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RESUMO

MATSUMOTO, C.S. Potenciais mecanismos de regulacdo da fosfatase PTEN pelas
proteinas SET e PP2A e seu envolvimento na predisposi¢cdo ao carcinoma bucal. 2016.
115f. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2016.

O cancer € a segunda doenca com maior indice de mortalidade no Brasil e ainda é responsavel
por um elevado nimero de 6bitos em todo o mundo. Durante a tumorigénese ocorrem diversas
alteracdes no genoma, transcriptoma, proteoma, e interatoma que permitem o desenvolvimento
da célula maligna. Alteracfes descritas na via de sinalizacdo PI3K-Akt, tais como ganho de
funcdo da quinase PI3K ou perda de funcdo da fosfatase PTEN, levam ao aumento de PIP3 com
ativacéo constitutiva dos alvos downstream, como da quinase Akt. A regulacio negativa da Akt
pode ser realizada pela fosfatase PP2A, que é inibida pela proteina SET (ou inibidor 2 da PP2A).
Existem diversos mecanismos que podem contribuir para a desregulacdo da sinalizacédo celular
e 0 aumento na quantidade de uma Unica proteina pode levar ao desequilibrio no processo.
Recentemente, nosso grupo identificou o aumento da proteina SET em diversas amostras de
pacientes com carcinoma bucal, que foi associado a ativacdo da Akt. Sendo assim, o objetivo
geral deste trabalho foi caracterizar os potenciais mecanismos de regulacéo da fosfatase PTEN
pelas proteinas SET e PP2A e o papel de PTEN na predisposicdo ao carcinoma bucal. Para isso,
através de vetores de expressdo foi identificada dentre outras, a subunidade B56A da PP2A
capaz de reduzir os niveis de PTEN fosforilado no residuo de S380; a interacdo das proteinas
PTEN e PP2A foi confirmada por co-imunoprecipitacdo (co-IP) e imunofluorescéncia; a
atividade de PP2A e PTEN foram avaliadas frente a expressdo de SET e regiGes da SET na
presenca ou ndo de mutagdes sitio-especificas; e os niveis de expressdo de PTEN foram
relacionados ao acUimulo ou silenciamento (SiIRNA e shRNA) de SET em CECPs e no
tratamento com agente hiperacetilante (TSA) e desmetilante (5aza-deoxicitidina). Também foi
avaliado o papel de PTEN na expressdo de BMALL in vitro e in vivo, utilizando animais
geneticamente modificados com delecdo de PTEN tecido-condicional ao epitélio. Os resultados
obtidos sugerem a participacdo da SET em mecanismos de controle da expressdo génica de
PTEN e a participacdo de PTEN no controle da expressédo de BMAL.

Palavras-chave: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. 1:,PP2A. 4. Céncer. 5. Sinalizagdo Celular. 6.

Fosforilacao.



ABSTRACT

MATSUMOTO, C.S. Potential regulation of PTEN phosphatase by PP2A and SET
proteins and its role in oral cancer predisposition. 2016. 115f. Thesis (Doctorate Degree)
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2016.

Cancer is the second cause of death in Brazil and the oral cancer is among the most predominant
cancers worldwide. During tumorigenesis several changes occur in the genome, transcriptome,
proteome and interatoma leading to malignant cells development. Some of the more important
modifications occur in the PI3K-Akt pathway, such as the loss of PTEN phosphatase function,
which increase PIP3 and results in the constitutive activation of downstream targets, including
the kinase Akt. PP2A is responsible for the negative regulation of Akt and is inhibited by SET
(or Inhibitor 2 of PP2A). Many mechanisms can lead to deregulation of these signaling
pathways and the increase in one protein can result in pathway loss of balance. Recently
Leopoldino et.al. (2009) identified SET levels increased in oral cancer tissue samples, associate
to Akt activation. The main objective of this project is evaluating how PP2A and SET regulate
PTEN and its relation to cancer predisposition. For this, expression vectors were used to
identify, among others, B56A subunit of PP2A reducing levels of p-PTEN S380; the interaction
between PP2A and PTEN was confirmed by co-immunoprecipitation (co-IP) and
immunofluorescence; PP2A and PTEN activity were evaluated against expression of SET and
SET regions in the presence or not of site-specific mutations; and PTEN expression levels were
related to the accumulation or silencing (siRNA and shRNA) of SET in CECPs and the
treatment with agents for hyperacetylation (TSA) and demethylation (5-aza-deoxycytidine).
The role of PTEN on BMALL expression was evaluated in vitro and in vivo, using transgenic
animals with tissue-specific deletion of PTEN for epithelium. The results suggest the
involvement of SET in control of PTEN gene expression and participation of PTEN in the
control of BMAL expression.

Keywords: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. I.PP2A. 4. Cancer. 5. Cellular Signaling. 6. Phosphorylation.



RESUMEM

MATSUMOTO, C.S. Potenciales mecanismos de regulacion de la fosfatasa PTEN por las
proteinas SET y PP2A: Sus implicaciones en la predisposicion al carcinoma bucal. 2016.
115f. Tesis (Doctorado). Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-
Universidad de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

El cancer constituye en la actualidad un problema de salud mundial por su elevada tasa de
morbi/mortalidad. Basado en estos criterios en Brasil ocupa el segundo lugar basado en estos
criterios. Durante la tumorigénesis ocurren diversas alteraciones a nivel del genoma,
transcriptoma, proteoma e interactoma que desencadenan en la aparicion de células malignas.
Alteraciones descritas en la via de sefializacion PI3K-Akt, tales como el incremento en la
actividad de la quinasa PI3K o la pérdida de la funcion de la fosfatasa PTEN, conllevan al
aumento de PIP3 asociada a la activacion constitutiva de receptores (downstrean) y de la kinasa
Akt. La regulacion negativa de la Akt puede ser realizada por la fosfatasa PP2A, la cual es
inhibida por la proteina SET (2do inhibidor de PP2A). Existen diversos mecanismos que
favorecen la desregulacion de la sefializacion celular y el aumento de los niveles de una Unica
proteina pueden conducir a un desequilibrio del proceso. Recientemente nuestro grupo
identifico el incremento en los niveles de SET asociado a la induccion de actividad Akt en
varias muestras de pacientes con carcinoma oral. En este sentido, el objetivo del presente
estudio fue caracterizar los posibles mecanismos de regulacion de la fosfatasa PTEN por las
proteinas SET y PP2A, asi como el rol de PTEN en la predisposicion al carcinoma oral.

Para este fin, através de vectores de expresion ha sido identificado, la subunidad de PP2A B56A
puede reducir los niveles de p-PTEN S380; la interaccion de PP2A y PTEN fue confirmada por
co-inmunoprecipitacion (co-IP) e inmunofluorescencia; la actividad de PP2A y PTEN se
evaluaron contra la expresion de SET y regiones del SET con o sin mutaciones sitio-especificas;
y los niveles de expresion de PTEN se relacionaron con la acumulacién o el silenciamiento del
SET (siRNA y shRNA) en CECPs y de tratamiento hiperacetilante (TSA) y desmetilante (5-
aza-desoxicitidina). También se evalud el papel de PTEN en la expresion de BMALL in vitro e
in vivo, usando animal transgénico con deleccion sitio-especifica de PTEN en epitelio.

Palabras clave: 1. PTEN. 2. PP2A. 3. I12PP2A. 4. Céancer. 5. Sefalizacion Celular. 6.

Fosforilacion.
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1. Introdugéo

1.1. Carcinoma Bucal

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC/OMS), o cancer € a
maior causa de morte no mundo. No ano de 2012, foram estimados 14,1 milhGes de novos casos
e 8,2 milhdes de mortes em decorréncia ao cancer (World Cancer Report 2014, 2014). No
Brasil, o cancer é a segunda doenca com maior indice de mortalidade, sendo superada apenas
pelas doencas arteriais e cardiacas. As estimativas do Instituto Nacional de Cancer
(INCA/Ministério da Saude) para o ano de 2016 foram de 596.000 casos novos, sendo 295.200
em homens e 300.800 em mulheres (Estimativa: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2016).

Os carcinomas de cabeca e pescogo relacionam-se a tumores de cavidade oral, seios
paranasais, faringe e laringe. Anualmente, ocorrem aproximadamente 686.000 novos casos de
cancer de cabeca e pesco¢o no mundo (World Cancer Report 2014, 2014). O carcinoma de
cabeca e pescoco se origina no epitélio também conhecido como epitélio estratificado, o qual
apresenta alta expressdo de proteinas chamadas citoqueratinas que fazem parte dos filamentos
intermediarios. Embora o consumo de alcool e tabaco seja apontada como principal causa desse
tipo de cancer, responséavel pelo desenvolvimento de 88% dos casos de cancer de cabeca e
pescoco no mundo, nas Ultimas décadas o HPV vem se destacando com crescente participacdo
entre os fatores de predisposicdo ao desenvolvimento de canceres de orofaringe e base de
lingua (World Cancer Report 2014, 2014).

Os diferentes Carcinomas Espinocelulares de Cabeca e Pesco¢o (CECPS) apresentam
em comum o caminho de progressdo de células hiperplasicas para células displésicas que
podem progredir para o desenvolvimento do carcinoma in situ e, caso haja aumento de seu
potencial metastatico, se tornar um carcinoma invasivo (Figura 1). Esse caminho de progressao
¢ caracterizado pelo acumulo de alteracGes genéticas e epigenética em oncogenes, proto-
oncogenes e supressores tumorais responsaveis por alteracbes de vias de sinalizacdo
relacionadas a maior malignidade da doenga (World Cancer Report 2014, 2014).

Os tumores de CECPs podem ser classificados também como HPV positivos ou
negativos. Nos tumores positivos para HPV a perda de supressores tumorais (p53) resulta do
efeito das proteinas E6 e E7 do virus. Os tumores negativos para HPV se caracterizam pelo
aumento da instabilidade cromossdmica e consequente acumulo de alteragdes genéticas e
mutacdes em supressores tumorais e oncogenes. A perda dos supressores tumorais e 0 acimulo

de oncogenes determina o surgimento de uma célula transformada com maior potencial
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proliferativo e, conforme se acumulem as alteragdes, crescimento anormal dessa célula alterada
até que esta tenha tomado todo um campo do tecido e o desenvolvimento do tumor (Leemans
etal., 2011). Desse modo, o acumulo de alteragdes cromossomicas e mutacoes resulta em perda

de controle de crescimento e/ou ganho de fatores de crescimento (Figura 1).

v ’Kj‘ E6 E7

= \~' gy ‘g\“‘vM:‘ A W"ugw"‘t@h " 1‘; ALY s'. .\‘.‘..- A ;‘" .'"j 3
= —

HPV- - L
{ Instabilidade Alteracoes Cromossomicas
Cromossomica e Mutagées

Perda controle de crescimento e/ou ganho de fatores de crescimento

Figura 1.Caminho de proliferagdo do cancer em CECPs. Os canceres de CECP podem ser
classificados como HPV positivo (HPV*), onde as proteinas E6 e E7 sdo as principais efetoras da perda
de genes supressores tumorais e que resultaram no desenvolvimento do tumor, ou HPV negativo (HPV-
), caracterizados por um aumento na instabilidade cromossémica. O acumulo de alteracdes
cromossdmicas e mutacdes com perda de supressores tumorais e aumento de oncogenes resulta em perda
de controle de crescimento e/ou ganho de fatores de crescimento, e determina o surgimento de uma
célula alterada com capacidade proliferativa maior que das células normais até o surgimento do tumor
(modificado de Leemans et al., 2011).

Trabalhos recentes empregando técnicas de sequenciamento em larga escala para
mapear 0 genoma de CECPs, identificaram os genes TP53, NOTCH, PTEN e PIK3CA alterados
na maioria dos tumores analisados (Stransky et al., 2011), reforcando dados anteriores que
relacionavam alteragdes nesses genes ao desenvolvimento de CECPs (Cully et al., 2006; Klein
e Grandis, 2010).

Os avancgos na compreensao da biologia molecular do cancer de cabeca e pescogo tém
aberto novas direcbes na ciéncia. O aumento das pesquisas foi direcionado para o
desenvolvimento de terapias contra alvos moleculares especificos ou a predi¢ao de tratamentos
baseadas nas caracteristicas dos tumores apos analise de marcadores moleculares e sele¢do de

pacientes para terapias moleculares especificas (Ang et al., 2002). Ainda, a maioria das
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alteracOes genéticas que ocorrem durante este processo ainda ndo é conhecida ou nao estéo
totalmente compreendidas (Awada e Lalami, 2005).

Estes dados evidenciam a alta incidéncia de cancer na populacdo e fortalece a
necessidade de pesquisas direcionadas para 0 melhor entendimento da tumorigénese, bem como
do estabelecimento de diagnosticos para escolha de tratamentos, prognésticos, e
acompanhamento dos pacientes. Nosso grupo de pesquisa identificou e validou o aumento da
proteina 12PP2A/SET (Inhibitor 2 of PP2A) em amostras de CECP (Leopoldino, Squarize,
Garcia, Almeida, Pestana, Sobral, et al., 2012).

1.2. PTEN-PI3K

O sistema fosfoinositideo de sinalizacdo celular € uma rede de enzimas e mensageiros
fosfolipides, responsavel pela regulacdo da maioria dos processos celulares.

As proteinas PI3K (Phosphoinositide Kinase-3) e PTEN (Phosphatase and Tensin
Homolog Deleted on Chromosome 10) sdo responsaveis pela regulacdo dos niveis de
Fosfatidilinositol 3,4,5-Trifosfato (PtdIns(3,4,5)P ou PIP3), e frequentemente estas proteinas
sdo encontradas mutadas no cancer (Eng, 2003; Pedrero et al., 2005; Cully et al., 2006; Jiang e
Liu, 2009; Ohgaki e Kleihues, 2009; Bunney e Katan, 2010; Morris et al., 2010).

O Fosfatidilinositol é um fosfolipidio de membrana que pode ter as posicGes 3, 4 e 5 do
anel inositol alternadamente fosforiladas, resultando em sete diferentes fosfoinositideos. Estes
fosfoinositideos podem ser usados como substrato para a formacdo de varios segundos
mensageiros e seu anel inositol fosforilado pode se ligar e regular a atividade de varias
proteinas. Alteracdes no metabolismo de PIP3 estdo relacionadas a processos inflamatorios,
diabetes e cancer (Jiang e Liu, 2009; Bunney e Katan, 2010).

Como o PIP3 participa ativamente dos processos regulatorios de sobrevivéncia,
proliferacdo e crescimento celular, a perda de controle na sinalizacdo de PIP3 e sua consequente
exacerbacdo podem levar ao desenvolvimento de cancer (Bunney e Katan, 2010).

O gene PTEN foi identificado como supressor tumoral em 1997 por Li et al. e, em
trabalho independente, por Steck et al. (1997) e, desde entéo, tem sido relacionado a diversos
tipos de canceres, inclusive os de cabeca e pescogo (Squarize et al., 2002; Pedrero et al., 2005).
O gene PTEN se localiza no cromossomo 10g23.3 e codifica uma proteina de 403 residuos com
atividade fosfatase, também conhecida como MMAC (Mutated in Multiple Advanced Cancers)

ou TEP1(Transforming growth factor-g-regulated and Epithelial-cell Enriched Phosphatase



Introducao |5

1), capaz de hidrolisar o grupamento fosfato da posicdo 3 em PIP3, para formagéo de PIP2, e
regular negativamente a via de sinalizacdo PIP3 (Maehama e Dixon, 1998).

O principal alvo de PIP3 para regulacdo da viabilidade, proliferacdo e crescimento
celular ¢é a proteina Akt (Stambolic et al., 1998) (Figura 2). O produto da quinase PI3K, PIP3,
ao se ligar a Akt provoca o seu recrutamento para a membrana e a0 mesmo tempo sua ligagéo

a PDK1, que é responsavel pela fosforilacdo de Akt em seu dominio quinase (T308).

Adaptadode The Cell: A
Molecular Approach.
COOPER, 2nd Ed., 2000. | proliferagdo/apoptose |

Figura 2. Esquema de sinalizacdo de PIP3. PTEN é responsavel pela desfosforilacdo de PIP3 em
PIP2, enquanto, PI3K realiza a fosforilagdo de PIP2 em PIP3. Quando fosforilado, PIP3 ativa a proteina
Akt que controla a proliferagdo e apoptose celular (adaptado de The Cell: A molecular Approach,
COOPER, 2nd Ed., 2000).

Diversos estudos frequentemente mostraram PTEN mutado ou perdido em diversos
tipos de canceres, principalmente, gliomas, de prostata, endometrial, pulmonar, de célon e de
mama (Li et al., 1997; Eng, 2003; Ohgaki e Kleihues, 2009). Atualmente, mutacdes no gene
PTEN séo consideradas o segundo tipo de mutacdo mais frequente em genes supressores
tumorais, sendo ultrapassadas apenas pelas mutagdes em TP53 (Keniry e Parsons, 2008). A
perda de PTEN leva ao acumulo de PIP3 promovendo o recrutamento de PDK1 e Akt (Bononi
etal., 2011).

A metilacdo do promotor de PTEN tem sido descrita em varios tipos de tumores (Baeza
et al., 2003), inclusive em carcinoma epidermdide oral (Kurasawa et al., 2008). Existem claras

evidencias genéticas do papel de PI3K e PTEN na tumorigénese: mutagdes somaticas em cancer
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que alteram PTEN (Eng, 2003) e a subunidade catalitica alpha de PI3K (PIK3CA) (Ligresti et
al., 2009) provocam o aumento da atividade da via de sinalizacdo PIP3. O aumento da atividade
das proteinas PI3K mutantes resulta em atividade oncogénica. A reducdo na atividade de PTEN
leva a0 acumulo de PIP3 nas células e ativacdo irrestrita dos seus alvos secundarios
(downstream). Além disso, a perda de funcdo de PTEN tem sido associada as Sindromes de
Predisposicdo ao Cancer Hereditario como a Sindrome de Cowden, a Doenca de Lhermitte-
Duclos assim como a ocorréncia de canceres esporadicos (Eng, 2003; Cully et al., 2006).

