-
b d
-
(-]

CGC CTC €76 TGC GGG AAA GAG ACC ATG GTC ACC AGC ACC ACA GAG CUC ACT OGC -TOC GAG TAC CTC ATG CAG CTG ATS ACG CCA GCC GCT 1666
Arg Lev Lev Cys Gly Lys Glu Thr Met Val Thr Ser Thr Thr Clv Pro Ser Ary Cys Cluw Tyr Leu Met Glu Lev “et Thr Pro Als Ale €%
TGC CCC GAG CCA CCG CCT GAA GCA CCC ACT GAA GAC GAC CAT GAC GAG CTC TAG CTCGATGGGCGCAGAGAACCTCAAGAACGCATGAASCCASCTCCTCE 1767
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ASTCLTETCTACCCEOCCETE TOLLOCTOCC TG TOLCTC TG TTCCCTTUU TC T TGGCGEC AGE ACC TTTG TOCGECTTOG TCCCCTGL TC TOGGELC CAS SCHACLCTCG TCTACAT? 1696
CCCAGSETCC MACAGOCTCCAAM GATEGE TAAAGGASC TTCOCT TECE TOGEL COCOCACCTTOE TCACTCGCCCCALC ACCCCC ACCECTE TOCTTCL CA SCCCTCCTASTGGCGACT 2008
AGTSAATGATTTGACCTCTCACCTC A FACRA TAANT GTGATCOCCCACCCAAAAAAAAAAAMAAAAANA  ~ 973

FIG. 6— Sequéncia nucleotldlca do cDNA da proteina 80K-H

e sua sequéncia de_a-inoécidds.predita (Sakai et al, 1989). A

regi3o correspondente ao clone A1 estd deli-itada por

parénteses.



O clone C, cuja sequéncia nucleotidica esta apresentada
na figura 7, nao apresentou homologia significativa com

nenhuma proteina ate entio clonada.

S-Analise dos ant icorpos policlonais contra as

proteinas recombinantes

0s extratos proteicos dos clones 1lisogénicos A e C
foram analisados em SDS PAGE 7.5%Z. O0s extratos que foram
induzidos com IPTG apresentaram as respectivas proteinas de
fusio, maiores que 1ié6 kD e de tamanhos correspondentes aos
aue haviam sido observados anteriormente (aproximadamente
180 kD). 0s extratos nfoc induzidos com IPTG n8o apresentaram
as proteinas recombinantes (Fig.8).

A partir dos lisdgenos induzidos com IPTG pode-se entao
obter aquantidades suficientes das proteinas recombinantes
para a imunizacdo de camundongos. Desta forma foi possivel
obter um soro contra a proteina recombinante A (denominado
soro ant i -8@K-H) que apresentouw um bom titulo contra a banda
de 80 kD de plagquetas em ensaio de ELISA (Fig.9a). ¢ melho+
soro obtido contra a eproteina recombinante C, no entanto.
apresentou baixa reatividade com a banda de 80 kD de
plaquetas. Um soro.normél de camundohgosvfoi.dtilizado como
controle negativo. |

Os mesmos s0ros foram testados contra beta

galactosidase em ELISA (Fig.?b). Ambos apresentaram
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ArgLysThrHisGluAlaGlulleValGluGlyGluAsnliisTheTyrCysIleArghhe
CCCAAGACTCATGAGGCCGAGATCCTUCAAGGGCAGAACTACACCTACTCCATCCGCTTT
30 a0 30 40 so [ 1

ValProAlsCluMetClyThrHisThrValServVall.ysTyrlysClyGlnHisValPro
GTTCCCGCTCAGATCGGCACACACACAGTCAGCGTCGAAGTACAAGGGCCAGCACGTGCCT
70 so | 1] 100 110 120

ClySerProPheThrAlaArQValThrGlyAspAspSerietArgietSeriHislaulys
GGCAGCCCCTTCACTGCTCCGETCACACCTGACGACTCCATGCGTATGTCCCACCTAAAG
130 140 130 160 170 ie0

ValGlySerAlaAlaAspllePrelleAsn]leSerGluThraspleuSerLevlouThr
GCTCGGCTCTCCTGCCGACATCCCCATCAACATCTCAGAGACGGATCTCAGCCTGCTGACG
190 200 210 220 230 240

Ahfhr'l.lvnlrrovrolorclyquclucluProcy-huuuLy-ArqlauArgA-n
GCCACTCTGGTCCCGCCCTCGRGC SCCTGTTTGCTCAAGCGGCTGCGTAAT
250 260 210 280 a%0 300

GlyRisvalGlyIleSerPheValProLysGluThrGlyGlullisleuvValitiavellys
GGCCACGTGGGGATTTCATTOGTGCCCAAGGAGACGGGGCAGCACCTCGTGCATGTGAAG