Outro mecanismo proposto por Vazquez et al. (2000) refere-se a fosforilagdo dos
residuos S380, T382 e T383, presentes na cauda C-terminal da proteina, resultando numa
conformacao mais estavel, porém menos ativa, por outro lado a desfosforilagdo desses residuos
resulta numa maior atividade e menor estabilidade da proteina, que é degrada pelo sistema
ubiquitina-proteassomo (Trotman, et.al., 2007; Wang, et.al., 2007; Fouladkou, et.al., 2008;
Ahmed et.al., 2012).

Recentemente, estudos com Ressonancia Magnética Nuclear (RNM) demonstraram que
a fosforilacdo dos residuos da cauda C-terminal ocorre em dois eventos em cascata
independentes. Em um deles, a proteina Caseina Quinase 2 (CK2) fosforila os residuos de S385,
S380, T381 e T382. No segundo cluster, a proteina CK2 fosforila o residuo de S370, em
seguida, a quinase Glicogénio Sintase 3 Beta (GSK3p) fosforila os residuos de T366 e S362, e
ao final, a proteina CK2 fosforila S361 e T363. Outras quinases, como a Polo-like Quinase 3
(Xu et al.), Serina/Treonina Quinase 11 (STK11) (Mehenni et al., 2005) e Caseina Quinase 1
(CK1) (Vazquez et al., 2000b), tém sido relacionadas a fosforilacdo de PTEN, mas ainda ndo
se conhece de que maneira atuam sobre a fosfatase (Cordier et al., 2012).

Diversos estudos relacionaram modificacdes pos-transcricionais de PTEN com sua
sublocalizacdo celular.

Destes, varios estudos tém corroborado a teoria de que a calda N-terminal se liga
especificamente a PIP2 presente na membrana celular e determina alteracbes na conformacao
de PTEN, resultando na ativacdo alostérica e, juntamente, com a fosfatidilserina induz
alteracdes na estrutura e a sua ligacdo ao substrato PIP3 (Leslie et al., 2008).

Apesar de ser uma proteina de membrana, PTEN também €é encontrada no nucleo (Liu
et al., 2005; Shen et al., 2007; Fouladkou et al., 2008; Planchon et al., 2008; Jacob et al., 2009;
Song et al., 2011; Horita et al., 2016) onde mantém seu potencial de suppressor tumoral.
Trotman et al. (2007) mostraram que o residuo de Lisina 289 é essencial para a migracdo de

PTEN para o nucleo celular, esse residuo pode ser monoubiquitinado e direcionar a
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internalizacdo de PTEN no ndcleo, ou poliubiquitinado, e nesse caso sera direcionado para a
degradacéo via proteassomo (Trotman et al., 2007).

Os residuos de Serina 380 e Treonina 382, 383 determinam, além da atividade de PTEN,
sua ligacdo a membrana plasmatica. Das et al. (2003), mostraram que quando estes residuos
sdo desfosforilados, ocorre a ligacdo de PTEN a membrana e ao serem desfosforilados se
tornam disponiveis no citoplasma. Segundo Odriozola et al. (2007), a desfosforilagdo dos
residuos de S380A e S385A determinam maior ligacdo de PTEN a membrana, mas a
fosforilacdo de S380E mostrou menor ligacdo de PTEN a membrana quando comparada com a
fosforilagdo do residuo de S385E.

Na presenca de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), ocorre rompimento da ponte
de enxofre formada na regido catalitico da fosfatase PTEN e perda da estrutura terciaria da
proteina, essa modificacdo na estrutura do sitio catalitico leva a inativacdo da fosfatase (Figura
3).

Fosfatase C2 C-Terminal
L S--S—I

|

ROS

Figura 3.Mecanismo de Inativacdo de PTEN pelo estresse oxidativo. Na presenca de (EROS), a
ligacdo de uma ponte de enxofre presente na regido catalitica da fosfatase é rompida e a perda da
estrutura terciaria leva a perda de atividade.

Além desses mecanismos de controle bioquimico, pode ocorrer, ainda, acetilacdo do
sitio catalitico e da calda C-terminal (Figura 4).



Introducao |8

PIP3 4 PIP3
Ub
A

membrana

PDZ-BD —
CKII ~
o [ GSK3-B Fosforilagao |
\%04 n PIk3
& CHail
- = =]
Acetilagédo \ 0,NO
—

00“'\ TXN

s
v / \C2 loop
NEDD4-1}| HAUSP Oxidagao/
S-Nitrosilagao

nucleo

Adaptadode Sing e Shan,
Curr. Cancer Drug Targets,
‘ Poliubiquitinagio ‘ Monoubiquitinagio v.11, 2011.

Figura 4. Representacdo esquematica da regulacdo bioquimica de PTEN através de modificacdes
pos-transcricionais. A proteina PP2A pode ter sua atividade regulada pela fosforilagdo da sua calda C-
terminal ou por oxidagdo ou S-nitrosilacéo de sua regido catalitica na presenca de estresse oxidativo; ser
translocado para o nucleo através de monoubiquitinacdo ou degradado ap6s poliubiquitiinagdo; e sofrer
acetilacdo em sua regido catalitica e/ou calda C-terminal.(modificado de Singh e Chan, 2011).

Embora diversos processos de regulacdo de expressdo génica, eventos pos-
transcricionais e pds-traducionais tenham sido descritos, o completo entendimento da regulacédo

de PTEN ainda nao foi elucidado.

1.3. Proteina PP2A
A proteina fosfatase 2A (PP2A), uma serina/treonina fosfatase, foi descoberta por Chernoff et
al. (1983). Posteriormente, a PP2A foi identificada como uma holoenzima formada por diversas
subunidades regulatorias (Figura 5), as quais determinam diferentes especificidades pelos
substratos e diferentes atividades (Janssens e Goris, 2001). A holoenzima é constituida por uma
subunidade catalitica (subunidade C, 36 kDa) comum a todas as fosfatases desse grupo, uma
subunidade regulatoria (subunidade B, de 50 a 130 kDa) e uma terceira subunidade estrutural
variavel (subunidade Aa ou AB) que permite a formacdo da holoenzima heterotrimérica devido

a sua capacidade de ligacdo as diferentes subunidades regulatorias (Mumby, 2007). As
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diferentes subunidades B sdo expressas diferencialmente de acordo com o tipo de tecido e em
determinado estagio durante a diferenciagdo e o desenvolvimento celular (Bononi et al., 2011).
Até 0o momento, foram descritas 3 familias para as subunidades regulatorias (B, PR72 e

B56) e a familia B56 possui 8 isoformas descritas (Mumby, et. al., 2007) (Figura 5).

Subunidade
Catalitica

(C)

Subunidades

‘. Regulatodrias
= & (B’

_ >23 isoformas

Subunidade Heterodimero . ;

Estrutural
(A) Divididas em 3 familias:
2 isoformas B, PR72e B56

Modificado de MUMBY, Cell,v. 130, 2007. BS6 - 8 isoformas

Figura 5. Representacdo esquematica para a formagédo da holoenzima de PP2A. O heterodimero
formado pela interagdo entre as subunidades catalitica (C) e estrutural (A) ird determinar qual
subunidade regulatoria se ligara para a formacdo da holoenzima (modificado de Mumby et.al., 2007).

Devido a variedade de substratos que a PP2A pode desfosforilar, um grande nimero de
fosfoproteinas e vias de sinalizacdo podem ser afetadas pela PP2A (tais como Akt, c-Myc,
RalA). Algumas subunidades regulatdrias de PP2A tiveram sua atividade relacionada a uma
determinada via de sinalizac¢do: a subunidade B56a foi associada a Bcl2 (Ruvolo et al., 2002)
e a regulacdo de c-Myc e B-catenina (Arnold e Sears, 2008); B56 parece participar da
degradacdo de Pim-1 (Ma et al., 2007); B56y parece atuar na regulagdo de p53, paxilina,
mdm2/Hdm2 e p300; B56A teve sua atividade descrita na regulacdo de Cdc25C, HANDL1 e
DARP-32 (Arnold e Sears, 2008). A PP2A formada pela subunidade B55a teve sua atividade
relacionada a desfosforilacdo dos residuos T308 e S473 de Akt (Kuo et al., 2008b). A
subunidade B56A teve sua atividade relacionada ao controle do ciclo celular através da inibicéo
de Cdc25C (Forester et al., 2007), assim como a ativagdo de GSK3B(Yu et al., 2014). Apesar
desses dados, existem diversas funcdes da proteina PP2A que ainda ndo foram relacionadas a

uma subunidade regulatéria.
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Alguns estudos tém relacionado a atividade de PTEN e PP2A (Mistafa et al., 2010; Nho
e Kahm, 2010; Bononi et al., 2011; Xu et al., 2011), em estudo de protedmica desenvolvido
por Crockett et al. (2005) os unicos grupos de fosfatases identificadas como ligantes a PTEN
foram as Fosfatases Transmembrana com Homologia a Tensina (TPTE) e a familia B56 da
subunidade regulatoria de PP2A. Contudo, o mecanismo de interagdo destas permanece
desconhecido.

1.4. Proteina SET

O gene humano SET foi originalmente identificado a partir de estudos em Leucemia
Indiferenciada Aguda por Von Lindern et al. (1992). A proteina SET (TAF-I beta ou 12PP2A),
um potente e altamente seletivo inibidor de PP2A (Li et al., 1996), foi identificada em altos
niveis no cancer de cabeca e pescoco (Leopoldino, Squarize, Garcia, Almeida, Pestana, Sobral,
et al.,, 2012), cancer de préstata (Hu et al., 2015), de mama (Janghorban et al., 2014),
pancredtico (Farrell et al., 2014) e em tumor de Wilm’s (Carlson et al., 1998).

Recentemente, alguns trabalhos apresentaram a regulacdo negativa de SET como
alternativa terapéutica para diversos tipos de canceres através do aumento de atividade de PP2A
e inducdo de degradacdo de c-MYC (Mukhopadhyay et al., 2013; Farrell et al., 2014;
Janghorban et al., 2014).

Segundo os estudos desenvolvidos, a SET aumenta a atividade de p53 através da
fosforilacdo do residuo S46 via p38 MAPK (Liu et al., 2012). Como Akt apresenta funcédo
oposta a p53 (promove aumento da sobrevivéncia celular) a ativacdo simultanea da Akt pela
SET pode conter a apoptose induzida por p53 hiperativado. Este mecanismo de regulagdo pode
explicar a neurodegeneracdo cronica observada nos neurdnios afetados pela Doenca de
Alzheimer (Liu et al., 2012).

Tanimukai et al. (2005) mostraram que a proteina SET que apresenta peso molecular
aparente de 39 kDa, pode ser clivada em um fragmento de 20 kDa (NAP) e é translocada do
nucleo para o citosol de células cerebrais de pacientes com Alzheimer. O fragmento identificado
nesse trabalho apresentou perda da calda C-terminal (Acida). Uma vez no citoplasma, ambos
os fragmentos NAP e Acido interagem com PP2A e inibem sua atividade (Arnaud et al., 2011).

De acordo com Ten Klooster et al. (2007), quando a SET esta localizada na membrana
plasmatica ela estimula a migracdo celular de maneira dependente de Racl, pois Rho GTPase
Racl controla a adeséo e a mobilidade celular, e a regido C-teminal de Racl liga ao oncogene

nuclear SET/I2PP2A translocando-o para membrana plasmatica e assim induzindo a metastase
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celular. Nesse trabalho foram descritos 2 importantes dominios para a proteina SET, dominio
NAP, que apresenta homologia com a familia NAP (Nucleosome Assembly Protein) e o
dominio C-terminal 4cido (Acido). O dominio NAP se mostrou essencial para a intera¢io com
Racl.

Nosso grupo de pesquisa encontrou a fosforilagcdo da proteina PTEN aumentada em
células superexpressando a proteina SET (Leopoldino et al., 2011). Tendo em vista esse dado
e as informac6es previamente descritas sobre os mecanismos de regulacdo das proteinas PTEN
e SET, o estudo e a caracterizacao da possivel interacdo entre as proteinas PTEN e PP2A com
participagdo da SET pode ser um novo caminho para o entendimento dos processos de

tumorigénese com alteragédo na via de sinalizagdo PI3K/Akt (Figura 6).

.oooooo.oo.o.oo o-oo--..oo.oooooooo....o.ooooooooo...ooo..

DD DR LG g T C ey §998 g
A}““»f;:: \““»pf' '(;‘l.'.'...r' ) s ))\“ ‘z'\:" r"’ .."l'|I

g )
o.ooooooo.ooo..‘...oo. ASAAALAAAD ‘.o.oo.oooo~oo o e

p”n g
‘ l’T[ \

'\, opc.n "active

N

\

SEL

—_—

Modificado de BONONI, et.al., Enzyme Res, V2011, 2011.

Figura 6. Esquema de inibi¢do da via de PP2 Apela SET. De acordo com dados previamente,
desenvolvemos a hip6tese de que ao inibir a atividade de fosfatase de PP2A, a proteina SET promove
aumento nos niveis de PTEN fosforilado (modificado de Bononi, et.al., 2011).

15. PTEN e BMAL
A IARC qualifica disturbios no ciclo circadiano como carcindgeno de Grupo2A e varios
estudos epidemioldgicos demostraram que distirbios no ciclo circadiano podem estar
relacionados ao aumento na predisposicao a cancer de mama, colon, préstata, pulmé&o, ovarios
e cancer hepatico (Hansen, 2001; Schernhammer et al., 2001; Conlon et al., 2007; Baan et al.,
2009).
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As oscilages caracteristicas do ciclo circadiano sdo oriundas de loops transcricionais e
pos-transcricionais autorregulatorios. O loop positivo é formado pelos fatores de transcri¢do
BMALL (Brain and muscle Arnt-like protein-1), CLOCK e NPAS2. Os complexos BMAL1-
CLOCK ou BMAL1-NPAS2 formam heterodimeros com genes membros do loop negativo,
tais como os genes Cryptochromo (CRY) e Period (PER), aumentando os niveis de expressao
desses genes. O acumulo de CRY e PER permite a formacéo dos complexos responsaveis pela
regulacdo negativa de BMAL1-CLOCK ou BMALL/NPAS2 e portando autorregulando
negativamente os niveis de CRY e PER. Quando os niveis de CRY e PER reduzem o suficiente,
um novo ciclo de CRY e PER se inicia (Lee et al., 2001) (Figura 7).

Citoplasma

BMAL1

Pr= i
(CRY)

Modificado de MASRI & CORSI,
Nature Neuroscience, v.13, 2010.
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"I&
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Figura 7. Esquema representativo do loop autoregulatério de CLOCK/BMALL e PER/CRY. No
nacleo, o complexo CLOCK/BMALL1 induz a transcricdo de PER e CRY que ao atingirem niveis
elevados no citoplasmas podem inibir a atividade de BMAL e CLOCK no ntcleo celular. Os complexos
PER/CRY e CLOCK/BMAL1 podem ser regulados também por quinases que ainda ndo sdo
completamente conhecidas (modificado de Masri e Sassone-Corsi, 2010).

PER2 foi proposto como supressor tumoral por Fu et al., 2002) e teve sua diminui¢ao
relacionada a diversos canceres (Chen et al., 2005; Gery et al., 2005; Xia et al., 2010).
Perturbacbes no funcionamento do ciclo circadiano podem ser provocadas por fatores
ambientais (como o transtorno do ciclo vigilia-sono) ou por mutacdes genéticas. Por exemplo,

a inativacdo de Per2 induz a tumorigénese em camundongos (Fu et al., 2002).
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Camundongos com delecdo de BMAL1 apresentam envelhecimento acelerado e
reducdo do tempo de vida desses animais, assim como aumento nos niveis de espécies reativas
de oxigénio produzidas (Kondratov et al., 2006). Entretanto, ao serem tratados com rapamicina,
um inibidor do complexo mTOR (Proteina Alvo da Rapamicina), apresentaram aumento da
expectativa de vida, uma vez que a delecdo de BMAL1 induz a ativagdo de mTOR e aumento
no metabolismo que acelera o envelhecimento desses animais (Khapre et al., 2014).

MTOR é um complexo de 6 (MTORC1) ou sete (MTORC?2) proteinas que formam uma
Serina/Treonina Quinase que pode ser ativada por varios componentes da via PI3K, entre elas
por Akt (Laplante e Sabatini, 2012), na reducdo dos niveis de PTEN mTOR é altamente ativado
(Xu et al., 2014).

Camundongos com delecdo de PTEN no tecido epitelial apresentam inimeras lesdes e
o desenvolvimento de tumores na derme (K14Cre Pten™F) assim como tumores nas mamas e
tiredide, os quais regridem com o controle da ativacgdo de mTOR pelo tratamento com

rapamicina (Squarize et al., 2008).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Caracterizar potenciais mecanismos de regulacdo da proteina PTEN pela fosfatase

PP2A e pela SET e avaliar se BMAL pode ser regulada pela PTEN

2.2. Objetivos especificos:

1- Estudar o efeito de diferentes subunidades B da PP2A e da SET na fosforilacdo da
proteina PTEN;

2- Caracterizar os perfis de expressdo de PTEN em condigdes de estresse oxidativo assim
como sua distribuicdo celular usando linhagens celulares de CECP, HEK293.