330 320 330 340 . 3%0 360

LysAsnClyGlnMisValAlaSerSerProlleProvalvVallleSerGinsSerGlulle
AAAAATGGCCAGCACG TGGCCAGCAGCCCCATCCCGG TGO TGATCAGCCAGTCGGAAATT
70 380 90 400 410 420

clyAlpAlnurArqv.lAqunerelyclMlll‘hcfhrl.ynh)n'l‘hrl‘rollu':ar
GGGGATGCCACTCG TG TTCCGE TCTCTCGTCAGGCTTTCACCAAGGCCACACCTTTGAGC
430 440 450 440 470 480

LeuGlnSerLeuSerLeuTleProAlsketGlnAlanetValGlySerAlaCysProLeu
CTGCAGAGTTTATCATTGATACCCGCGATGCAGGCTATCGTGGGCTCAGCCTGTCCATTG
490 $00 $10 s20 330 540

ArgAspProSerLysValAsplleAsnTnrGluAspleuGluAspGlyThrCysArgval
AGCGACCCCAGCAAGG TCGACATCAACACAGAGGACCTCGAGGACGCGACGTCCAGLGLTC
$50 860 870 $80 59%0 600

TheTyrCysProThrGluProGlyAanTyrilelleAsnl lelysPheAlaAspGliniiis
ACCTACTCCCCCACAGAGCCAGGCAACTACATCATCAACATCAAGTTTCCCGACCAGCAC
610 420 €30 840 €50 660

ValProGlySerProPheRervVallysValThrGlyGluClyArgVallLysGluSer! le
GTGCCTGCCAGCCCCTTCTCTUTCAAGG TGACAGGCGAGGGCOGEETGAAAGAGAGCATC

ThrArgArgArgArgAlaProServalalsAanvalGlySerili sCysAspleuscrioy
ACCCGCAGGCGTEGGECTOCTTCAGTCGCCAACGTTGS TAGTCATTG TGACCTCACCCTG
130 740 730 760 770 780

LyslleProClulleSerIleGlnAspMatThrAlaGlnValThrSerProSerClyLys
AAMATCCCTGAAATTAGCATCCAGGATATGACAGCCCAGGTGACCAGCCCATCGGGCAAG
790 . ee0 810 820 0 840

TheiisGluAlaGluTleValGluGlyGluAanilisTheTyrCyalleArgfhevalPro
ACCCATCAGCCCRAGATCG TCGAAGGGGAGAACCACACCTACTGCATCCGCTTIGTTCCC
830 ado 870 [ 11] 8920 200

AlaGluMetClyThrHisThrValServallysTyrLyeGlyGlnHisValProGlySer
GCCTGAGATGLGCACACACACAGTCAGCCTUAAGTACAACCGCCAGCACGTCCCTCGCAGE
910 220 - 9230 9240 930 260

ProPheGlnPheThrVa lcly?rolﬁuclycl\mlyclyklulllnLy-anArquucly
CCCTTCCAGTTCACCGT T AGCCCACAAGCTCCGAGTTGGG
970 980 90 1000 1010 1020

ClyProClyLeuCluArgAlaGluAlaClyvalProAla
GGOCCTGGCCTCCAGAGAGCTGAAGCTGGAGTGLTAGCT
1030 1040 1080

F16.7- Sequéncia nucleotidica do clone € e sua traducio

670 680 €% 700 710 720
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FIG.B~ Analise dos extratos dos clones lisogénicos

induzidos ¢ n3o induzidos com IPTG em SDS PAGE 7,5X.
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FIG.9a- Titulac3o dos soros de camundongo imunizados
com as eproteinas de fusio A e C contra a banda de 80kD de
plaquetas em ELISA.
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FIG.9b- Tituiacio dos soros de ca-uﬁdongo imunizados

com as proteinas de fus3o contra beta galactosidase em

ELISA.
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reatividade positiva, porem ©O sSOro contra a proteina
recombinante A respondeu neste caso também bem melhor que o

soro contra a proteina recombinante C.

6—-Caracter izagao de 80K—-H

6.1i-Andl ise em Western blots

Diferentes linhagens tumorais humanas foram testadas
guanto a presenca de¢ BOK-H em Western blot. As linhagens
escolhidas foram MG63 (osteossarcoma), HL6® (leucemia
promielocitica) e HELBS (melanoma). Todas apresentaram
reacao positiva do soro ant i—-80K—H com uma mesma banda de 80
kDD em condicoes reduzidas (Fig.i0). Em todas a linhagens
esta mesma banda apresentou Migragao mais rapida em
condicbes nfo reduzidas, indicando que a proteina B80K-—H
consiste de uma  dnica cadeia pPolipeptidica aque deve
apresentar ponte(s) dissulfeto intracadeia. Em plaguetas o
padrao é o mesmo, com a diferenca de que se detecta, em
condigoes reduzidas, reacido cruzada com uma proteina menor.
As mesmas linhagens celulares, quando testadas em ensaios
com soro de camundongo normal resultaram negativas (dados

nao mostrados).

6.2- Analise do ponto isoeletrico
tUm SDS PAGE 7 .54 bidimensional de extrato de plaguetas

foi transterido para nitrocelulose € submetido a reacao de
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FIG.106— Andlise da proteina B8eK-H Por ‘Western blot em
plaquetas (i), HL &0 (2). MGA3 (3) e HELBS (4), utlllzando -se

O soro policlonal anti-80K-H.



Western blot com o soro anti-BOK—-H. Este soro demonstrou-se
altamente especifico para uma snica proteina de PESO
molecular 8@ kD e de pI de aproximadamente 5.5 (Fig.ii). NEo

foi detectada nenhuma reaglo cruzada com outra proteina.

6.3—- Andlise por Northern blot

Células MG63 fForam utilizadas para a extracio de RNA
total e analise em Northern blot.

Para a hibridizag8o foi utilizada uma sonda de RNA
sintet izada através do sistema Riboprobe~-Promega utilizando
o plasmideo pGEM/A como molde. Como nesse sequenciamento a
leitura obtida por SPé6 a partir de pGEM/A € a que origina a
fita codificadora (igual ao RNAm), utilizou—-se a polimerase
T7 para a transcrigio, e desta forma foi obtida uma sonda
complementer ao RNAm. Para a sintese da sonda o pGEM/A
precisou ser linearizado. Como o inserto A nio apresenta
sitio de clivagem para BamHI e como o sitio de BamHI no
pGEM~3Z é depois do sitio de EcoRI em relagio a f7 (esquema
1), esta enzima foi escolhida para a linearizacio do
plasmideo. A wvantagem da utiliza¢io de uma sonda de RNA foi
a possibilidade de poder tratar o filtro, apés a incubagio
com a sonda, com RNAse que digeriu todas as fitas de RNA que
est iverem simples fita, ‘ eliminando a hibridiza¢5o
inespeci?icaf

Dois tamanhos de RNAm foram detectadbé em.célﬁlas MG&3

(Fig.12>. 0 maior, de aproximadamente 3.5 kb, corresponde
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FIG.11— Western blot de eletroforese bidiﬁensional,de

extrato de plaquetas com o sorog anti-8eK-H.
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3.5 kb—s

2,3kb—

FIG.12~ Northern blot de RNA total de MG&63 utilizando

como sonda RNAm ant isense de 80K-H.



provavelmente =ao RNA nuclear. O RNAm menor apresenta

aproximadamente 2.3 kb e corresponde ao RNAm processado.

7- Localizacd3o celular de B@K-H

7.1i—- Atraveés de imunofluorescéncia indireta

A tecnica de imunofluorescéncia indireta em celulas em
cultura nfo € t3o sensivel como a de Western blot., vror
exempla, pPois & proteina de interesse pode estar distribuida
por toda a célula, e nlo concentrada em uma banda. Por isto
foi necessario utilizar o soro anti—-80K-H mais concentrado
(1:50).

Foram novamente utilizadas as c¢células MG63 nesses
ensaios. Em cé€lulas nlo permeabilizadas a reacao foi muito
fraca, braticamente inexfstente, quando comparada com a
positividade obtida em células permeabilizadas (dados nao
mostrados). Em células permeabilizadas a reacdo Ffoi mutto
especifica, citoplasmatica, apresentando a regido de Golgi

nitidamente negativa (Fig.13).

7.2- Através da andlise das fracoes subcelulares

A presenca da proteina B8OK-H foi verificada nas
diFerentéS>Fracﬁes subcelulares dé céluiés_ﬁébS. atfavés_de
ensaio de Western blot com o soro>anti—BOK—H (Fig.i4). A
fracao “nuclear” apresentou alta positividade com o soro

como esperado. .ja que nesta fraciao estlo contidas também as
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FIG.13—- Imunofluorescéncia indireta em células MG63 com
0 soro ant i—-80K—-H em condicdes perneabiliiantes. A SEta.

indica-é regido de Golgi.
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Nuc Mit Lis Mic Cit
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—66

F1G6.14- Analise das fragcdes subcelulares (nuclear,
mitocondrial, lisossomal, microssomal e citossdlica) de MG63

em Western blot com o soro anti—8@K-H.



células n8o lisadas no processo de homoaeneizagido, &
portanto, nfo representa uma fracao pura, mas sim um extrato
proteico total. As outras fracoes podem ser consideradas
Como bastante- PUras, SEm, no entanto, poder-—-se descartar a
possibilidade de pequenas contaminacoes de uma fragio para a
outra. Apenas na fracio citossdlica observou-se HMA
concentracao da proteina 80K-H. Uma pequena positividade foi
observada na fracio microssomal. Como o isolamento desta
fragio precede a da fra¢do citossolica (na centrifugaciao a
iooeoee g 08 microssomos pPrecipitam e as proteinasg
citossolicas permanecem no sobrenadante? esta pequena
positividade da fraglo microssomal pode ser Ffruto de uma
contaminaciao da fraglo microssomal com a fracao citossolica.
Para verificar se as fracoes citossdlica € microssomal foram
realmente bem separadas, testou~-se a reatividade destas
fracoes em Western blot com a lectina GNA (galanthus nivalis
agglutinin) que reconhece manoses terminais, Qque S&a0
marcadores especificos de reticulo endoplasmiatico. A Fracio
microssomal apresentou maior intensidade de reacio com esta
lectina do que a Ffragdo citossolica (dados nao mostrados)
indicando que na fracio microssomal houve concentragcao das

proteinas de reticulo endoplasmatico.
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8-Andl ise da fosforilag8o “in vivo” da proteina 80K-H