3- Avaliar se aexpressdo de PTEN pode ser modulada pelo acimulo e knockdown da SET
na célula bem como pelos agentes hiperacetilante de DNA tricostatin A (TSA) e
desmetilante de DNA (5-aza-deoxicitidina);

4- Explorar e avaliar a potencial relacéo entre a perda de funcdo de PTEN e a expressédo

de BMAL in vitro e in vivo.



3. Materials e métodos
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3. Materiais e métodos

3.1. Linhagens celulares e cultura

Foram utilizadas as linhagens celulares HEK293, derivada de células embrionarias de
rim humano e transformada com adenovirus 5 (Graham et al., 1977), HelLa, derivada de
carcinoma cervical (Scherer et al., 1953) (obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro), as
linhagens NOK-SI (Castilho et al.,, 2010) (queratindcitos normais espontaneamente
imortalizadas), HaCat (queratindcitos imortalizado) (Boukamp et al., 1988) e Cal 27 (Gioanni
etal., 1988), HN6 (Yeudall et al., 1994), HN12 (Cardinali et al., 1995) e HN13 (Yeudall et al.,
1994), derivadas de carcinomas de cabeca epidermoide de cabeca e pescog¢o (doadas pelo Dr.
Silvio Gutkind, NIH, USA). As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM; Sigma) e suplementado com soro bovino fetal (SFB) 10% (Gibco);
penicilina e estreptomicina 1% (Sigma), mantidas em incubadora umidificada (37 °C) em

presenca de 5 % CO..

3.2. Reagentes de transfeccéo

A superexpressao das proteinas estudadas em célula HEK293 foi obtida por meio de
transfeccdo com o reagente PolyFect (Qiagen) de acordo as instrucbes do fabricante, e as
condicBes pré-estabelecidas no laboratério. Apds 48 horas de transfeccdo as células foram
avaliadas por microscopia ou o extrato total proteico foi obtido para os estudos subsequentes.

Para obtencdo de células contendo os vetores de expressdo por periodo superior,
maximo de 30 dias, 200.000 células HEK293 foram submetidas a transfeccdo, conforme a
indicacdes do fabricante, foram resuspendidas em solucéo de transfeccdo SF e submetidas ao
ciclo de pulsos elétricos CM-130 no equipamento 4D-Nucleofector (Lonza). Apds 40 horas da
transfeccdo, o meio de cultura foi trocado por DMEM completo acrescido de antibioticos para
selecdo das células transfectadas durante 15 dias. Para selecdo das celulas contendo vetor de
expressao pcDNA 3.1 foi utilizada geneticina 750 pug/mL e para selecdo das células contendo

vetor pCEP foi utilizada higromicina 400 pg/mL

3.3. Tratamentos
Para analise de fosforilacdo de PTEN em condigdo de estresse oxidativo as células

foram incubadas em presenca de tert-butil-hidroperdxido (t-BHP), um agente pro-oxidante, nas
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concentragdes de 50 e 250 UM e em presenca de perdxido de hidrogénio nas concentracdes de
50, 250, 500 puM. As células HEK293 foram incubadas com os agentes pro-oxidantes por 1
hora e as células HN12 por 2 horas.

A tricostatina A (TSA) é um composto pertencente a classe do Inibidores de Histonas
Desacetilases, e age inibindo as Histonas Deacetilases de classe | e Il, resultando na
hiperacetilacdo de Histonas e, em consequéncia ao maior relaxamento do DNA, eleva o0s niveis
de expressao génica. As celulas HEK293, com acumulo ou ndo da proteina SET foram tratadas
com 10 uM de TSA (Sigma) por 24 horas.

A incubacéo com perdxido de hidrogénio (1,5 mM) ou o inibidor de mTOR, rapamicina
(50 nM) foi mantida em meio com 1% de SBF para os experimentos com células HN6 e HN13.

3.4. Construcdes dos vetores de expressao

Os plasmideos para superexpressao das regides regulatérias da PP2A (B55a; B56a;
B56f3; B569), Akt e PTEN em fusdo com GFP, foram doados gentilmente por William Hahn -
plasmideo 13804: pMIG FLAG B55 alpha (Chen et al., 2004); David Virshup - plasmideo
14532: V245 pCEP-4HA Bb56alpha , plasmideo 14533: V246 pCEP 4HA B56beta, plasmideo
14536: pCEP-4HA B56delta (Seeling et al., 1999); Alonzo Ross - plasmideo 13039: GFP-
PTEN (Liu et al., 2005b); William Sellers - plasmideo 9003: 896 pcDNA3 T7 Aktl (Vazquez
et al., 2000), e obtidos por meio do banco de plasmideos Addgene (disponivel no endereco:

http://www.addgene.org/pgvecl).

O vetor contendo a sequéncia para expressdo da SET foi construido a partir do cDNA
total da linhagem HaCat e oligos especificos para o gene da variante 2 da SET, descritos na
Tabela 1. Os vetores para expressao das regides da SET com mutagdes nos sitios K209D,
L107Q e K119D, foram obtidos por amplificacdo a partir do vetor de expressao pCMV
Sport6+SET total (Invitrogen) com os oligos (contendo mutacdes sitio dirigidas) descritos na
Tabela 1.

A reacdo de PCR foi desenvolvida conforme descrito previamente por (Saiki et al., 1985),
utilizando-se um termociclador automético (Mastercycler Eppendorf). Foi realizada uma reacéo
de volume final de 12,5 pL, o cDNA humano (60 ng) foi incubado em tampéo (KCI 50 mM,
Tris-HCI 20 mM pH 8,4) contendo MgSO4 2mM mais: oligos NAP foward 0,2 uM e Ac reverse
0,2 UM para a SET; oligos NAP foward 0,2 uM e NAP K209D reverse 0,2 uM para a regido
NAP mutada; NAPAc foward 0,2 uM e NAP reverse 0,2 uM para a regido NAPAc Short;
NAPAc foward 0,2 uM e NAP K209D reverse 0,2 uM para a regido NAPAc Short com


http://www.addgene.org/pgvec1
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mutac&o e os oligos NAP foward 0,2 uM e 1a119 K119D L107Q reverse 0,2 uM para a regido
1 a 119 mutada, além de dNTPs 0,2 mM, 0,5 U de Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen) e quantidade suficiente de agua milliQ autoclavada para o volume final. A
desnaturacdo foi realizada a 94 °C por 2 minutos, seguida de amplificacdo por 34 ciclos de 94
°C, 30 s; 60 °C, 45 s; € 68 °C, 1 min e 30 s; extensdo final a 68 °C por 20 min. O produto
amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose (1%), visualizado com brometo de
etidio sob luz UV. O produto da amplificacdo foi inserido no vetor pDONR/Zeo e
posteriormente transferido para o vetor de expressdo pcDNA3.1, usando-se o sistema Gateway
da Invitrogen. Os plasmideos foram transformados em bactérias DH10B e os clones foram
selecionados inicialmente por PCR de colénia e confirmados por reacdo de sequenciamento de
DNA.

Tabela 1 - Sequéncias dos oligos e respectivas temperaturas usadas na PCR.

Oligonucleotideos Sequéncia (5" -- 3") Tm
Sense attB1_NAP GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG 55°C
(NAP Fw) CTTGTCGGCGCAGGCGGCCAAAG
Sense attB1_NAPAc GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG 55°C
(NAPAC Fw) CTTGACGAAACGTTCGAGTCAAACG
Antisense attB2_NAP GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG 55°C
(NAP Rv) TCTTAGTAGTACTGTAATGGGTTTGGC
Antisense attB2_SET_K209 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG 55°C
(NAP K209D Rv) TCTTAGTAGTACTGTAATGGGTTTGGCC
AAATATCATCATCGATGACCTCTCCTAA
CTC
Antisense GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG 55°C
attB2_1a119_K119D/L107Q  TCTTAATCAATATCTTCAAATTCTGTCAC
(1a119 K119D/L107Q Rv)  TTCAACTCTGGTTTGATAATGC
Antisense attB2_Ac (Ac Rv) GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC 55°C

TGGGTCTTAGTCATCTTCTCCTTCATC

Tabela 2 - Tamanho das regides amplificadas.

Regido Tamanho em pb
SET (1-277aa) 831
NAP K209D (1-220aa) 660
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NAPACc Short (165-220aa) 165
NAPAC Short K209D (165-220aa) 165
1a119 K119Q _L107Q (1-119aa) 357

3.5. Sequenciamento de DNA

Os clones positivos pPDONR™/ZEO/NAP K209D, pDONR™/ZEO /NAPAc Short,
pDONR™/ZEO/NAPACc Short K209D e pDONR™/ZEQ/ 1a119 K119D_L107Q selecionados
por PCR de colbnia foram submetidos a extracdo de DNA plasmidial utilizando-se o Kit
QIAprep® Miniprep (QIAGEN). As amostras foram entdo preparadas para a reagdo de
sequenciamento utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems). Cerca de 150 — 300 ng do DNA plasmidial, 1 pL do reagente BigDye contendo
os dideoxiribonucleotideos marcados, 3,2 pmoles de oligonucleotideo (promoter M13 Fw e
promoter M13 Rv) e agua deionizada estéril (q.s.p. 20 uL) foram submetidos a reacdo de
amplificacdo com a seguinte condi¢do de ciclagem: 96°C por 1 minuto, 96°C por 10 segundos,
55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos, repetidos 25 ciclos. O produto da reacdo foi
precipitado pela adigcdo de 2 uL de tampéo acetato de sodio 3,0 M pH 5,2 e 50 uL de etanol
absoluto, seguido de incubagéo por 20 minutos, a 0°C. A mistura foi centrifugada a 20.400 x g
por 20 minutos a 4°C e ap6s lavagem do precipitado com etanol 70% (v/v) a amostra foi seca e
resuspensa em tampao de carregamento (Applied Biosystems). A reacao de sequenciamento foi
realizada conforme descrito previamente (Sanger et al., 1977), em sequenciador automatico
Applied Biosystems mod. 3100 no Laboratério do Prof. Mauricio Lacerda Nogueira, de

Virologia, Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto.

3.6. Digestéo dos vetores

Os vetores de expressdo foram isolados e seus insertos confirmados por digestdo com
enzimas de restricdo, conforme indicado pelo banco de plasmideos. Para tanto, as culturas
enviadas pelo banco de plasmideos foram crescidas em LB sélido na presenca de ampicilina
100 mg/mL por 16 horas. Uma coldnia isolada foi selecionada para extracdo plasmidial com o
Kit QlAprep® Miniprep (QIAGEN).

Aproximadamente 1 ug de DNA plasmidial foi empregado na reagdo de digestdo. Para
digestdo dos vetores foram adicionadas as seguintes reacdes ao DNA plasmidial: para pMIG
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FLAG B55a foram empregadas 10 U de enzima EcoRI (Invitrogen), 2 uL de tampéo Buffer
React 3® 10X (Invitrogen) e 13,5 uL de 4gua deionizada estéril (q.s.p. 20 uL); para pCEP-4HA
B560. foram utilizados 5 U de enzima Not | (Fermentas), 10 U de enzima Xho | (Fermentas) 2
uL de tampao Buffer O® 10X (Fermentas) e 9 uL de dgua deionizada estéril (g.s.p. 20 pL); para
o vetor pCEP 4HA B56f foram utilizados 5 U de enzima Not | (Fermentas), 10 U de enzima
Xho | (Fermentas) 2 pL de tampéo Buffer O® 10X (Fermentas) e 11,5 uL de &dgua deionizada
estéril (q.s.p. 20 uL); pCEP-4HA B566 foram utilizados 5 U de enzima Not | (Fermentas), 2
uL de tampdo Buffer O® 10X (Fermentas) e 12 pL de agua deionizada estéril (g.s.p. 20 pL);
para PTEN-GFP foram utilizadas 10 U de enzima Hind 111 (Invitrogen), 10 U de enzima EcoRI
(Invitrogen), 2 pL de tamp&o Buffer React 2® 10X (Invitrogen) e 7 uL de agua deionizada
estéril (g.s.p. 20 uL), para o vetor de Aktl foram utilizadas 10 U de enzima BamHI (Fermentas),
10 U de enzima EcoRI (Invitrogen), 2 uL de tampdo Buffer BamHI 10X (Fermentas) e 12,5 uL
de &gua deionizada estéril (g.s.p. 20 uL).Todas as rea¢bes foram incubadas a 37 °C por 16 horas
e as digestdes foram confirmadas pela visualizacdo do tamanho dos inserto e vetores em gel de
agarose 1% (Tabela 3).

Tabela 3 - Produto da Reacéao de Digestdo do DNA plasmidial.

Vetor Digerido Tamanho em pb (vetor / inserto)
GFP-PTEN 5400 / 1900
Aktl 5446 / 1500
pCEP-4HA B56alpha 10186 / 2900
pCEP-4HA B56beta 10186 / 2500
pCEP-4HA B56delta 10186 / 2100
pMIG FLAG B55alpha 6500 / 1368

3.7. Western blot (WB)

As células foram incubadas com tampé&o de lise e extragéo de proteinas (Cellytic, Sigma)
contendo coquetel de inibidores para proteases e fosfatases (SIGMA). A concentragdo de
proteinas foi determinada por meio do Pierce BCA™ Protein Assay Kit (Pierce). Cerca de 30
pg de proteina total foram separadas por SDS-PAGE. As proteinas resolvidas por eletroforese
foram transferidas para membrana Hybond-P (polyvinylidene fluoride — PVDF; GE Healthcare
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UK Limited Amersham Place) utilizando o equipamento semi-dry da Bio-Rad por 90 minutos
a 325 mA. O bloqueio da membrana foi realizado com uma solugéo Tris 0,1 M pH 7.5, NaCl
0,9% e Tween-20 0,1% (TBS/T) com nonfat dry Milk 5%, e a membrana foi incubada por 1
hora a temperatura ambiente. Apds bloqueio, a membrana foi incubada em solugcdo TBS/T
adicionada de BSA 2% (a concentragéo de albumina pode variar dependendo do anticorpo), e
0 anticorpo primério na diluicdo de 1:1000, por 16 horas a 4°C, sob agitacdo suave. Apos
incubacdo com anticorpo primario, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com TBS/T
e incubada por 1 hora em solugdo TBS/T adicionada de 5% nonfat dry milk e anticorpo
secundario marcado com peroxidase, na diluicdo de 1:3000. A membrana foi lavada 3 vezes
por 5 minutos com TBS/T, incubada com o reagente ECL™ Western Blot Detection Systems
(Ge Healthcare UK Limited Amersham Place) por 90 seg. A marcacao dos anticorpos primarios
foi visualizada por quimioluminescéncia detectada em filme para Raio-X Ortho CP-G Plus

(AGFA), com auxilio de um cassete para exposicao da membrana ao filme.

3.8. Anticorpos

Os anticorpos e as diluicdes utilizados foram: mAb anti-GAPDH (Cell Signaling,
#2118) 1: 50.000; pAb anti-PTEN (Santa Cruz, sc-9145) 1:50; mAb anti-PTEN (Cell Signaling
#9559) 1:1.000; pAb anti-SET (Santa Cruz, sc-5655) 1:2.500; mAb anti-HA (Sigma-Aldrich,
H6908) 1:1.000; mAb anti-PP2A C (Cell Signaling, #2038) 1:1.000; pAb anti-PP2A B;
(Millipore, #05-592) 1:500; mAb anti-p-S6 Ser235/236 (Cell Signaling #4857); mAb anti-
Rictor (Cell Signaling #2114), mAb anti-Raptor (Cell Signaling #2280) and mAb anti-BMAL1
(Novus Biologicals NB100-2288); anti-PP2A B56delta (Sigma) 1:1.000); p-GSK3p S9 (Cell
Signaling) 1:1.000; Akt (Cell Signaling) 1:1.000; p-Akt S473 (Cell Signaling) 1:1.000;
phospho-Akt S308 (Cell Signaling) 1:1.000; p-PTEN S380 (Cell Signaling) 1:1.000; p-PTEN
S380/T382/T383 (CellSignaling) 1:1.000; beta-Actina (Sigma) 1:5.000.

Para visualizacdo por quimioluminescéncia, os anticorpos foram ligados aos seguintes
anticorpos secundario ligados a peroxidase: anti-goat (KPL, 14-13-06) e anti-rabbit (Sigma-
Aldrich, A9169), e anti-mouse (KPL, 40-18-06).

3.9. co-Imunoprecipitagéo (co-1P)
O lisado de proteinas para co-imunoprecipitacdo foi obtido de células superexpressando
GFP-PTEN e 4HA-B56A lisadas com tampao Hepes-NaOH 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM,
EDTA 2 mM, NP-40 0,1%, glicerol 10%, PMSF 1 mM, DTT 1 mM e coquetel de inibidor de
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proteases (SIGMA). Foi utilizada resina de agarose revestida de Proteina G (GE HealthCare)
ligada a anticorpos contra a proteina de interesse para identificacdo de possiveis dominios

ligantes. O produto eluido da resina foi analisado por Western blot.

3.10. Imunofluorescéncia

Células HEK293 superexpressando PTEN e B56A foram fixadas com metanol 100% a
-20°C por 5 minutos. As laminas de IF foram incubadas com anticorpo primario overnight e
lavadas com PBS seguida de incubacdo com anticorpo secundario conjugado com fluoresceina
e rodamina (Jackson ImmunoResearch Labs 1:100) e montadas com meio contendo DAPI
(Vector laboratories). A quantidade de proteina PP2A B foi avaliada
espectrofluorimetricamente utilizando a Rodamina 123 nos comprimentos de onda de 505 e
535 nm, excitacdo e emissdo respectivamente. A proteina PTEN foi avaliada
espectrofluorimetricamente utilizando a Fluoresceina nos comprimentos de onda de 494 e 521
nm, excitacdo e emissdo respectivamente. Foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-PTEN
total (Santa Cruz), e anti-PP2A B (Cell Signaling).