Varias proteinas s8o fosforiladas “in vivo” em células MG63,
nas condigoes analisadas. A separagio das proteinas
fosforiladas por eletroforese bidimensional, seguida de uma
reacio de MWestern blot com o soro anti—-BOK—-H & exposiclo
deste mesmo Ffiltro de nitrocelulose a um filme de raio X,
permiting & identificacio de B8OK-H entre as proteinas
fosforiladas. Sobrepondo-se a autorradiografia com o filtro
de nitrocelulose foi possivel detectar uma banda fosforilada
com pl e peso molecular muito semelhantes ao “spot”
correspondente a 80K-H cdo Western blot (Fig.i5). No entanto,
nao houve uma sobreposiclo exata das bandas, que além disto
apresentaram formas bastantes diferentes. Quando a mesma

nitrocelulose havia sido corada com Ponceau, pode-se
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visualizar uma banda horizontal imediatamente acima da B8OK-

H, que apresentou uma forma mais semelhante & forma da banda
fosforilada da autorradiografia. Portanto, tudo indica gque
’?

nestes ensaios n3o foi possivel detectar fosforilagio in

vivo” da proteina BOK-H.
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66

45

FIG.15- Sobreposicﬁo dp Western ‘blot (com anti—BOK—H)
com a aﬁtofradiografia de eletréforesé. b€d}nensi6nai de
células MG63 marcadas com P®2Pi. A flecha maior indica o
“spot” do MWestern blot e a menor indica a banda fosforilada

da autorradiografia.
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DISCUSS&O
Plaauetas apresentam Lm papel importante no
desenvolvimento de metastases tumorais (Karpatkin e

Pearlastein,i981). Parece haver wuma correlaglo entre a
hasilidade de células tumorais agregarem plagquetas € seu
potencial metastatico (Honn et al,1987: Ugen et al,1i988).
Além disso, alguns agentes anti-plagquetarios diminuem ou
alteram a producido de certas metdstases (Honn et al,i987).

0 agonista plaquetario trombospondina esta envolvido no
processo de agregaciao plaquetaria (Lawler,i19846). Com o
intuito de clonar o receptor de trombospondina GplIIlIb (Mo
Gregor et al,1989), produziu-se um soro policlonal contra
uma banda eluida de S8DS PAGE 7.95%Z de extrato proteico de
plaquetas, que apresentava peso molecular igual ao de GelIll
(denominada banda 8@ kD). O soro policlonal anti-Be kD
obt ido desfa maneira, reconhecey como esperado a banda de 89
kD em Western blot de extrato proteico de plaquetag (Fig.iJ.
Este soro foi utilizado para varrer uma biblioteca de cDNA
de endoteéeiio humano. Dex sinais especificamente positivos

para anti—-8¢ kD foram isolados & analisados. Praticamente
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todos os sinais isolados apresentaram proteinas de +fusiao

maiores gue 1ié kD.(Fig.E). Como alggns cloﬁeg apresentafam
proteinés de  fusdo com padrioes muito semélhantes. quand6
analisadas em Western blot, guatro cloneé que  pareciam
diferir entre si (A1, Ci, Di e EB) foram escolhidos para as

analisey seguintes. Atraves de  Western blot de extrato de



plaguetas wutilizando os anticorpos do soro anti-8€ kb
especificos para cada um destes clones certificou—-se que
todos codificavam para profeinas de 2@ kD “istentes em
plagquetas (Fig.3). Este resultado, Juntamente com o}
resultado de hibridizac8o entre os insertos de cDNA dos 4
clones (Fig.4), indicou 9que duas proteinas diferentes
estavam representadas nestes clones.

s insertos dos clones AL & Ci foram subclonados no
vetor pBEM-3Z esara seauenciamento. Para se alcangar as
regiftes inacessiveis a polimerase foi necessario subclonar
ns insertos novamente, em fraamentos menores. A digestao dos
insertos com as enzimas de restricio Pstl e EcoRI produziu
fragmentos de tamanhos adequados para o sew sequenciamento.
A fase de leitura correta para cada clone foi determinada a
partir do sequenciamentp dos insertos diretamente dos clones
recombinantes de lambda gtii.

"Atraveées de consulta ao GenBank observou-se aue o clone
C niao apresentou  homologia siganificativa cém nenhum:a
proteina conhecida. 0O clone A, por sua vez, apresentou 10X
de homologia com a proteina 80K-H, substrato de PKC (Sakai
2t al.19289). Nenbhum dos dois clones apresentoun homologia com
B sequéncia nucleotidica de Gplllb (Ogquendo et al,i989)
duando anal isados em dot matrig (dados nan mostrados).