3.11. Ensaio de atividade de PP2A pelo método de molibidato

O ensaio quantifica o fosfato liberado na reacéo proveniente de um peptideo sintético
desenvolvido com a finalidade de ser substrato para Serina/Treonina Fosfatases (PPAS).

Apds 48 horas da transfeccao dos vetores de interesse nas células HEK293, estas foram
lisadas, em placa de 30 mm, com tampdo Tris-HCI 250 mM pH 7,5, EDTA 2 mM, f-
mercaptoetanol 20%, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 uM e coquetel de inibidor de
proteases (SIGMA). Os lisados passaram por processo de purificagdo em coluna de
cromatografia, conforme indicacGes do fabricante, antes da quantificacdo de proteinas pelo
método de BCA. A reacdo foi desenvolvida conforme especificacdes do fabricante com 2,5 ug
de proteina (na auséncia e na presenca de acido okadaico 12 nM) e incubada a 30°C por 10 min
antes da adicdo do reagente de molibidato, apds incubacdo de outros 15 min a temperatura
ambiente, as absorbancias de cada posso foram obtidas com leitor de placa. Os resultados foram
determinados a partir de curva de calibracdo de fosfato inorgénico. Para determinacdo de
atividade de PP2A especifica os valores obtidos nas reagdes com &cido okadaico foram
subtraidos dos valores para as reagdes na auséncia do inibidor de PP2A.
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3.12. Ensaio de atividade de PTEN pelo método de verde de malaquita

Ap0s 48 horas da transfeccéo dos vetores de interesse nas células HEK293, estas foram
lisadas com tampdo Hepes-NaOH 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 2 mM, NP-40 0,1%,
glicerol 10%, PMSF 1 mM, DTT 1 mM e coquetel de inibidor de proteases (SIGMA). Na co-
imunoprecipitacdo (co-1P) foram usadas 500 pg de proteinas. O extrato proteico foi incubado
com anti-PTEN conforme o protocolo descrito no relatdrio anterior, para co-imunoprecipitacao
da PTEN. O produto da co-IP foi incubado por 3 horas com 3 puL de uma solugdo 1 mM PIP3
(Echelon Biosciences). O fosfato liberado na reacdo foi medido com o kit Malachite Green
Phosphatase Assay (Echelon Bioscience), conforme as indicacdes do fabricante. Neste ensaio
foi realizada uma curva padrdo com Pi (nas concentragdes de 200 a 2000 pmol/pogo) para
determinacdo da concentracdo molar do fosfato liberado na reacdo de desfosforilacdo pela
PTEN.

3.13. Ensaio de viabilidade celular com rezasurina

Células HEK293 superexpressando as proteinas de interesse foram incubadas com
Alamar Blue/Rezasurina (Fisher Scientifics) 0,01 mg/ml durante 4 horas ao abrigo da luz. Em
seguidas, as células foram analisadas para viabilidade em 3 pocos para cada grupo com o
método colorimétrico (600nm). O Alamar Blue é um indicador fluorescente/colorimétrico com
a propriedade redox. A forma oxidada € azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a forma
reduzida é rdsea (fluorescente/célula viavel). Apds o periodo de incubacdo o meio foi
transferido para placa de ELISA e a absorbancia avaliada a 600 nm utilizando o

espectrofotdmetro de fluorescéncia F-4500 (Hitachi).

3.14. Quantificacdo por ELISA de PTEN fosforilado em S380
Para andlise quantitativa de PTEN fosforilado foi utilizado o kit PathScan Phospho-
PTEN (S380) Sandwich ELISA (Cell Signaling). O ensaio foi realizado de acordo com as
indicacdes do fabricante com células HEK293 superexpressando a subunidade B56A a SET e
tratadas com 50 e 250 uM de t-BHP e 250 e 500 uM de per6xido de hidrogénio. A absorbancia

foi avaliada a 450 nm utilizando um leitor automatico de microplaca (50 MPR, Varian).
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3.15. Fracionamento de proteinas citoplasmaticas e nucleares
O fracionamento foi desenvolvido com o kit ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear

Protein Extraction (Fermentas) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.16. Plasmideos para short hairpin RNA (shRNA)
Os plasmideos para silenciamento do RNAm de PTEN foram obtidos da Sigma-Aldrich
em dois vetores diferentes: pLKO.1-puro (TCR1) e TCR2-pLKO-puro (TCR2) (Tabela 4).

Tabela 4- Plasmideos contendo shRNA para RNA de interferéncia contra PTEN.

Identificacio Numero TCR Sequéncia do shRNA

shCN TCR1 (Non- SHCO002 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACT

Mammalian Target) C

shCN TCR2 (Non- SHC202 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACT

Mammalian Target) C

sh2745 TCR1 TRCNO0000002745 CCGGAGGCGCTATGTGTATTATTATCTC
GAGATAATAATACACATAGCGCCTTTTT
T

sh2747 TCR1 TRCNO0000002747 CCGGCTAGAACTTATCAAACCCTTTCTC
GAGAAAGGGTTTGATAAGTTCTAGTTTT
T

sh2748 TCR1 TRCNO0000002748 CCGGCGTGCAGATAATGACAAGGAACT
CGAGTTCCTTGTCATTATCTGCACGTTTT
T

sh219043 TCR2 TRCNO0000219043 GTACCGGGGGCTTTAACTGTAGTATTTG
CTCGAGCAAATACTACAGTTAAAGCCCT
TTTTTG

sh230370 TCR2 TRCNO0000230370 CCGGCCACAAATGAAGGGATATAAACT
CGAGTTTATATCCCTTCATTTGTGGTTTT
TG

Os plasmideos para silenciamento do RNAm da subunidade B56A da PP2A foram
obtidos da Sigma-Aldrich em dois vetores diferentes: pLKO.1-puro (TCR1) e TCR2-pLKO-
puro (TCR2) (Tabela 5).
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Tabela 5- Plasmideos contendo shRNA para RNA de interferéncia contra PP2A B56A.

Identificacdo Numero TCR Sequéncia do shRNA

shCN TCR1 (Non- SHC002 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAAC

Mammalian Target) TC

shCN TCR2 (Non- SHC202 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAAC

Mammalian Target) TC

sh367676 TCR2 TRCNO0000367676  CCGGAGTCTGACTGAGCCGGTAATTCT
CGAGAATTACCGGCTCAGTCAGACTTT
TTTG

sh2552 TCR1 TRCNO0000002552 CCGGGAGTTCTTCTTACGTTTCCTTCT
CGAGAAGGAAACGTAAGAAGAACTCT
TTTT

sh2555 TCR1 TRCNO0000002555 CCGGGTGGACAATAACTGATGAATAC
TCGAGTATTCATCAGTTATTGTCCACT
TTTT

sh10715 TCR1 TRCNO0000010715 CCGGCCAGCCAAACATAGCCAAGAAC
TCGAGTTCTTGGCTATGTTTGGCTGGT
TTTT

sh356029 TCR2 TRCNO0000356029 CCGGCAATCCATGGACTGATCTATACT
CGAGTATAGATCAGTCCATGGATTGTT
TTTG

3.17. Analise de Expressdo de RNA

3.17.1. Extragdo RNA total

As células foram lisadas diretamente na placa de cultura pela adi¢do de 1mL de Trizol
para cada 3,5cm de placa. Apds incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, foram
adicionados 200uL de cloroférmio, e as amostras, centrifugadas a 12000xg por 15 minutos a
4°C. Ao sobrenadante foram adicionados 500uL de isopropanol, e ap6s 10 minutos a
temperatura ambiente e realizada nova centrifugacéo. O pellet foi, entdo, lavado com 1mL de
etanol 75% (com agua livre de DNase e RNase). Depois de serem vortexadas, as amostras foram
centrifugadas a 7500xg por 5 minutos a 4°C. As amostras foram resuspendidas em 20uL de
H20 livre de RNases e incubadas por 10 minutos a 60°C. A quantificagdo do RNA total foi
realizada aplicando-se 2uL das amostras no espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Science -
USA) em comprimento de onda de 230nm, além de considerar a relagdo entre 0s comprimentos

de ondas 260/280nm e 260/230nm para avaliacdo da qualidade das amostras e a integridade das
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bandas 30S e 50S em gel de agarose com MOPS e formaldeido. 20ug do RNA foi tratado com
RQ1 RNAse-Free DNAse (Promega) conforme as especificactes do fabricante. Em seguida, o
RNA tratado foi purificado com 100uL de fenol:cloroférmio:alcool (25:24:1) para cada 50uL
de amostra e precipitado com acetato de sodio 0,3M pH 5.3 e etanol 70% (v/v). O pellet foi
resuspendido em 12uL de 4gua RNAse Free.

As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até o momento do uso.

3.17.2. Gel de agarose de qualidade para RNA

Para verificar a integridade do RNA extraido, as bandas correspondentes as subunidades
30S e 50S foram avaliadas em gel de agarose. No gel preparado com 1,2% de agarose em
tampdo FA (MOPS 20mM pH 7.0, NaOAc 5mM, EDTA 10 mM) e formaldeido 2% (v/v) em
agua livre de RNAse foi aplicado 1jug de RNA para cada amostra, apos a adicdo de loading
buffer contendo azul de bromofenol 0,25%, EDTA 4mM, formaldeido 0,9M e glicerol 20%
(v/v), formamida 30,1%, tampdo FA 1X em &gua livre de RNAse. A eletroforese foi realizada
a 100 volts e 0 RNA corado com brometo de etidio (0,5 ug/ml) visualizado sob UV. Para analise

foram utilizados os marcadores de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen e Fermentas).

3.17.3. Sintese de DNA complementar (cDNA) total

Cerca de 5ug do RNA total extraido de linhagens celulares foi aplicado na producéo do
cDNA utilizando oligos oligo dT e Randon Primer com o kit Go Script Reverse Transcriptase
(Promega) conforme as especificacbes do fabricante. O produto amplificado foi quantificado
usando o espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Science - USA). Para o RT-PCR foi
desenvolvida uma curva de 50, 100 e 200 ng de cDNA para determinar qual a quantidade
apropriada para a amplificagdo do gene PTEN, com os oligos para PTEN total (NM_000314.4).
Também foi realizada PCR gradiente (43°C a 60°C) para determinar a temperatura de
anelamento ideal para os oligos PTEN total, PTEN B e PTEN A. Como controles foram
utilizados os oligos para amplificagdo do GAPDH e RNA extraido de leucécitos do sangue

periférico.

3.17.4. Eletroforese em gel de agarose
No gel preparado com 1% de agarose em tampao TAE (tris-base 40mM pH 7.2, NaOAc
20mM, EDTA 1 mM) foram aplicadas as amostras, apés a adi¢do de loading buffer contendo
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xilenocianol 0,25%, azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%. A eletroforese foi realizada a
100 volts, o DNA corado com brometo de etidio (0,5 ug/ml) e visualizado sob UV. Para analise
foram utilizados os marcadores de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen ou

Fermentas).

3.17.5. One Step Superscript

Como alternativa ao método de sintese de cDNA total, foi realizada a amplificacdo
direta do RNA alvo utilizando a enzima SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Foram utilizados oligos especificos para a subunidade catalitica alpha da PP2A (PP2A Ca)
(NM_002715.2).

3.17.6. PCR em tempo real

A amplificacdo e a quantificacdo dos transcritos alvo foram realizadas por PCR em
tempo real usando EVA Green (Uniscience). A reacdo foi montada para um volume final de
10pL, contendo 5uL de master mix (Fast EvaGreen, Uniscience), 0,3uM de cada primer e
100ng de cDNA. A ciclagem utilizadas foi 96°C — 2min e 45 repeti¢cdes de 96°C — 15seg, 59-
65°C — 10seg e 72°C — 25seg. Em cada anélise de PCR em tempo real foram amplificados ao
menos dois genes constitutivamente expressos (beta-globina, GAPDH) para normalizacdo. O
calculo da expressdo diferencial dos genes foi feito pela quantificacdo relativa pela férmula 2
AACt O equipamento utilizado foi o Eppendorf Mastercycler Realplex 4 S (Eppendorf). Os
iniciadores utilizados para deteccdo dos transcritos alternativos de PTEN total, PTEN B e PTEN
A, descritos por Sharrard e Maitland (2000). Os PCRs para células tratadas com TSA e 5-aza-
deoxicitidina e HN12 shCN e HN12 shSET foram desenvolvidos com sonda especifica
PrimeTime Mini gPCR Assay para PTEN (IDT).

3.17.7. Oligonucleotideos
Os oligos utilizados para a amplificacdo dos transcritos do gene PTEN (PTEN total, B
e A) por RT-PCR foram os mesmos descritos por Sharrard e Maitland (2000) e estdo descritos

na Tabela 6.
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Tabela 6 — Oligos utilizados para RT-PCR para transcritos do gene PTEN humano.

Identificacéo

PP2A Ca
(NM_002715.2)

PTEN total
(NM_000314.4)

PTEN B

PTEN A

Primer

Foward

Reverse

Foward

Reverse

Foward
Reverse
Foward

Reverse

Sequéncia (5°—3°) Amplicon
(pb)
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTG 930
GACGAGAAGGTGTTCACC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG
GTCTTACAGGAAGTAGTCTGGGGT
ATGACAGCCATCATCAAAGA 1212
GGATCCTCAGACTTTTGTAATTTG
PTEN total Foward 721
GGATCCTGCCTCAGCATCCTGAGTAG
PTEN total Foward 1096
TGATCGGATCCAAACACACATCACATACATAC

Os oligos usados para PCR em tempo real para os transcritos foram desenhados

seguindo a descricdo de Sharrard e Maitland (2000) e estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Oligos para PCR em tempo real usando EVA Green.

Identificacdo Primer Sequéncia (5°—3°) Extenséo (pb)

PTEN total Foward GTGAAGCTGTACTTCACAAAA 186
Reverse TCAGACTTTTGTAATTTGTGT

PTEN B Foward GCAAATTTTTAAAGGCACAAG 174
Reverse ATCTCTTGACCTTGTGATCCG

PTEN A Foward GCAGATAATGACAAGGAATAT 161
Reverse AAACACACATCACATACATAC

3.18. Bioanalyser

A amostra de RNA extraida da linhagem celular HeLa foi selecionada para anélise no

bioanalyser. Para tanto, a amostra, os padrbes e o0 marcador foram aplicados no chip RNA Pico
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LabChip (Agilent Technologies) e analisados no aparelho 2100 Bioanalyser (Agilent),
conforme as indicagdes do fabricante.
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4. Resultados — Parte 1

4.1. ConstrucOes para a SET, regioes da SET e mutantes da SET

Dados anteriores do nosso grupo, mostraram que a superexpressao da proteina SET
altera o status de fosforilagdo da proteina PTEN (Leopoldino et al., 2011). Assim, para
entendermos melhor a interagdo das proteinas PTEN e PP2A foram construidas regides da
proteina SET (inibidor de PP2A) com mutacGes em sitios considerados importantes para sua
regulacdo e ligacdo em PP2A. A escolha das mutacdes foi determinada com base no estudo de
conformacdo das proteinas SET e PP2A (Apéndice 1) e dados publicados por Mukhopadhyay
et al. (2009) mostrando que a mutacdo no residuo de Lis209 (K209) resulta na inibicdo da
interacdo entre SET e PP2A e estdo apresentadas abaixo (Figura 8). As construcGes de DNA
foram obtidas, sequenciadas e utilizadas para os estudos de fosforilacdo envolvendo PTEN-
PP2A-SET.

laa 277 aa 1laa 277 aa
| SET | SET
1laa 220 aa 277 aa K209D
NAP | Ac NAP Ac
166 aa 220 aa | k209D |
1aa 1159 a= | Sho 277 aa L1070 K119D | Shojt
. la119 | NAP Ac | . la119 | NAP Ac

Figura 8. Construcles para SET, suas regides e mutacdes escolhidas para determinar o sitio de
ligacdo da SET a PP2A. llustragdo esquematica das construgdes de DNA obtidas para SET (esquerda)
e as mutagdes estdo identificadas na figura a direita. A proteina SET apresenta no total 277 amino&cidos
(aa) e peso molecular aparente de 39 kDa, quando clivada, libera dois dominios: NAP que possui
homologia a familia de proteinas NAP (Nucleossome Assemby Protein) e o dominio Acido, que contém
a calda C-terminal. A partir desses dominios foram construidos também a regido 1 a 119 contendo a
calda N-terminal até o residuo 119 da proteina SET; regido NAP Ac contendo parte da regido NAP e o
dominio Acido (a partir do residuo 119 até 277); e a regi&o NAP Short construida com os residuos de
166 a 220. Além dessas regides, foram inseridas mutagGes nos residuos de Leul07 (L107), Lis119
(K119) e Lis209 (K209).

Conforme descrito em métodos, os clones contendo as regides de interesse (SET, NAP
K209, NAPACc Short, NAPAc Short K209D e 1 a 119 K119D_L107Q) foram selecionados por
PCR. Na Figura 9, os fragmentos entre 1000 e 1650 pb (canaletas 3, 5, 7 e 13) representam 0s

clones com inserto para SET total, cuja extensdo deve conter os 833 nucleotideos da SET
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acrescidos em torno de 100 nucleotideos das regides flanqueadoras do vetor (indicagdo pela

seta).

pb 1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 13

12216

2036
1636

1018

300

Figura 9. Construcdo do vetor de expressao com sequéncia da SET. Selecdo por PCR dos plasmideos
contendo os fragmentos de interesse. Gel de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium). Canaletas 1:
padréo de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen); nas canaletas de 2 a 14: produto da PCR de colonia para
vetor pDONR com inserto para SET.