Em uma _banda de SDS PAGE podém 1ocalizék~éei VAK i A%
proteinas. Um  antisoro cbntra uma banda 'difiéilménte sera
espEcifico para  uma dnica proteina. 0 soro anti-80 kD

reconhecen duas proteinas diferentes da desejada.



Fuplicagoes para este fato incluem a possibilidade de estas
proteinas serem mais antigénicas que GplIIIb, ou entio de que
estas existam em quant idades maiores nos extratos proteicos
de plaquetas.- Antes de se wtilizar um determinado soro para
a varredura de uma biblioteca de DNA, ensaios que indigquem
guye este reagente reconhece especificamente a proteina de
interesse devem ser realizados.

A atividade da PKC & especialmente alta em plaguetas.
cheaando a ser 28 vezes maior que a atividade dia  PKA
(Minakuchi et al.i98i). Levando em consideragio o fato de
gque as vias de transdugio de sinal que utilizam PKC
apresentam extrema importancia nos processos de abtivacio
plaquetaria, cComo AGregacaon e SECrecan (Haslam e
Lynham, 1977 Kawahara et al,i98@; Wallace e Bensusan,i980:
Sano et al,i983), decidiu-se Prosseguir com a caracter i zZaclo
da proteina B8OK-H, descrita até entido apenas na linhagem
tumoral La?-22 (Sakai et al,i198%9).

A inducan davfosforilacﬁo de uma proteina de 80-87 kb
em resposta  ao tratamento de células com ésteres de forbol
o mitdgenos vinha sendo observada ha aproximadamente uma
década, em fibroblastos (Rozengurt et al, 1983) e cérebro de
bhoi & rato (Blackshear et ai,i983: Albert et al,iv8és.
Stumpo & colegas (19897 isolaram o cDNa da erteina’d&_B@
kD, aque passou a ser denominada ‘de:HARCKS (mgrisfoglated
alanine~ rich, C‘kinase substrates, por apreséntar migracaon

anomala em SDS PAGE, ser extremamente rica em alaninas e



POSSLIr  um sitio consenso para miristoilacio em sua
extremidade N-terminal.

Hirai € Shimizu (1990) purificaram da linhagem de
carcinoma Ca9-22 duas fracoes de proteinas de 80 kD,
designadas BOK-H <(a mais pesadal) ¢ B80K-L (a mais leve),
ambas substratos para PKC. Resultados de sequenciamento
peptidico de B80K-L revelaram que esta proteina era a MARCKS
(Hirai e Shimizu,i990). 0 cDNA correspondente @« BOK-H foi
isolado (Sakai et al,1i989) e nio apresentou homologia com
nenhuma proteina conhecida.

Para a caracterizaclo de B80K-H produriu-se um Ss0ro
policlonal contra a proteina recombinante A obtida em
grandes quantidades de wum clone lisogénico. Este soro
(denominado soro anti—-B80K-H) mostrou-se altamente especifico

nos ensaios realizados.
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Vale ressaltar aqui, que a tentativa de produzir nn -

soro policlonal contra a proteina de Ffus’io do clone € foi
frustrada, como indicado na Fig. Pa, o que impossibilitou a

caracter izacao da proteina produzida por este clone.

A proteina B8OK-H apresenta peso molecular real de
59.300, apesar de em SDS PAGE apresentar peso molecular
aparente de 8¢ kD. Diferencas similares ocorrem com outros
substratos de PKC., como a proteina de neurofilamento L
(Geisler et al,1985), GAP—-43 <(Karns et al,1i987), MARCKS
(Stumpo et al,i?89) e pleckstrin (Tuers et al,i988), gque

como 8OK-H apresentam pl acidico. Proteinas acidicas,



provavelmente devido a ligaclo restrita de SDS, apresentam
pesos moleculares aparentes muito altos em SDS PAGE (Kawufman
et a1;1984). Alem disto a presenca de grupos fosfato tambim
podem contribuir para uma superestimacido do peso molecular
em_SDS PAGE (Lozano et al,19%90).

As linbagens tumorais HL6@, MG&3 e MELBS foram testadas
quanto a presenca de B8OK-H atravées de Western blot. Todas
elas apresentaram a proteina BOK-H com padroes idénticos
(Fig.10), o que sugere fortemente que BOK-H ¢ uma proteina
bastante conservada entre estes tipos celulares,
diferentemente de MARCKS, que apresenta pesos moleculares
var iados como 87 kD em cérebro de boi (Stumpo et al,1989),
47 kD em cérebro de galinha (Stumpo et al,i989), 68 kD em
macrofago murino (Seykora et al,i994) e 8¢ kD em
fibroblastos (Erusalimsky et al,i991i). A comparacio destas
diferentes sequéncias de MARCKS indicou que apenas o dominio
amino terminal (que contem o sitio para miristoilagfo) e o
dominio alvo de FosForiiac%o (aue também contem o0s sitios de
ligagdao para calmodulina e actina) sio conservados. O
restante da proteina € divergente, € deve ser responsavel em
parte pélas variagoes dos pesos moleculares (Seukora et
al,i1991).