Os clones do vetor de expressdo para a regido NAP K209D confirmados por PCR de
col6nia foram os clones 6, 7, 11 e 13, os quais apresentaram uma banda bem definida entre 700
e 800 pb (Figura 10).

pp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

2072

¥ Sl S Sl el el Sl e S

600

Figura 10. Construcéo do vetor de expressdo com sequéncia da regido NAP K209D. Identificacdo
por PCR dos plasmideos contendo os fragmentos de interesse. Gel de agarose 1% corado com Gel Red
(Biotium). Canaletas 1: padrdo de peso molecular de 1 Kb (Fermentas); nas canaletas de 2 a 13: produto
da PCR de col6nia para vetor pPDONR™/ZEO com oligos M13 foward e reverse para os clones de 1 a
12. Tamanho do amplicon esperado ~800 pb (seta).

A identificacdo dos fragmentos entre 400 e 500 pb nas canaletas 7, 8 (Figura 11 A),
indica a recombinacgdo correta do DNA da regido NAPAc Short e da regido NAPAc Short
K209D na canaleta 10 (Figura 11 B); a presenca de uma banda proxima a 600 pb indica que o
vetor de entrada deve conter a regido 1a119 K119D L107Q nas canaletas 2 e 5 (Figura 11 B).
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7 8 9 10 11 pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 11. Construcédo dos vetores de expressdo com sequéncias NAPAc Short (A), NAPAc 1a 119
L107Q/K119D. Identificacdo por PCR dos plasmideos contendo os fragmentos de interesse. Gel de
agarose 1% corado com Gel Red (Biotium) com produto da PCR de coldnia. Em A) canaleta 1: marcador
de peso molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen); canaletas de 2 a 11: vetor pPDONR™/ZEO com
oligos M13 foward e reverse para clones obtidos com NAPAc Short. Em B) canaleta 1: marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen); nas canaletas de 2 a 6: 1a119 L107Q/K119D com
tamanho de amplicon esperado ~600pb (seta) clones 1, 2, 3, 4 e 5; nas canaletas de 7 al1: NAPAc Short
K209D de tamanho de amplicon esperado ~400 pb (seta) clones 1, 2, 3, 4 e 5.

Os clones selecionados foram sequenciados e as sequéncias de DNA obtidas foram
alinhadas com a sequéncia do transcrito 2 do gene SET disponivel no GenBank
(NM_003011.3). As sequéncias foram deduzidas a aminoacidos utilizando a ferramenta online

ExXPASYy server (http://www.expasy.org/) (Gasteiger et al., 2003) e alinhadas com a sequéncia

de aminoadcidos da proteina SET por meio do programa MULTIALIN

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) (Corpet, 1988). Apenas apds essa confirmacdo os

clones obtidos foram utilizados nos ensaios de expressdo em células HEK293. A Figura 12

mostra os alinhamentos de um dos clones selecionados para NAPAc Short K209D, as sequéncias

obtidas para os outros clones selecionados para este estudo foram incluidas no Anexo Il desse
documento.

A sequéncia analisada apresentou 99% de identidade e pareamento exclusivo com a
sequéncia da variante 2 da SET disponivel no GenBank (NM_003011.3) (Figura 12 A). A
mutacao sitio-especifica para o residuo de lisina (K) 209 foi confirmada pela substitui¢do pelo

residuo de acido aspartico (D) indicados em azul (Figura 12 B).


http://www.expasy.org/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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A)
NAPAc Short K209D pcDNA3.1 - T7 (Fw) — 05-01-14
Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mRNA
Sequence ID: ref[NM 003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1
Range 1: 849 to 1014GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match
Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand
296 bits(160) S5e-77 164/166(99%) 0/166(0%) Plus/Plus
Query 136  TTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 195
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 849  TTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 908
Query 196  CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 255
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 909  CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 968
Query 256  GAGGTCATCGATGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 301
CEEEEEEEE rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
Sbjct 969  GAGGTCATCAAAGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 1014
B)
1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0
[ 1
SET,var2 HSAPARKYSKKELNSHHDGADETSEKEQQEATEHIDEYQHEIDRLNEQASEETLKYEQKYNKLROPFFOKRSELTAKIPHFHYTTFYHHP
HAPAcShortK209D
COMEENEUS 4 assasassnsssssstsstsssstsstssssttsttstnttsttsttttnttsttsttststtsttasttttsttsttasttstattstss
a1 100 110 120 130 140 150 160 170 180
1 1
SET,var2 OVSALLGEEDEEALHYL TRYEYTEFEDIKSGYRIDFYFDEHPYFEMKYLSKEFHLNESGDPSSKSTEIKHKSGKDL TKRSSOTONKASRE
HAPAcShortK209D LTKRSSOTONKASRK
CONSENSUS  4isasssssssstssstststststststststnssstststssnssssstsessnsssssssessssssssssssssl IKRSSOTONKASRK
181 190 200 210 220 230 240 250 260 270

SET,var2 ROHEEPESFFTHFTDOHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPOHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEEGE
HAPAcShortK209D0 ROHEEPESFFTHFTDHSDAGADELGEYIDDDIHPHPLAYY

Consensus ROHEEPESFFTHFTDHSDAGADELGEY LADDIHPHPLAYY . sc s ansscssosssssnsssssssssssnssssasssnsss

271 277

SET,var2 EDEGEDD

HAPAcShortK2090

CONSENESUE  ..vvass

Figura 12. Sequéncia da regido da NAPAc Short K209D do DNA recombinante obtido. (A) Analise
da sequéncia obtido do clone selecionado para a regido NAPAc Short K209D usando BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Morgulis et al., 2008) e (B) alinhamento da sequéncia de
aminoécidos usando MULTIALIN. A mutacgdo inserida est4 destacada em azul.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014&from=849&to=1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014&from=849&to=1014
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4.2. Verificagdo e andlise dos DNAs recombinantes contendo os cDNAs das
subunidades regulatdrias das proteinas PP2A e PTEN-GFP

Os clones obtidos pela Addgene para expressdo das subunidades regulatorias B da

proteina PP2A foram amplificados em E. coli e digeridos com enzimas de restricdo (Figura 13).

Na Figura 13, canaleta 2, a banda proxima a 2 kb mostra o inserto cONA PTEN (Liu et

al., 2005) e a banda acima de 5 kb refere-se ao vetor com GFP; na canaleta 4, a banda proxima

a 8 kb refere-se ao vetor pMIG FLAG B55alpha (PP2A B55a), a banda proxima a 3 kb (canaleta

5) refere-se ao inserto pCEP-4HA B56alpha (PP2A B56a), a banda acima de 2 kb (canaleta 6)

refere-se ao inserto pCEP-4HA B56beta (PP2A B56p) e a banda acima de 12 kb (canaleta 7)

refere-se ao vetor pCEP-4HA B56delta (PP2A B56A). A canaleta 3 apresenta o produto da

digestdo do vetor contendo Aktl, utilizado como controle em alguns experimentos.

bp

12000

5000

2000
1650

1000

Figura 13. Digestdo dos vetores obtidos da plataforma Addgene contendo cDNA para as
subunidades regulatérias B da proteina PP2A. Gel de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium). Na
canaleta 1: marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), canaleta 2: produto da
digestdo do vetor GFP-PTEN com as enzimas de restricdo Hind 11l e EcoRl, canaleta 3: produto da
digestéo do vetor de Aktlcom as enzimas BamHI e EcoRl, canaleta 4: produto da digestdo com a enzima
EcoRI do vetor pMIG FLAG B55alpha, canaleta 5: produto da digestdo com as enzimas Not | e Xho |
para o vetor pCEP-4HA B56alpha, canaleta 6: produto da digestdo do vetor pCEP-4HA B56beta com
as enzimas Not | e Xho |, e canaleta 7: produto da digestdo do vetor pCEP-4HA B56delta com a enzima
Not I.

Para confirmar a expressao das proteinas estudas, células HEK293 foram transfectadas
com diferentes vetores e as células lisadas foram analisadas por Western blot (Figura 14). A
figura mostra a expressao de SET, T7-Akt (Figura 14 A); GFP-PTEN (Figura 14 B); PP2A
B560, PP2A B56f3, PP2A B56A e PP2A B55a (Figura 14 C).
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Figura 14. Andlise da expressdo das proteinas de interesse utilizando os vetores obtidos da
Addgene em células HEK?293. Western blot dos extratos proteicos obtidos de células HEK293 ap6s
48h de transfeccdo com os vetores para as proteinas SET, T7-Akt, PTEN-GFP, e subunidades B da
PP2A. Em A) Andlise da proteina T7-Akt e SET em comparacédo ao controle (ndo transfectado; Mock.
Em B) Proteina GFP-PTEN identificada usando anti-PTEN por WB. Em C) As proteinas PP2A sub B
foram identificadas usando anti-PP2A B.

4.3. Analise do efeito da SET total e mutada na atividade da fosfatase PP2A e PTEN

Os vetores contendo SET e suas regies foram transfectados em células HEK293 para
analise de expressdo das proteinas recombinantes por Western blot. Como controles foram
utilizadas as células HEK293 tanto tratadas com o reagente de transfec¢do na auséncia de DNA
plasmidial (Mock); além dos vetores de expressdo de PTEN (controle positivo) e PP2A B56A
(Figura 15).

Observamos um aumento nos niveis de PTEN total quando a proteina SET €
superexpressa, assim como para algumas regides da SET. As mutacgdes nos residuos K209D e
L107Q/K119D aumentaram os niveis de PTEN fosforilado, quando comparadas com seus
controles sem mutacdo (NAP, 1 a 119, e NAP short). Desse modo essas regides demostraram

maior potencial para regulagdo de PTEN (Figura 15).
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Figura 15. Analise da expresséo dos vetores construidos para a SET e SET com mutagdes. Western
blot (WB) usando os lisados proteicos (10 pg) de células HEK293 transfectadas com vetores para

expressdo das proteinas SET e suas regides bem como PTEN e PP2A B56A utilizando os anticorpos
especificos para as proteinas de interesse. Anti-beta-actina foi usado como controle enddégeno.

Afim de relacionar essa modulacgéo de fosforilagédo de PTEN sobre a atividade de PP2A,
foi determinada a atividade de PP2A em células HEK293 com superexpressdo da SET e suas
regides, assim como para o vetor vazio e o vetor para PTEN, foram quantificadas utilizando o
Kit Ser/Thr Phosphatase Activity Assay (Promega) (Figura 16). A analise da atividade de PP2A
em células com superexpressao de SET e das regides da SET, revelou que as regifes 1 a 119 e
Ac da SET possuem maior capacidade inibitoria de PP2A, aproximando-se mais da inibi¢éo
observada na presenca da SET total. O papel principal da regido acida na inibicdo da PP2A
(Figura 16) esté de acordo com os dados sobre essa regido encontrados na literatura (Arnaud et
al., 2011). Contudo o resultado obtido para a mutagdo L107Q/K119D da regido 1 a 119 sugere
que esta regido é fundamental para a inibicdo de PP2A pela SET, pois foi capaz de reverter a
inibicdo. A regido NAP mostrou menor efeito inibitério na PP2A do que a regido acida, sendo

assim escolhida para os estudos seguintes.
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Figura 16. Identificacdo do sitio de ligagcdo da SET a PP2A através de suas regides e mutacdes sitio
especificas. Gréafico representativo para atividade de PP2A medida em pmol de fosfatos em relacéo ao
tempo de reacdo e a quantidade em pg de proteinas totais presentes nos lisados celulares analisados ap6s
normalizagdo com reagdes na presenca de acido ocadaico (inibidor especifico de PP2A). O acumulo da
SET resultou em inibi¢cdo completa de PP2A, a qual foi revertida apenas pelas muta¢des L107Q/L119D
presente na regido 1 a 119. A regido NAP e NAP short mostraram menor potencial inibitorio de PP2A
e aregido acida (Ac) a maior capacidade inibitéria quando comparado a SET total. A superexpressao de
PTEN mostrou efeito negativo na atividade de PP2A, quando comparado ao controle. Foram realizados
trés testes independentes. As colunas representam a média = erro padrdo da média. **p<0,005
comparado ao controle (Mock) (Teste t” student pareado).

4.4. Analise da interacdo PTEN-PP2A
A analise por Western blot das células HEK293 contendo superexpressdo da SET e das
subunidades B de PP2A mostrou que a superexpressdo da subunidade B56A tem maior
participacdo na desfosforilagdo da proteina PTEN em relacdo aos controles e as demais
subunidades (Figura 17). Nota-se também aumento de PP2A C quando ha aumento de SET e
das subunidades B de PP2A.
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Figura 17. A subunidade B56A de PP2A promove desfosforilagio de PTEN em S380. Células
HEK293 ndo transfectadas (Mock) ou transfectadas com vetores para superexpressao da proteina SET
e subunidade B da PP2A, utilizando os anticorpos anti-PTEN (FL-403) (Santa Cruz), anti-p-PTEN S380
(Santa Cruz), anti-PP2A Subunidade C (Cell Signaling) e anti-GAPDH. A fosforila¢do do residuo S380
foi negativamente regulado pela superexpressao da subunidade B56A, contudo nao pode ser observada
alteracdo nos niveis na andlise dos trés residuos de fosforilagdo (S380, T383, T383). As outras
subunidades ndo mostraram potencial de regular nenhum dos residuos de fosforilagdo de PTEN. PTEN
e PP2A C foram analisados para avaliar os niveis totais e GAPDH foi usado como controle enddgeno.

Para determinar se ha interagdo entre as proteinas PTEN e a subunidade BS6A da PP2A
foi realizado ensaio de co-imunoprecipitacdo (co-1P) com células HEK293 transfectadas com
o0 vetor GFP-PTEN e com células superexpressando HA-PP2A B56A (Figura 18). A presenca
da proteina PTEN nos produtos de co-IP com anticorpos anti-PP2A Subunit B e anti-HA (HA-
PP2A B56delta) demonstra a interacéo da proteina PP2A com PTEN e de modo complementar,
a presenca de PP2A nos imunoprecipitados com anticorpos anti-PTEN, confirma a interacdo da
proteina PTEN com a subunidade B da PP2A.
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Figura 18. Interacido molecular entre PTEN e PP2A B56A. Para a co-IP das proteinas PTEN (IP:
GFP-PTEN) e subunidade B56A da PP2A (IP: PP2A-B56A) foi utilizado extrato proteico obtido das
celulas HEK293 com superexpressdo de GFP-PTEN (Input) e HA-PP2A B56A (Input). O Western blot
foi realizado com anti-PTEN S380, anti-PP2A Subunit B.
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A partir da confirmacdo da interacdo entre PTEN e PP2A BS56A, foi analisada a
distribuicédo celular destas proteinas em células HEK293 transfectadas com GFP-PTEN e PP2A

B56A por imunofluorescéncia (Figura 19).

anti-PTEN S380 anti-PP2A B DAPI Merge

Mock

GFP-PTEN

PP2A B56A

Figura 19. O aumento de PP2A B56A promove reducio de PTEN S380. Imunofluorescéncia das
celulas HEK?293 transfectadas com GFP-PTEN (verde), PP2A B56A ou controle (Mock) marcadas com
anti-PTEN S380 (verde), anti-PP2A subunidade B (vermelho) e DAPI. Aumento de 1000x usando Zeiss
Axiovert 40 Fluorescence Microscope e Zeiss Axiovision 4.8.2 Software.

No acimulo de PTEN e mesmo no controle (Mock) pode-se visualizar sobreposicéo das
proteinas PTEN e PP2A (Figura 19, merge). Em contrapartida, a superexpressao de PP2A B56A
regulou negativamente os niveis de PTEN S380 nas células analisadas (Figura 19). Uma vez
que a reducdo dos niveis de fosforilacdo de PTEN esta relacionada a degradagdo de PTEN via
proteassomo (Vazquez et al., 2000), a superexpressdo dessa subunidade, sugere que ao

desfosforilar seus residuos, resulta na reducdo também dos niveis de PTEN (Figura 19).

4.5. Atividade de PTEN
De modo a analisar se a variacdo nos niveis de fosforilagdo de PTEN tem efeito em sua
atividade, foi realizado o ensaio de atividade de fosfatase baseado na deteccdo de fosfato
liberado pela converséo de PIP3 em PIP2 por PTEN. A partir da equagdo quadratica obtida pela
curva de calibragdo (Figura 20), foi determinada a atividade de PTEN em células HEK293
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(Mock) e HEK293 transfectadas com vetores contendo SET, 1a 119, 1 a 119 L107Q/K119D,
PTEN e PP2A B56A, os resultados estiao apresentados na Figura 21.
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Figura 20. Curva de calibracéo de fosfato pelo kit de verde de malaquita. Os valores foram plotados
em uma curva ndo-linear quadrada e a equagdo quadréatica da reta foi utilizada para determinar os valores
da reacdo amostral.

Como esperado, as células transfectadas com GFP-PTEN apresentaram maior atividade
de fosfatase quando comparadas com o mock (p = 0,0047). As células com superexpressao de
SET apresentaram aumento significativo (p = 0,0104, Figura 21) da atividade de fosfatase
concordando o aumento nos niveis de PTEN total (Figura 15). A regido 1 a 119 ndo apresentou
aumento significativo na atividade de PTEN quando comparada ao controle (Mock), de outro
modo, a regido 1 a 199 L107Q/K119D apresentou aumento significativo (p = 0,0262, Figura
21) na atividade de PTEN quando comparada a seu proprio controle ao Mock. Os resultados
observados para as regides 1 a 119 e 1 a 119 L107Q/K119D confirmam a importancia da
atividade de PP2A na regulacdo de PTEN e que essa regido da SET e importante no controle
desse mecanismo. Os resultados apresentados nas Figuras 16 e 21 evidenciam que a regido 1 a
119 mantem as caracteristicas necessarias para que a SET possa interagir com PP2A e inibir
sua atividade, embora essa inibicdo néo seja suficiente para afetar PTEN, o seu mutante, 1 a
119 L107Q/K119D, ao perder o potencial de inibi¢do de PP2A também resulta no aumento de

atividade de PTEN, confirmando a hipbtese de que na auséncia da SET a proteina PP2A mais
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ativa participa da desfosforilacdo de PTEN e regula positivamente sua atividade. As células
transfectadas com PP2A B56A ndo apresentaram alteracdo significativa na atividade PTEN,

contrariando o esperado com base nos dados de fosforilacdo de PTEN S380.
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Figura 21. Efeito da proteina SET e suas regifes e PP2A B56delta sobre a atividade da fosfatase
PTEN. Grafico representativo da liberagdo de fosfato pela desfosforilagdo de PIP3 pela fosfatase PTEN,
medida pelo método de verde de malaquita. Para determinar a atividade especifica de PTEN o extrato
proteico de células HEK293 (Mock) e HEK?293 transfectadas com vetores contendo SET, 1a119,1a
119 L107Q/K119D, PTEN e PP2A B56A foram utilizados no ensaio de co-IP com anti-PTEN. Foram
usados como controles da reacdo o substrato PIP3 e 2,5 ug da proteina PTEN recombinante purificada.
A reacdo de PTEN recombinante foi utilizada como controle positivo. Foram realizados trés testes
independentes em duplicata. As colunas representam a média = erro padrdo da média. *p<0,05
comparado ao controle (Mock) (Teste t” student ndo pareado).

Afim de entender melhor os efeitos dessas alteragcdes em atividade de PP2A e PTEN
observados no presente estudo, outras proteinas da via de sinaliza¢do de PI13K foram analisadas.
Para relacionar os resultados obtidos no ensaio de atividade de PTEN com os efeitos na via de
PI3K, os mesmos lisados foram utilizados nos ensaios de Western blot a sequir (Figura 22).

A transfecgdo com vetor para a SET induziu aumento nos niveis de PTEN total e
fosforilado, assim como nos niveis de PP2A B56A e Akt fosforilado. A regido 1 a 119
L107Q/K119D quando comparada a regido 1 a 119 sem mutacdo apresenta aumento nos niveis
de p-PTEN S380, mas ndo nos niveis de p-PTEN S380/T381/383. A superexpressao de PP2A
B56A resultou em aumento dos niveis de PTEN total, p-PTEN S380/T381/383, p-Akt S473,

reduzindo apenas os niveis de p-PTEN S380, o que pode explicar o baixo rendimento do lisado
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no ensaio de atividade, uma vez que os trés residuos precisam estar desfosforilados para que a
proteina esteja ativa (Vazquez et al., 2000a; Rahdar et al., 2009).
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Figura 22. Modulagéo da via de PI3K/Akt pela SET, PP2A e PTEN. Western blot com os lisados de
HEK293 ndo transfectada (Mock) e transfectadas com vetores para SET e suas regides, PTEN e PP2A
B56A. Os anticorpos usados foram para SET, p-PTEN S380/T383/T383, p-PTEN S380, PTEN total,
PP2A B56A, p-Akt S473, p-Akt S308, Akt total e GAPDH.

Para confirmar essa hipdtese as células foram marcadas com fluoréforos e analisadas
por microscopia confocal (Figura 23). Apesar do aumento de expressédo de PTEN induzido pela
superexpressdo de SET, ndo ha um aumento na colocalizacdo de PTEN e subunidade B de
PP2A na presenca de SET e 1 a 119, a colocalizacdo dessas proteinas foi mais evidente no
acumulo de 1 a 119 mutada e da propria proteina PTEN, indicando que a perda de inibicdo de
PP2A pela SET favorece a interagdo de PTEN e PP2A.
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Figura 23. Efeito da SET e suas regides sobre os niveis e distribui¢cdo de PTEN e PP2A B em células
HEK293. As células imunomarcadas com anti-PTEN e anti-PP2A B foram fotografadas com
microscopio Confocal de escaneamento laser Leica TCS SP8 (Leica Microsystem, Alemanha) utilizando
objetiva de 63x com zoom digital de 3x. O fluor6foro Alexa Fluor® 488 (PTEN) e 550 (PP2A B) foram
excitados com laser de 488 nm e 552nm laser, respectivamente, enquanto o DAPI foi excitado a 405nm.
Foram adquiridas imagens de pelo menos 3 campos diferentes para cada condigéo.

4.6. Efeito das subunidades B de PP2A e de PTEN sobre a viabilidade celular
As células HEK?293 transfectadas com os vetores utilizados para induzir superexpressao

das proteinas estudas tiveram sua viabilidade avaliada em comparacdo ao controle néo
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transfectado (Mock) (Figura 24). A inducdo da expressdo das subunidades B560, B56f de
PP2A e de PTEN resultaram em aumento da viabilidade celular, contudo os outros vetores ndo

foram capazes de alterar significativamente a viabilidade das células trasnfectadas.
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Figura 24. Efeito das subunidades B da PP2A e de PTEN na viabilidade celular. O grafico mostra
a viabilidade das células HEK293 nédo transfectada (Mock), e transfectadas com subunidade B560a.
(B56alpha), B56B (B56beta), B5S6A (B56delta), B55a (B55alpha) e PTEN, apds normalizacdo com
células controle tratadas apenas com o reagente de transfeccdo (Mock). As amostras foram analisadas
em triplicatas por ensaio de Resazurina. As colunas representam a média + erro padrdo da média,
*p<0,0001. Como se tratam de amostras independentes, foi utilizada a analise estatistica One-way
ANOVA, Bonferroni post test.

4.7. Estudo do Efeito do Estresse Oxidativo sobre PTEN

4.7.1. Regulacado da fosforilacdo de PTEN por estresse oxidativo induzido por tert-
butil-hidroperoxido (t-BHP) e perdxido de hidrogénio

O t-BHP e perdxido de hidrogénio, frequentemente sdo utilizados para mimetizar a
condigdo de estresse oxidativo encontrada nos tumores, e varios trabalhos relacionam o estresse
oxidativo com a perda de funcdo de PTEN (Lee et al., 2002) e aumento de atividade de PP2A
(Xu et al., 2011a). Para avaliar o efeito do estresse oxidativo sobre a fosforilagdo de PTEN em
nosso modelo, células HEK293 e a linhagem tumoral HN12 foram tratadas com t-BHP e
peroxido de hidrogénio. As células HN12 e HEK293 foram incubadas com t-BHP 50 e 250 uM
e perdoxido de hidrogénio 50, 250 e 500uM. As células HN12 foram incubadas nessas condicdes
por 1 hora, enquanto as células HEK293 foram incubadas por 2 horas. Os lisados foram

analisadas por Western blot para determinar o status de fosforilagdo de PTEN (Figura 25).
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A Figura 25 mostra que, de maneira geral, os tratamentos com t-BHP n&o alteraram 0s
niveis de PTEN para a linhagem HN12 (Figura 25 A), enquanto a linhagem HEK293 mostrou
resposta dependente da presenca ou auséncia de soro bovino fetal. O tratamento na presenca de
SFB resultou em aumento dos niveis de PTEN fosforilado (S380/T383/T383) ap0s incubacao
com t-BHP e reducdo nos niveis de PTEN ap6s incubacdo com perdxido de hidrogénio (Figura
25 B). A retirado do SBF resultou na perda dessa modula¢do em células HEK293 (Figura 25
C).
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Figura 25. Efeito do t-BHP e pero6xido de hidrogénio sobre a fosforilacdo de PTEN em células
HEK?293 e HN12. Em A) Western blot para analise do status de PTEN em células HN12 apds tratamento
com t-BHP e peroxido de hidrogénio (H20) por 1 h; B) Western blot com lisado celular de HEK293
tratadas com agentes oxidantes por 2 horas cultivadas com meio DMEM completo; C) Western blot para
células HEK293 tratadas com agentes oxidantes por 2 horas em meio DEMESM sem SBF.

Para verificar se os tratamentos foram capazes de induzir também a oxidacdo de PTEN,

foi realizada a eletroforese em condi¢do ndo redutora e imunomarcagdo com anti-PTEN. A
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banda que aparece abaixo da banda normalmente marcada para PTEN (forma reduzida da
proteina) refere-se a forma oxidada da proteina PTEN.

Como esperado(Leopoldino, Squarize, Garcia, Almeida, Pestana, Polizello, et al.,
2012), a concentracdo de 0,25 mM de perdxido de hidrogénio induziu a oxidacdo de PTEN e 1
mM foi suficiente para causar 100% de oxidagdo de PTEN em ambas as linhagens cultivadas
na presenca de SBF (Figura 26). Todavia o t-BHP possa induzir uma condigdo de estresse
oxidativo no ambiente celular, ndo foi suficiente para oxidar a proteina PTEN na mesma
proporcdo que o H2O». A célula HN12 mostrou a presenga da banda de PTEN oxidado na
auséncia do tratamento, enquanto a HEK293 somente mostrou PTEN na forma reduzida,
indicando a presenca de estresse oxidativo em condigdo de homeostase na linhagem HNSCC.
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Figura 26. Efeito do estresse oxidativo induzido por t-BHP e H,O; na oxidacdo de PTEN em células
HN12 e HEK?293. Western blot em condi¢fes ndo redutoras para identificacdo de PTEN oxidado em
células HN12 (A) e HEK293 (B) ap6s 2 horas de tratamento com as concentracdes indicadas de t-BHP
e H20, (0,05mM a 1,0 mM). Anticorpo utilizado para PTEN total.

Desse modo, para modular PTEN na linhagem de HN12 é necessario a administracao
de altas concentracdes de peroxido de hidrogénio. Para a célula HEK293, o tratamento com
peroxido de hidrogénio regula negativamente a atividade de PTEN, uma vez que reduz os niveis
de PTEN total, enquanto, o tratamento com t-BHP, pode ser utilizado para modular
negativamente sua atividade devido ao acumulo de PTEN fosforilado (inativo). Estes dados
confirmar a relacdo de estresse oxidativo com funcédo e atividade de PTEN, potencialmente
como um sensor de estresse oxidativo como tem sido proposto na literatura (Kitagishi e
Matsuda, 2013).

4.7.2. Protecdo contra oxidacdo de PTEN pela SET

Antes das analises das amostras de interesse foi obtida a curva de calibracdo com
concentragdes variaveis de proteinas de HEK293T, HEK293 e de HEK293T (0,5 pg/uL) apés
tratamento com 10U de Calf-intestinal alkaline phosphatase (CIAP/CIP), que foi utilizado
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como controle negativo (Figura 27 A). A proteina SET consegue manter o nivel de PTEN
fosforilado na co-expressdo de SET e da subunidade B56A da PP2A (p = 0,0137) (Figura 27
B), e quando a célula é exposta a perdxido de hidrogénio (p = 0,0419) (Figura 27 C), em
comparagdo com o controle (Mock). No ensaio de ELISA para deteccéo do nivel de fosforilagdo
de PTEN em S380 foi confirmado resultado observado pelo método de Western blot, os
tratamentos com t-BHP ndo alteraram os niveis de PTEN fosforilado (Figura 27 C). Isto
confirma o papel de PP2A B56A na desfosforilagao desse residuo e que a presenca da SET ndo
é suficiente para suprimir o processo, também sugere que a proteina SET esta envolvida no
controle de fosforilagdo deste residuo no estresse oxidativo. Além disto, ao comparar com 0
controle (Mock) o efeito do estresse induzido por 250 uM de H202 € maior (p = 0,0226) do que
0 observado quando a célula foi submetida a condi¢do de 50 UM com t-BHP, a protecdo da
desfosforilacdo pela presenca da SET superexpressa também foi observada com t-BHP (Figura
27 C), embora ndo haja diferenca estatistica entre elas. Podemos propor que a SET previne a
desfosforilagdo de PTEN na condicédo de estresse oxidativo.
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Figura 27. Fosforilagdo de PTEN em S380 determinada por ELISA em HEK?293. Em A) Curva de
calibragdo para o ensaio de ELISA com lisados celulares de HEK293, HEK293T e 0 mesmo lisado
tratado com CIP (controle). As concentragOes analisadas foram: 0,125, 0,250, 0,500 e 1,000 pg/pL para
HEK293T e 0,250, 0,500 pg/pL para HEK293T Em B e C) O grafico representa a medida de
absorbéancia diretamente proporcional a PTEN S380 fosforilado. As amostras foram analisadas em
triplicatas. As colunas representam a média + erro padrdo da média dessas triplicatas, *p<0,05. Teste t
pareado (95%).

4.5.3. Efeito do estresse oxidativo sobre a interacdo da SET com a PP2A

Para investigar o efeito das proteinas SET e PP2A B56A sobre a atividade de PTEN foi
analisado o status de fosforilacao do residuo S380 da proteina PTEN. Além disto, a fosforilagédo
da proteina Akt, uma quinase negativamente regulada pela fosfatase PTEN, foi analisada
(Figura 28). Neste ensaio foram utilizadas células HEK293 transfectadas ou ndo com vetor de
expressdo para SET, PP2A B56A e tratadas ou ndo com perdxido de hidrogénio (250 puM) por
1 hora, bem como controles, que foram células expostas ao reagente de transfec¢do sem o vetor
de expressdo (Mock); o vetor de expressao pcDNA contendo cDNA LacZ (galactosidase); vetor
para expressao de GFP-PTEN e Aktl (Figura 28).

Como observado nas Figuras 10 e 15, pode-se observar na Figura 28, a presenca da
subunidade B56A da PP2A reduz os niveis de fosforilacao do residuo S380 de PTEN em relacao
a seu controle (Mock). Uma vez desfosforilada, segundo a literatura, PTEN se torna mais ativa
e ocorre uma reducdo na atividade de Akt em consequéncia a menor fosforilacdo do residuo de
T308, via ativagdo de PI3K. Apesar, de observarmos os efeitos de PP2A B56A sobre a
fosforilagdo de PTEN, o mesmo ndo pode ser observado para a proteina Akt. Entretanto, o
aumento da fosforilagdo de Akt pode ser explicado pelo sequestro da subunidade catalitica de
PP2A pela subunidade B56A mais disponivel, limitando a interacdo entre a subunidade
catalitica e a subunidade B55a responsavel pela regulagao da fosforilagdo de Akt (Kuo et al.,
2008), levando a perda desse equilibrio. A superexpressdo da SET eleva os niveis de PTEN

fosforilado no residuo de S380, o que pode indicar uma inibi¢do na atividade da fosfatase, essa



Resultados — Parte 1|51

teoria € corroborada pela elevacdo de nos niveis de Akt fosforilado (Leopoldino, Squarize,

Garcia, Almeida, Pestana, Polizello, et al., 2012).
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Figura 28. Efeito do estresse oxidativo sobre a fosforilagdo de PTEN na presenca de acimulo da
SET. Western blot com extrato proteico obtido de células HEK293 incubadas apenas com reagente de
transfeccdo (Mock), transfectadas com vetor pcDNA LacZ, pcDNA SET, incubadas com peroxido de
hidrogénio (H20>) na presenca da superexpressdo de SET ou Mock, transfectadas com vetor PCEP para
expressdo da subunidade B56A da PP2A, pcDNA para expressao de GFP-PTEN e pcDNA para
producdo de Aktl. Os anticorpos usados foram para p-PTEN S380, p-Akt T308, GAPDH.

Foram feitos ensaios de co-transfeccdo de células HEK293 com vetores para PTEN e
para a PP2A subunidade B56A, do vetor para PTEN e para SET assim como dos trés vetores
PTEN, SET e PP2A B56A. Os niveis de PTEN fosforilado e total foram analisados por Western
blot (Figura 29).
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Figura 29. Analise de PTEN em células HEK?293 co-transfectadas com vetores para expressao da
proteina PTEN, SET e PP2A B56A. Os lisados de células com superexpressdo de PTEN foram
utilizados como controle das co-transfeccdes para superexpressdo de PTEN + SET; PTEN + PP2A
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B56A; PTEN + SET + PP2A B56A. O Western blot foi realizado com anti-p-PTEN S380, anti-PTEN
total e anti-GAPDH.

A proteina SET aumenta os niveis de PTEN recombinante fosforilado no residuo de
S380 e a manutencdo da fosforilacdo desse residuo resulta no acumulo de PTEN total, uma vez
que ndo é acionada a via de degradacdo de PTEN (Vazquez et al., 2000). A superexpressdo da
subunidade B56A de PP2A nio alterou significativamente a marcagdo para PTEN fosforilado,
mas houve aumento para PTEN total, conforme esperado, pois a forma fosforilada é mais
estavel (Vazquez et al., 2000).

4.7.3. Fracionamento de nucleo e citoplasma em condicdo estresse oxidativo

induzido por tert-butil-hidroperéxido (t-BHP) e perdxido de hidrogénio

O estudo das proteinas fracionadas no nucleo e citoplasma foi realizado para avaliar o
efeito do estresse oxidativo e da SET na distribuicdo e estabilidade de PTEN. A Figura 23
mostra que a SET aumentou PTEN total no citoplasma da célula na presenca e auséncia de
estresse oxidativo induzido por t-BHP (Figura 30 A). Este aumento é associado a maior
estabilidade da proteina na célula, que acontece quando a proteina néo ¢é desfosforilada.