A réducﬁo da migracao de 80K-H observada em condigies
nio reduzidas de SDS PAGE' indicam ﬁué' esta pfotefha"é
constituida de uma dnica cadeia polfpeptidica gque apfesenta

ponte(s) dissulfeto intracadeia (Fig.10).
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A proteina BOK-H apresenta pl acidico aproximadamente
igual a 5.5 € apresenta-se como um unico “spot” (Fig.ii). 0
pl acidico deve—-se provavelmente ao alto niumero de Aacidos
glutimicos (154 do total de aminodcidos) presente. Uma
regifo extremamente rica em é;idos glutimicos é_observada
entre os aminodcidos 299 e 322 (Fig.6). Vdrias proteinas
apresentam sequéncias continuas longas de um mesmo
aminodacido (Ambler,i1990). A proteina do grupo de alta
mobilidade de bezerro apresenta 25 acidos glutamicos
consecut ivos (Fashan,i989). As vezes estas sequéncias surgem
abruptamente como intrustes em sequéncias normalmente
prosaicas. Por exemplo, a sequéncia de bezerro pode ser

alinhada com uma proteina homdloga de truta. No entanto, a

sequéncia de bezerro apresenta a repetiglo de dcidos
glutdmicos que a proteina de truta nao  apresenta
(Fasman, 1989). Dominios  transativadores de fatores de

transcricio apresentam um excesso de cargas negatﬁvas que
apresentam uma conformacio e sequéncias de aminoacidos
indefinidas que funcionam como sitios de contato proteina-
proteina para a RNA polimerase I1I (Sigler,1987). As
interagtes sio mantidas através de pontes de hidrogénio
entre 0s aminoacidos acidicos e s hidroxilados
(Sigler,1987). Um “cluster” acidico foi identificado na
Subunidade Reéulatdria II (RII)} da:PKA:btipo'Ii fStott et
ai,1990). Esta quinase localiza seus substratos especificos
através da ligagdo das suas subunidades regulatirias

dimer izadas a proteinas ancorantes. A localizac80 de PKA no
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citoesquelieto ocorre através da interaglo do dimero RII com
a proteina associada a microtidbulos 2 (MAP2). Peptideos
sintéticos aue mimetizam esta reqgido acidica de RII inibem a
ligaciao de RII a MAP2. indicando que esta regiadao acidica
pode fazer parte do sitio de ligaclo para MAP2 (Scott et
al,1990). A maneira pela qual estas repeticoes longas de
aminodcidos se originam em diferentes proteinas assim como
as suU’as  conseqauéncias estruturais e funcionais permanecem
desconhecidas. Pode-se especular que a sequéncia rica em
acidos glutamicos de BOK-H represente um sitio de contato
com outras proteinas, como nos casos descritos acima.

Em celulas MG63 Fbram detectados em Northern blot dois
transcritos que hibridizaram com o RNA antisense (e 80K-H.
de tamanhos (2,3 e 3,5 kb) idénticos aos identificados por
Sakai et al (1989) em ceélulas Ca 9-22 (Fig.i2). Segundo
Sakai e colegas o transcrito maior poderia ser originado
através de “splicing” alternativo devido a uso alternativo
de sinais de poliadenilagio, ou poderia corresponaer a algum
RNA homdlogo. Alternat ivamente, o transcrito maior pode
corresponder ao  RNAM nRo  processado, UMK VET que nR0 56
detectou polimorfismo da proteina BOK-H nos tipos celulares
anal isados (Fig,i@ﬁu

é proteina  BOK-H apresenta portanto ﬂaracter{Sticasvem
comum com'HARCKS, tais comod pl acidfto, migracﬁo'aﬁﬁﬁala e
SDS PAGE, uma composicao incomum de amihbécidos (alta em
acidos glut@dmicos), ambas s30 substratos para PKC. As

sequéncias proteicas de BOK-H ¢ MARCKS, no entanto, nao
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apresentam nenhuma homologia quando comparadas por dot
matrix (dados nao mostrados). Diferentemente de BOK-H, a
proteina MARCKS ja estada bastante bem caracterizada. Em
macfdfagos uma fraciAo de MARCKS esta associada com a
membrana, enguanto que a forma fosforilada da proteina ¢
citossdlica (Aderem et al,i988). Rosen e colegas (1999)

demonstraram atraves de estudos de imunofluorescéncia gue em

macrofagos nao est imulados, HMARCKS apresenta UMA
distribuigio pontuada na superficie de aderéncia dos
filopodia =0 asubstrato, onde ela se co-localize € Om