Para a analise do efeito do estresse oxidativo sobre a atividade e localiza¢do de PTEN,
foram avaliadas quanto a fosforilacdo de PTEN células HEK293 com expressdao normal ou
elevada de SET foram tratadas com t-BHP e perdxido de hidrogénio nas concentracdes de 50 e
250 UM e peroxido de hidrogénio 50, 250 uM por 30 minutos (Figura 30 B). Também foram
analisadas as células HN12, tratadas com t-BHP e perdxido de hidrogénio nas mesmas
condicBes. Como as células HN12 apresentaram nos experimentos anteriores oxidacdo de
PTEN antes mesmo do tratamento com agentes oxidantes, foi incluido um controle negativo ao

experimento com agente antioxidante N-acetil-cisteina (NAC) (Figura 30 C).
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Figura 30. Acumulo de PTEN nuclear em células tratadas com t-BHP e reducéo de PTEN nuclear
e citoplasmatico em células tratadas com peroxido de hidrogénio. Em A) Western blot com
fracionamento de proteina PTEN citoplasmatica e nuclear de células HEK293 tratadas com t-BHP e
transfectadas com SET. Em B) Western blot usando anticorpo para PTEN fosforilado (S380/T383/T383)
e fracOes proteicas subcelulares de ndcleo e citosol obtidas de células HEK293 com superexpressao de
SET e tratamento com t-BHP e perédxido de hidrogénio. Em C) Western blot usando anticorpo para p-
PTEN S380/T383/T383 e fracdes proteicas subcelulares de nucleo e citosol obtidas de células HN12
tratadas com agente antioxidante (NAC; 1 mM por 24h), t-BHP e perdxido de hidrogénio por 30
minutos. O anticorpo anti-p-Actina foi usado como marcador da fracao citoplasmatica e anti-fibrilarina
foi usado como marcador de fragdo nuclear e controle de fracionamento celular. Foram mostrados dois
tempos de exposicao do filme radiografico (2 min e 10 min) para visualizacdo da PTEN fosforilada na
fracdo nuclear (10 min).

A superexpressdao de SET aumentou os niveis de PTEN fosforilado no citoplasma das
células HEK293. O tratamento com peroxido de hidrogénio reduziu os niveis de PTEN
fosforilado no citoplasma e no nucleo, tanto nas células HEK293 quanto nas células HN12. O
agente pré-oxidante t-BHP 250 uM induziu aumento de PTEN na fracdo nuclear. Estes dados
sugerem a existéncia de mecanismos diferentes de agdo e resposta aos dois agentes oxidantes:
t-BHP e perdxido de hidrogénio. Como mostrado anteriormente (Figura 19) a HN12 possui um

maior nivel de PTEN oxidado do que a linhagem HEK293 e sob estresse oxidativo houve
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aumento de oxidacdo do PTEN, sugerindo ser a oxidagdo o mecanismo principal de resposta ao
perdxido de hidrogénio e potencial inativacdo de PTEN.

4.8. Alteracao dos niveis de PTEN, SET e PP2A B56A utilizando RNA de interferéncia

4.8.1. Andlise do efeito da reducdo da SET, PTEN e PP2A B56A em diferentes
linhagens celulares

O knockdown dos genes para SET, PTEN e PPP2R5D (proteina PP2A subunidade

B56A) com particulas lentivirais foi escolhido para confirmar os resultados observados pela

superexpressdo das proteinas. Para isso, primeiro foram analisadas varias linhagens celulares

de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) para comparar o padrdo de expressao

das proteinas alvos e de outras proteinas das vias de sinalizacdo envolvidas e escolher aguelas

com maior nivel das proteinas alvos (Figura 31).
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Figura 31. Painel de células para analise do perfil de expressdo de SET, PTEN e PP2A B56A. Para
montagem do painel foram lisadas 4 linhagens de CECP (Cal27, HN6, HN12 e HN13), HaCat, NOK-
SI e HEK293 para analise do perfil das proteinas SET, PTEN e PP2A subunidade B56A, além de alvos
downstream. As células foram mantidas em meio DMEM sem soro por 24 horas antes da extracdo das
proteinas. Foram analisadas proteinas downstream as vias de sinalizagdo de PP2A B56A (p-GSK3p) e
PTEN (p-Akt).

Uma vez que os niveis de SET, PTEN e PP2A B56A por WB mostraram-se elevados

nas células NOK-SI e HN13, estas foram selecionadas para o ensaio de shRNA para SET,
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PTEN e PP2A. Para 0s sShRNAs de PTEN e PP2A B56A foram utilizadas as 5 sequencias
diferentes de ShRNA para selegdo daquele com maior eficiéncia para redugéo da proteina alvo
(Figura 32). Dessas sequencias analisadas, ShPTEN 2745 e shPTEN 2748 apresentaram maior
reducao nos niveis de PTEN tanto nas células HN13 quanto NOK-SI quando comparadas a seu
controle shCN TCR1.
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Figura 32. Teste de sShRNAs para silenciamento de PTEN em HN13 e NOK-SI. Western blot (30
Hg) para selecdo das sequencias de ShRNA para PTEN. Células HN13 (A) e NOK-SI (B) apds 48 horas
da incubacéo com particulas virais para sequencias de ShRNA de PTEN e respectivos controles (TCR1
e TCR2).

As células contendo a sequéncia ShPTEN 2745 foram selecionadas para as analises com
knockdown de PTEN. Apos selecdo por 15 dias com puromicina, as células foram mantidas em
meio sem soro por 24 horas e as proteinas extraidas para analise das proteinas SET, PTEN, e
do efeito destas nas vias de sinalizagdo downstream (Figura 33). Os dados mostram que ambas
as células apresentaram um aumento dos niveis de p-Akt (S308 e S473) quando ha reducdo de
PTEN. A redugéo de PTEN néo resultou em alteracdo de SET ou PP2A B56A, apenas como
esperado, ja que na auséncia de PTEN ocorre um acumulo do ativador de Akt (PIP3), houve

aumento na fosforilagdo de Akt.
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Figura 33. Efeito do silenciamento de PTEN sobre proteinas da via de PI3K-Akt, SET e PP2A
B56A. Western blot para proteinas PTEN, SET e Akt com lisados proteicos das células HN13 (A) e
NOK-SI (B) ap6s transducao com particulas virais para ShRNA de PTEN e sele¢do com puromicina por
15 dias. As células foram mantidas em starving (sem soro) por 24 horas antes da extracao de proteinas.

O mesmo procedimento foi realizado para células HN13 e NOK-SI selecionadas ap6s
transducdo com shRNA de SET (Figura 34). A reducédo dos niveis de SET acarretou reducéo
de PTEN e p-PTEN, assim como acumulo de Akt fosforilado na linhagem HN13. Uma vez que
ao superexpressar SET regulamos positivamente a expressdo de PTEN, contrariamente, ao
silenciar SET verificamos a reducdo conjunta na expressao de PTEN e, do mesmo modo que
no silenciamento de PTEN, aumento dos niveis de p-Akt (Figura 34 A). Contudo, a linhagem
NOK-SI (queratindcito normal imortalizado espontaneamente), ndo mostrou alteracdo nos
niveis de PTEN ou PP2A B56A apos silenciamento de SET (Figura 34 B), 0 que sugere ser um

efeito linhagem-especifico para reducdo da SET e reforca seu papel em CECP.
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Figura 34. Efeito do silenciamento de SET sobre a via de PI3K-Akt, PTEN e PP2A B56A. Western
blot para proteinas PTEN, SET e Akt com lisados proteicos (30 ug) de células HN13 (A) e NOK-SI (B)

com shRNA CN (TCR1) e shRNA para SET mantidas em starving (sem soro) por 24 horas antes da
lise.

O mesmo procedimento foi aplicado para a escolha da sequéncia de shRNA para
PPP2R5D (PP2A B56A). A Figura 35 A mostra que das cinco sequéncias utilizadas para
silenciamento na linhagem HN13, duas ndo puderam ser analisadas por Western blot (sh367676
e sh2555), pois as células ndo foram capazes de sobreviver apds a reducdo da subunidade B da
PP2A. Para as células NOK-SI (Figura 35 B) foi possivel analisar apenas a eficiéncia dos
shRNAs sh2552 e sh10715 (Figura 35).

O sh2552 TCR1 foi escolhido para o silenciamento de PP2A B56A porque além de
reduzir os niveis de PP2A B56A, também se mostrou capaz de elevar os niveis de p-GSK3 B

nas células HN13 e NOK-SI (Figura 35).
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Figura 35. Selecdo de shRNA para knockdown da subunidade B56A da PP2A em células HN13 (A)
e NOK-SI (B). Western blot com extrato proteico das células ap6s 48 horas da incubagéo com particulas
virais testadas para silenciamento de PP2A B56A e seus controles (ShCN TCR1 e shCN TCR2). Foram
analisadas as proteinas PP2A B56A, p-GSK3-B S9(alvo downstream da via PI3K-Akt) e B-actina.
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Com base nos resultados anteriores, os proximos experimentos foram conduzidos
somente na linhagem de CECP (HN13). Para selecdo das células com knockdown estavel de
PP2A B56A, as celulas foram mantidas com puromicina por 15 dias, e o nivel da proteina alvo
bem como de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo foram analisadas por Western blot
(Figura 36).
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Figura 36. Efeito do knockdown de PP2A B56A sobre a fosforilacido de PTEN e Akt nas células
HN13. Perfil das principais proteinas envolvidas na via proposta como regulada pela PP2A B56A.
Células HN13 com shRNA controle ¢ PP2A B56A ap0és sele¢do com puromicina por 10 dias. Antes da
extracdo de proteinas as células foram mantidas sem soro bovino fetal por 24 horas. Os graficos de
quantificagdo relativa foram analisados para 3 experimentos independentes. Teste t’paread, p<0,005.
***p=0,0002 e *p=0,0459.

A Figura 29 mostra que o silenciamento de PP2A B56A mostrou efeito Apenas no seu
alvo downstream p-GSK3p S9, (Yu et al., 2014).
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4.9. Analise da expressdo do gene PTEN e dos transcritos PTEN B e PTEN A

Para a anélise da expressdo do gene PTEN, foi realizado PCR com temperaturas de
anelamento crescentes (gradiente de 43°C a 60°C) e com concentracdes crescentes de cDNA
(50, 100 e 200 ng), a fim de determinar a melhor condicdo de PCR para cada transcrito (PTEN
total, B e A) (Figura 37). Entretanto, em nenhuma condicdo foi observada amplificacdo de
PTEN total ou de algum de seus transcritos. Foram utilizados cDNA total de célula diferentes:
HEK293, HN12, HN13, Hacat, linfocito; diferentes enzimas (Taqg polimerase pht (Phoneutria),
Taq HiFi (Invitrogen), Taq Platinum (Invitrogen), KAPA Robust (KAPA Biosciences) também
foram usadas, mas ndo houve amplificacdo do cDNA de interesse. A PCR foi realizada com a
adicdo de DMSO 3% como aditivo, mas ndo houve amplicon. Como controles positivos da
reacdo de PCR foram utilizados oligos para amplificacdo de GAPDH e cDNA obtido de
linfécito humano. Os oligos para PTEN total foram testados com vetor pcDNA contendo o
inserto GFP-PTEN e houve amplificacdo eficiente (dado ndo mostrado). Devido a este
resultado, que poderia indicar baixo nivel de RNAm de PTEN, decidimos realizar a PCR em

tempo real.

Figura 37. RT-PCR para transcritos de PTEN. Gel de agarose 1% produto do RT-PCR de PTEN e
transcritos. Em A: 1) ladder 1kb Fermentas; 2) HEK293 - PTEN total; 3) HEK293 - PTEN B; 4) HEK
293 - PTEN A; 5) HN12 - PTEN total; 6) HN12 - PTEN B; 7) HN12 - PTEN A; 8) HN13 - PTEN total,
9) ladder 1kb Fermentas; 10) HN13 - PTEN B; 11) HN13 PTEN A.

As analises por PCR em tempo real foram realizadas com oligos especificos e o dye
EVA Green (Uniscience). A quantificagdo relativa foi realizada utilizando a amplifica¢éo de
GAPH como controle (Figura 38). O gréafico confirma a presenca do transcrito de PTEN total,
PTEN B e PTEN A em linfécito humano conforme descrito por Sharrard e Maitland (2000).

Foi possivel identificar os dois transcritos alternativos de PTEN utilizando essa metodologia.



Resultados — Parte 1|60

18 -
16 |
14 |
12

10

Propor¢ao em relagdo a GAPDH

PTEN PTEN B PTEN delta

Figura 38. Quantificacdo de transcritos de PTEN em linfocito humano. Estdo representadas as
quantidades relativas de RNAm para PTEN, PTEN B e PTEN A em relacdo a GAPDH.

As andlises de expressdo de PTEN nas linhagens de carcinoma epidermdide de cabeca
e pescoco (CECP) HN12, HN13 e Cal27, que possuem niveis elevados de SET, e na HEK293
superexpressando a SET foram realizadas usando PCR em tempo real com sondas especificas
para PTEN (PrimeTime Mini gPCR Assay, IDT) (Figura 39). O nivel de RNAm do gene p16
(gene regulado por metilagdo de DNA) foi incluido nos ensaios de PCR como controle devido
a acdo proposta da SET em controle epigenético (Figura 39).

O efeito nos niveis de RNAm de PTEN e de p16 com o aumento da proteina SET em
células HEK293 pode ser comparado ao perfil de expressdo nas células de CECP em que a SET
é constitutivamente aumentada. Tanto a expressdao de pl6 quanto de PTEN mostraram-se
reduzidas nas células analisadas. Esse efeito pode ser ocasionado pela participacdo da proteina
SET no complexo inibidor de acetilacdo de histonas, uma vez elevados os niveis de SET, as
histonas sdo hipoacetiladas e a expressdo génica deveria ser reprimida. Ao mesmo tempo,

sugerem que o mecanismo de regulacdo da expressao de PTEN se assemelha ao de p16.
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Figura 39. Efeito da SET sobre a expressdo de PTEN e p16. Comparacao dos niveis de RNAm de
PTEN e p16 entre HEK293 superexpressando a SET e linhagens de CECP que possuem niveis elevados
de SET. Todos os céalculos de fold change foram desenvolvidos utilizando as células HEK293 como

controle.

Para verificar o efeito da SET na expressdo de PTEN, as células de CECP foram
silenciadas com siRNA para a SET e os niveis de RNAm de PTEN e p16 foram analisados com
sondas especificas por PCR em tempo real (Figura 40). O silenciamento de SET nas linhagens
Cal 27 e HN13 resultou num aumento da expressdo de PTEN, mas ndo de pl6. Em
contrapartida, na linhagem HN12 ndo foi observado o mesmo efeito, onde houve diminuicéo
nos niveis de PTEN quando houve reducdo da proteina SET por siRNA. Em todas as linhagens,

0 knockdown da SET resultou em menor nivel de p16.
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Figura 40. Efeito da reducéo de SET sobre a expressdo de PTEN e p16. Em A: células Cal27 com
SISET, em B: células HN12 com SiSET e em C: células HN13 com SiSET. Todos os calculos de fold
change foram desenvolvidos utilizando as células com siCN como controle.

Os dados obtidos até 0 momento sugerem que PTEN pode ser regulado por modificacéo
epigenética e pela acdo direta da proteina SET, entretanto hd uma diversidade entre as linhagens
tumorais, o que é esperado, pois devem existir outros mecanismos de modulacdo de RNA de
PTEN independente da SET. Entretanto, cabe ressaltar que na HEK293 quando houve aumento
de SET houve diminui¢cdo de RNAm PTEN e duas das 3 linhagens responderam ao siRNA para
SET modificando o nivel de PTEN.

4.10. Tratamento com agentes desmetilante e hiperacetilante
Uma vez que a metilagdo do promotor de PTEN foi relacionada a diversos tumores
(Baeza et al., 2003), e o efeito da SET na regulacdo da expressdo génica tém sido relacionada
a acetilacdo de histonas (Seo et al., 2001), células HEK293 foram tratadas com TSA e 5-aza-
deoxicitina afim de melhor delinear o efeito da acetilacdo de histonas e da metilacdo sobre a
expressdo de PTEN. Na figura 41 estdo os resultados para os niveis de PTEN e pl6 ap0s

tratamento das células HEK293 com TSA e 5-aza-deoxicitidina.
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Figura 41. Efeito da acetilagdo e metilacdo sobre a expressdo de PTEN e p16 Gréfico representativo
do efeito de TSA e 5-aza-deoxicitidina sobre a expressdo de PTEN e pl16. Todos os célculos de fold
change foram desenvolvidos utilizando as células HEK293 como controle.