vinculina &€ talina. MARCKS ¢ deslocada destas placas de
adesio através de fosforilagio por PKC. evento este aue &€
acompanhado por uma alteracio morfoldgica do macrofago. Este
mesmo tipo de translocac’io foi observado em neutvofilos
at ivados com ¢ésteres de forbol (Thelen et al,4i1994>. Em
terminacoes nervosas, a fosforilacido de MARCKS por PKC
provoca a sua translocaclo da membrana para o citossol (Wana
et al,i989). MARCKS & uma Qrote(na ligante de actina
(Hartwig et al, dados nao publicados) e de calmodulina
{(Graftf et al,i989) cuja ligag¢io & membrana plasmatica
aderente ao substrato € regulada pela PKC. Sendo assim, sua
fungao parece estar intimamenfe relacionada com a regulagiao
da associacio reversivel do citoesqueleto de actina com a
membrana plasmatica aderente ab 'substraté, um. passn
Ffundamental para - a locomocao e outrag alteracioes

morfologicas celulares.
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Com o objetivo de se obter algum conhécimento @
respeito da funcio de 80K-H procurou-se localizar a sua
posicRo subcelular através de ensaios de imunofluorescéncia.
Células MG43 foram utilizadas para os ensaios. A proteina

BOK~H mostrou-se inacessivel para o reconhecimento pelo
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anticorpo em células n830 permeabilizadas, indicando que

localiza—-se intracelularmente. Em células permeabilizadas o
padrio observado foi bem positivo, com a regidao do Aparelho
de Golgi nitidamente negat iva (Fig.13). ¢) aspecto
perinuclear da positividade n&ao significa que 80K-—-H
localiza~se preferencialmente nesta regifo da célula. Na
realidade, este adensamento de citoplasma na regiao
perinuclear é caracteristico de células que se movem sobre o
substrato. Estas celulas apresentam na sua periferia
extensoes planas € muito finas (@,1 a 0,4 um) denominadas de
lamellipodia, que nido contém organelaé mas apenas uma malha
cde microfilamentos de actina (Darnell et al,i1990).

A brotefnaIBOK—H € altamente polar € nHo apresenta
dominios transmembrana. Sakai € colegas (i989) observaram
através da andlise da extremidade amino terminal que algum
processamento pds~traducional ocorre na proteina 80K-H. 0
pept ideo amino terminal clivado € altamente hidrofdbico
(Fig.6) 1embrando um peptideo sinal. Protg(nas secfetadas,
de membrana plasmdtica ou 1isossﬁﬁicés" s8o iﬁseridas e
reticulo endoplasmdtico (RE) através de peptfdeos sinais ou
através de sequéncias sinais internas (Gierash,1989). Apods

modificagoes no RE, as  proteinas movem—se &m  PeqUENAS



vesiculas transportadoras para o Aparelho de Golgi. Desta
arganela, proteinas de membrana, enzimas lisossomicas €
proteinas secretadas si0 enviadas para seus respectivos
sitios celulares (Griffiths € Simons,i986). Analisando-se a
sequéncia proteica de BOK-H através do programa PCGENE,
verificou—se que a sua sequéncia N-terminal satisfaz as
srigéncias para a prediglo de sequéncias peptideo sinais
pelo método de von Heijne (1986). Além disto o mesmo método
indica que 0 sitio de clivagem mais provavel nesta sequéncia
peptideo sinal fica entre a primeira alanina € a primeira
valina, como indicado na Figura é6. Ao sequenciar a proteina
B8OK—-H purificada, Sakai e colegas (1i989) obtiveram uma
valina como o primeiro aminoacido da extremidade N-terminal,
sequida de Glu, Val, Lus, Arg, Pro etc., indicando que houve
clivagem “in wvivo” da sequéncia N-terminal, nesta mesma
posiglo predita.

Se a emtfemidade N—-terminal de BOK-H atua como um
peptideo sinal, esta prdteina deveria entrar no RE, mas no
entanto, o achado de que a regido de Golgi nlo se cora em
ensaios de imunofluorescéncia com um soro especifico para
80K-H CFiq.iB) syugere que diferentemente das outras
proteinas gue entram no RE, B@K-H n3o seguiria para o GBolgi.
A proteinﬁ 80 K-H poderia entido ser retida no RE, NEO
seguindo a  via comum Aas prbtefna§ SEErétadés} lisossomicas
ou  de membrana plasmatica. Munko. e Pelham (1987
demonstraram que a sequéncia de 4 aminoiacidos KDEL (Lys,

Asp, Glu e Leu) na extremnidade C~terminal de proteinas de RE
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representa o sinal gue media a retenglo destas proteinas no
RE em eucariotos superiores. A proteina 80K-H niao apresenta
a sequéncia KDEL, mas sim HDEL na sua extremidade C-terminal
(Fig.b6). A sequéncia HDEL também tem sido identificada como
mediadora de retencio de proteinas no RE de leveduras
(Pelham et al,1i988). A andlise das fragoes celulares de
células MGA3 demonstrou que a proteina BOK—H ndo se encontra
na fragio microsomal, mas sim na fragldo citossdlica
(Fig.14). Este resultado é compativel com 0s dados de Pelham
e colegas (1988), que concluiram, atraves da construgido de
proteinas de fusfo contendo lisozima com as sequéncias KDEL
ou HDEL na extremidade C-terminal, que sequéncias HDEL nio
funcionam como um sinal de reten¢ao eficiente em células
animais, mas funciona apenas em levedura. 0s dados obtidos
indicam portanto que a sequéncia HDEL da stremidade O-
terminal de B80K-H nao apresenta fun¢io de retenclo no RE, e
a sequéncia N-terminal, apesar de apresentar caracteristiqam
compativeis com um peptideo sinal, niao apresenta esta
funcfo. Qual poderia ser entfo o papel de wuma sequéncia
extremamente hidrofdbica na extremidade N—-terminal de B8OK-H?
Proteinas integrais de membrana, ol seja, aquelas que se

ligam a bicamada fosfolipidica atraves de interacgoes
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hidrofobicas, podem apresentar estruturas variadas (Wickner

e Lodish,1985). A extremidade N-terminal de 80K-H apresenta
m indice de hidrofobicidade suficiente para ser
classificada como sendo um segmento transmembranico, segundo

o método de Klein e colegas (19853 . 0s resultados obtidos



nio excluem a possibilidade da existéncia de uma Ffragio
membranica de B80K-H.

Em ensaios de fosforilacdo “in vitro” BOK-H mostrou-se
substrato para as PKC I, II & III (Hirai € Shimizu,1990). As
PKC I <(ou gama) ocorrem no tegido nervoso central e coluna
espinhal, as PKC II (ou beta) ocorrem em alguns tecidos
enquanto que as PKC III (ou alfa) s8o as mais ubiquas,
gstando presentes em varios tipos celulares e representando
a PKC predominante em plaquetas (Tsukuda et al,i?88). Um
arande problema no estudo de fosforilacfo de proteinas é que
“in wvitro” a maioria das quinases fosforila muitas
proteinas, sendo que apenas algumas delas sdo substratos
figsioldgicos. As possibilidades de que as especies de PKC
respondam diferentemente a seus ativadores “in viveo” e que
algumas das preferéncias pelos seus substratos resultarifo de
sua localizaglo assim como da lqcalizacﬁo das proprias
aquinases nos compartimentos intracelulares, complicam muito
a procura de proteinas alvo fisiologicamente Qerdadeiraﬁ
para as PKCs.

Fm ensaios de fosforilagao 7in vivo” nao foi possivel
detectar a fosforilacio de BOK-H em ceélulas MG63 (Fig.i15).
Hirai e Shimizu (199@) nao observaram indugao de
fosforilacio de BOK-H em células induzidas com TPA ou'EGFV
Como ocorre  com MARCKS (Ro#engurt-ét'al,i983} Bfacksﬁear et
al,198é; Hirai e‘Shimizu;i989)u Estes dadbs éugefem gue @

proteina B8OK—H nu nio representa um substrato funcional para

12



PKC “in vivo”, ou & fosforilada de forma rapida € transiente
nas células examinadas.

& determinacio da fung8o bioldgica de uma proteina
representa uma abordagem muito complicada. g xtremament e
dificil padronizar ensaios bioldgicos que possam esclareﬁer
a respeito destas fungies. A determinac8o de sequéncias
CONSENSO  Para modificacoes pds—traducionais ev,dom(nios
funcionais encontrados em diversas proteinas, assim  Como
sitios para miristoilacio, para fosforilaglo por guinases
especificas, para ligacido & actina, para ligacao a [DNA, para
localizacdao subcelular e muitos outros, podem sugerir,
através da anadalise da sequéncia primaria da proteina em
estudo, algo a respeito de sua funcao. No entanto, deve-se
ter em mente que a presenca de uma destas sequEncias
consenso em  uma proteina nao significa necessariamente que
neste caso ela seja funcional, como € 0 caso das SEqUENCIian
HDEL. e N-terminal de BOK-H.

A caracterizagldo da prote}na BOK-H através de metodos
imunoguimicos, indicou gue esta proteina esta presente em
varios tipos celulares € de forma nao polimirfica. Além
disto, apresenta localizacldo celular citoplasmatica € nao
foi encontrada em fragoes ﬁelulares MICrOosSsSOomais. Sua
caracter iZagdo como  um substfato fisinldgico para PKL nao
pode ser demonstraqa, A0 MENOS Na ﬁélula testada.

Plagquetas tém sido amplaments utiliiadés para i
invest igacido de mecanismos de transducio de sinal,

particularmente agueles que envolvem a hidrdlise de PtdiIns



(4'5)Pm em  que 0s mensageiros secundarios DAG e IP3 ativam
respectivamente & PKC & a liberaglo de Ca*™" das reservas
intracelulares (Nishizuka,1986). No entanto, POLLC 0%
substratos de PKC estlao bem caracterizados até hoje, apesar
de . esta quinase estar implicada em wuma série de eventos
celulares. A caracterizaclo de seus substratos € de extremna
relevancia para a compreensio dos mecanismos de transducio
celular por ela mediados, que resultam em t30 variadas
respostas celulares. 0s dados apresentados neste trabalho

contribuem para a determinagdo do papel fisioldgico da

proteina B8K-H na biologia celular.
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