Os niveis de RNAm de PTEN foram pouco alterados quando houve tratamento das
células com o agente acetilante (TSA) e com 5-aza-deoxicitidina, mas o efeito foi oposto na
hiperacetilacdo de histonas houve diminuicéo e na desmetilacdo de DNA aumento. Para o gene
pl6, como era esperado, houve aumento tanto na condicdo com TSA quanto 5-aza-
deoxicitidina, reforcando que o controle de expressdo € estritamente por mecanismo
epigenético. Estes resultados sugerem que o controle de expressdo do gene PTEN deve
acontecer por metilacdo de DNA (Kurasawa et al., 2008) e também por outros mecanismos que

podem sobrepor-se a acetilacdo e a metilacao.
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5. Resultados — Parte 2

5.1. Relacédo entre a perda de funcdo de PTEN e a expressdo de BMAL

Os resultados descritos neste capitulo tiveram como objetivo central identificar se existe
relagdo entre as proteinas PTEN e BMAL. Previamente, foi observado pelo grupo da Profa.
Dra. Cristiane Squarize que em células CECP ap6s knockdown de PTEN ocorria aumento nos
niveis de expressdo de BMALL. Para explorar este achado, foi realizada a analise de PTEN e
BMALL1 bem como PERL1 (alvo downstrean de BMALZ1) num painel de seis linhagens de CECP
(HN6, HN12, HN13, HN30, Cal27, HEP2) (Figura 42), e a partir dos resultados foram
escolhidas as linhagens HN6 e HN13 para os estudos de sinalizacdo molecular. Ambas
linhagens apresentaram constitutivamente niveis ‘normais’ de expressdo de PTEN (Figura 42
A) e niveis diferentes de BMAL1 (Figura 42 B). Para esta andlise, as culturas foram
previamente tratadas com forscolin, que promove a sincronizacao do ciclo circadiano (Bieler et
al., 2014).
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Figura 42. Apresentacdo dos niveis de PTEN e BMAL1 em painel de células CECP. Em A) painel
de células de CECP e queratindcitos oral normais espontaneamente imortalizados (NOK-SI) para
comparacgdo dos niveis da proteina PTEN; em B).avaliacdo dos niveis de BMAL1 e PER1 a partir de
lisados proteicos de CECPs. As células de CECP ndo mostram alteracdo significativa nos niveis de
PTEN. Contudo, os niveis de BMAL1 e PER 1 diferiram dramaticamente entre as linhagens analisadas.
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Afim de entender se a perda de funcdo de PTEN causada por estresse oxidativo poderia
levar ao aumento nos niveis de BMALL, células HN6 e HN13 (Figura 43) foram tratadas com
1,5 mM de peréxido de hidrogénio (H202) em diferentes tempos para determinar qual a
condicdo capaz de oxidar PTEN, caracterizada pela formacdo de pontes de dissulfito nos
residuos de Cys-124 e Cys-71 da regido do sitio catalitico (Lee et al., 2002). Também foram
investigados os niveis de p-S6 como marcador molecular de atividade de PI3K/mTOR de modo
a medir os efeitos do acumulo de espécies reativas de oxigénio sobre a sinalizacdo de mTOR

(Figura 43). Com o tratamento foi possivel observar apds 4 minutos a banda de PTEN oxidado,



Resultados — Parte 2 |66

e a ativacdo de S6 (fosforilagdo) teve relacdo tempo-dependente ao tratamento com peroxido

de hidrogénio.
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Figura 43. Status de Oxidacdo de PTEN em células HN6 e HN13 tratadas com peroxido de
hidrogénio. Células HN6 (A) e HN13 (B) foram mantidas em starving por 18 horas antes do tratamento
com 1,5 mM de peroxido de hidrogénio nos tempos indicados acima. O peroxido de hidrogénio
provocou oxidacdo de PTEN ap6s 4 minutos de tratamento, mas nesse tempo, ndo alterou a fosforilacdo
de S6.

O tratamento de 4 minutos foi escolhido para 0s experimentos subsequentes. Na busca
de um controle negativo, as células foram também tratadas com rapamicina e peroxido de
hidrogénio para verificar se a rapamicina era capaz de influenciar a oxidacao de PTEN (Figura
44). Nao foi observado reducédo na oxidacdo de PTEN nas células tratadas com rapamicina e
perdxido de hidrogénio. Contudo, a rapamicina foi capaz de interferir na regulacdo de p-S6

quando na presenca de perdxido de hidrogénio.
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Figura 44. Status de oxidacdo de PTEN em células HN6 e HN13 tratadas com rapamicina e
peroxido de hidrogénio. Células HN6 (A) e HN13 (B) foram mantidas em starving por 18 horas antes
do tratamento com rapamicina (Rapa) 50 nM por 24 horas seguido de tratamento com peroxide de
hidrogénio (H.0O) por 5 minutos. A rapamicina ndo foi eficiente para reverter o efeito do peroxido de
hidrogénio sobre a oxidacdo de PTEN na linhagem HNG6, mas reduziu a fosforilagdo de S6.

As células foram entdo tratadas com peroxido de hidrogénio por diferentes tempos e 0s

niveis de BMAL1 foram analisados por Western blot (Figura 45). O tratamento mostrou um
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aumento discreto nos niveis de expressdo de BMAL1 ap6s 15 minutos de tratamento em ambas
as linhagens analisadas (anti-BMALL).

A) Minutes after H,0, B) Minutes after H,0,
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Figura 45. Perfil de oxidacdo de PTEN em fungdo do tempo pelo tratamento com perdxido de
hidrogénio. Células HN6 (A) e HN13 (B) foram cultivadas em starving por 18 horas antes do tratamento
com peroxido de hidrogénio nos tempos indicados acima. A oxidagdo de PTEN resultou em aumento
discreto nos niveis de BMALL para HN6 e HN13.

Para confirmar os resultados obtidos ap6s os tratamentos com perdxido de hidrogénio,
foi utilizada tecnologia de siRNA para o0 knockdown de PTEN seguido de analises de BMALL1
e p-S6 por Western blot (Figura 46). Ambas as linhagens apresentaram reducdo de PTEN a
partir da concentragdo de siRNA Pten 50 nM, contudo houve inibi¢cdo completa dos niveis de
PTEN na linhagem HN13 (Figura 46 B). Os niveis de BMAL1 apresentaram aumento dose-
dependente ao o knockdown de PTEN, para as duas linhagens analisadas, assim como o

acumulo de p-S6 para a linhagem HNG6 (Figura 46 A).

A) ) siRNA Pten (nM)
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Figura 46. Determinacdo da concentracdo de oligo para silenciamento de PTEN por siRNA.
Células HN6 (A) e HN13 (B) transfectadas com as concentracOes indicadas acima de siRNA para PTEN
foram cultivadas em starving por 24 horas. A reducdo transiente de PTEN apresentou visivel elevacao
de BMAL1 e p-S6 (pS6).
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Animais Pten foram ent&o tratados com o inibidor de mTOR, rapamicina, e mostraram
significativa melhora apds 15 dias de tratamento (Figura 47). Devido ao estagio avancado dos
tumores desses animais, também foram tratados durante 15 dias antes da eutanasia, animais

com knockout de Pten tratados apenas com veiculo.
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Figura 47. Efeito da rapamicina em tumores epiteliais de animais com dele¢do de PTEN. Animais
com knockout para Pten tratados com veiculo e rapamicina a cada 48 horas. Ap6s 15 dias de tratamento,
0s camundongos tratados com rapamicina apresentaram redugdo dos tumores epiteliais; e apos 21 dias
de tratamento, a condicao desses camundongos foi completamente revertida.

O tratamento com rapamicina se mostrou efetivo terapeuticamente nos animais com
knockout de Pten e resultou na reducdo dos tamanhos dos tumores. Uma vez, que 0 aumento de
BMALL1 apresentou relacdo com a ativacdo de mTOR, pela fosforilacdo de S6, foi avaliado em
cortes histolégicos de animais com delecédo de Pten e tratados com rapamicina por 15 dias, apds
marcacgdo imunoldgica com anti-BMAL1 e anti-p-S6 (Figura 48), se a regressdo observada nos
tumores também tem efeito na expressdo de BMALL.

Conforme mencionado anteriormente, animais com delecdo de Pten (K14Cre Pten™F,
veiculo) mostraram aumento nos niveis de expressdo de BMALL nas celulas epiteliais em
relacio aos animais controle (K14Cre Pten*’*, veiculo). Contudo, o tratamento com rapamicina
reduziu os niveis de BMAL1 nessas condi¢des (K14Cre Pten™, rapamicina, em relacdo a

K14Cre Pten™, veiculo). Além disso, a mesma resposta foi observada para os niveis de S6
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fosforilado, os animais com delecdo de Pten apresentaram aumento de p-S6, mas apos 0
tratamento com rapamicina houve a normalizagdo dessa alteracdo, apresentando niveis de p-S6

comparaveis ao controle (K14Cre Pten*’*, veiculo).

Kl4cre Pten /= Kl4cre PtenF/f

Veiculo Rapamicina Veiculo Rapamicina

Figura 48. Modulacdo de BMALL e pS6 pela delecdo de Pten e tratamento com rapamicina.
Imunofluorescéncia para BMALL1 e p-S6 de tecido epitelial de animais controle (K14CrePten**) e
animais com knockout de Pten (K14Cre Pten™F) tratados com veiculo e rapamicina durante 15 dias. Os
animais com delegdo de Pten mostraram aumento nos niveis de BMAL1 e p-S6 mas esse aumento foi
revertido apds o tratamento com rapamicina.

Para determinar se a expressdo de BMALL nessas condi¢des é regulada upstream ou
downstream ao complexo de mTOR, células de CECP foram transfectadas com siRNA para
Raptor e Rictor, que codificam proteinas componentes do complexo de mTOR (Figura 49).

A transfecgdo in vitro de pequenos RNAs de interferéncia para Raptor e Rictor
(responséaveis pela atividade de mTOR) mostraram redugdo nos niveis de BMAL1 (Figura 49).
Estes resultados sugerem que o complexo mTOR participa na regulacdo de BMALL via
PTEN/PI3K.
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Figura 49. Determinacdo da concentragdo de oligos para silenciamento de Raptor e Rictor por
siRNA. Células HN16 e HN13 transfectadas com as concentrages acima descritas de sSiRNA para
Raptor e Rictor foram cultivadas em starving por 24 horas. O knockout de ambas as proteinas resultou
na inibicdo da expressdo de BMALJL, sugerindo que o controle da expressdo de BMALL ocorre
downstream a PTEN e mTOR.

Animais com delecéo de Per2 apresentam aumento constitutivo nos niveis de BMAL1
no ndcleo de células epiteliais, o tratamento com rapamicina foi replicado nesses animais para
confirmar o efeito de mTOR sobre a regulacdo da expressao de BMALL1 (Figura 50).

A rapamicina foi capaz de reverter a regulagéo positiva de BMALL nesses animais com
delecdo de PER2 e ao mesmo tempo houve a reducédo da proteina S6 fosforilada, que ta’mbém
apresentou aumento nos animais com delacdo de PER2, que mTOR desempenha papel

significativo na regulacéo da expressdo de BMALL.
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Figura 50. Modulagdo de BMALL e pS6 pela delegdo de PER2 e reversdo pelo tratamento com
rapamicina. Imunofluorescéncia para BMALL e p-S6 de tecido epitelial de animais controle (Wild
Type) e com delecdo de PER2 (PER27) tratados com veiculo e rapamicina por 15 dias. Os resultados
confirmam que a expressdo de BMAL1 é regulada pela via de PI3K uma vez que a regulacao positiva
de BMAL1 nos animais com knockout de PER2 tiveram os niveis de BMALL normalizados apds o
tratamento com rapamicina.
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6. Discussao

A subunidade regulatoria B56A de PP2A foi identificada como responsavel pela
desfosforilacdo do residuo S380 de PTEN (Figuras 14, 17 e 19), principal residuo relacionado
a sua atividade. Contudo, nédo foi possivel modular a desfosforilacéo dos residuos subsequentes
T383 e T383, uma vez que para haver modulacédo de atividade de PTEN através desses residuos,
é necessario que os trés estejam desfosforilados (Vazquez et al., 2000; Das et al., 2003;
Maccario et al., 2007). Embora Cordier et al. (2012) tenham mostrado que o residuo de S380 é
o primeiro residuo que deve ser fosforilado para que ocorra a fosforilagdo de T383 e T383, a
desfosforilacdo desse residuo néo foi suficiente desencadear alteracdo no status de fosforilacdo
dos outros dois. Além disso, a subunidade de PP2A B56A foi mostrada como fosfatase
reguladora de p-GSK3p S9 (Yu et al., 2014) , residuo que quando desfosforilado torna GSK3
[ ativada (Mccubrey et al., 2014) . A quinase GSK3 fB, juntamente de CK2, permeia a
fosforilagdo de PTEN nos sitios de T366 e S362, também relacionados a inibi¢do de PTEN.

O aumento da expressdo da proteina SET resultou em aumento nos niveis de PTEN
(Figuras 15, 22 e 23) e quando co-transfectados os vetores de SET e PTEN houve aumento nos
niveis de p-PTEN S380 da proteina PTEN recombinante (Figura 29). Além disso foi observado
aumento da atividade de PTEN nas células superexpressando SET (Figura 21), diferente do
esperado, uma vez que aparentemente a proteina PP2A participa do mecanismo de ativacdo de
PTEN, contudo, esse mecanismo parece estar relacionado ao controle da expressdo génica de
PTEN e ndo a inibicdo enzimatica de PP2A uma vez que essas células apresentaram aumento
de PTEN total no Western blot (Figuras 15 e 22). Os resultados observados para a atividade de
PP2A (Figura 16) e atividade de PTEN (Figura 21) nas células HEK293 transfectadas com a
regido 1 a 119 e seu mutante la 119 L107Q/K119D, mostraram que a regido 1 a 119 e os
residuos de L170 e K119 sdo importantes para que a SET mantenha as caracteristicas
necessarias para a inibicdo de PP2A. Embora a regido 1 a 119 ndo tenha sido capaz de alterar a
atividade de PTEN, a perda de inibicdo de PP2A pela regido mutante 1 a 119 L107Q/K119D
resultou em aumento de atividade de PTEN sugerindo que a liberacdo de PP2A pela SET
permite que essa fosfatase regule positivamente a atividade de PTEN, provavelmente através
da desfosforilagdo de um ou mais residuo de PTEN. Ainda, no ensaio de colocalizacdo as
mutacdes da regido 1 a 119 L107Q/K119D mostraram modular a colocalizacdo de PP2A B e
PTEN (Figura 23), a regido com mutagdo apesar de possuir menor efeito inibitério de PP2A,

resultou em aumentos dos niveis de p-PTEN S380 no Western blot (Figura 23). Como se tratam
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de resultados nunca antes mostrados na literatura, ndo podemos ainda determinar o0s
mecanismos envolvidos nesse processo.

Ao serem tratadas com 0s agentes mimetizadores de estresse oxidativo, t-BHP e H20»,
na auséncia de SBF as células HN12 (Figura 25 A) e HEK293 (Figura 25 C) ndo sofreram
modulacdo de PTEN por esses compostos, apenas na presen¢a de SBF 10% houve aumento de
PTEN fosforilado e reducdo de PTEN total e fosforilado em células HEK293 (Figura 25 B),
esses resultados concordam com a observacao de Lim e Clément, et. al. (2007) que ao retirar o
soro da cultura celular de MEFs por 24 horas, deixa de ser observada oxidacao constitutiva de
PTEN em consequéncia a reducéo nos niveis de ion superoxido intracelular. Os tratamentos
com 250 uM e 1000 uM de H20: resultaram em oxidacdo da proteina PTEN (Figura 26),
concordando com resultados publicados anteriormente (Leopoldino et al., 2011) . Os testes com
ELISA para p-PTEN S380, confirmaram os resultados observados por Western blot (Figura
27), entretanto, concordando com resultados anteriores, o acimulo da SET atua na manutencéao
dos niveis de PTEN fosforilado apds inducéo do estresse oxidativo, no caso H202, (Figura 27
C). Além disso, o resultado apresentado em Figura 27 B, confirma a desfosforilacdo de PTEN
S380 pela subunidade B56A de PTEN assim como o pouco efeito da proteina SET em inibir
essa desfosforilagéo.

Com relagdo a p-Akt foi verificado no trabalho que a SET induz elevacéo nos niveis de
p-Akt S473 e S308 (Figuras 22 e 28) confirmando a hipotese de SET regula positivamente a
via de PI3K-Akt, provavelmente pela inducdo da expressdo de PTEN. Contudo, apesar de
regular a fosforilacdo de PTEN S380, a subunidade B56A de PP2A nao se mostrou capaz de
regula a fosforilacdo de Akt no residuo de S308 (Figuras 22 e 28), induzindo o acumulo apenas
de p-Akt S473 (Figuras 22). Geralmente, 0 aumento nos niveis de Akt S473 é utilizado para
confirmar a delecdo de PTEN (Reddy et al., 2008; Squarize et al., 2010) e nos resultados
apresentados ocorre reducdo nos niveis de p-PTEN S380, mas essa reducdo nao pode ser
relacionada a degradacdo de PTEN induzida por sua desfosforilacdo, uma vez que concluimos
que ocorre a desfosforilacdo apenas do residuo de S380, e para que a proteina seja levada a
degradacdo é necessaria a desfosforilacéo de toda a calda C-terminal (Vazquez et al., 2000). De
outro modo, 0 aumento de p-Akt S473 foi relacionado por Benesh et al. (2013) ao aumento nos
niveis de p-PTEN S380, quando PTEN total tem seus niveis inalterados. Podemos, portanto,
propor que a desfosforilacdo de PTEN exclusivamente no residuo de S380 regula a via
PKB/AKt.

O fracionamento de nucleo e citoplasma para células HEK293 evidenciou o0 aumento de

PTEN no citoplasma dessas células, assim como a reducéo apos tratamento com H>O». Por
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outro lado, o tratamento com 250 M de t-BHP resultou em aumento de PTEN nuclear, sugerindo
mecanismos independentes para esses agentes (Figura 30).

O silenciamento de PTEN em células HN13 e NOK-SI (Figura 33) resultou em aumento
nos niveis de PTEN, conforme esperado (Reddy et al., 2008; Squarize et al., 2010), contudo
ndo afetou a outras proteinas estudadas. O silenciamento de SET evidenciou seu papel na
expressdo de PTEN e o resultado dessa modulacdo sobre a via de PI3K-Akt, em células HN13
(Figura 34). Contrariamente aos resultados obtidos com a superexpressao da subunidade B56A
da PP2A, o shRNA para essa proteina ndo mostrou alteracdo nos niveis de PTEN fosforilado
(Figura 36).

A reducdo na expressdo de PTEN ap6s o acumulo da SET foi confirmada pelo ensaio
de PCR Real Time, enquanto, o silenciamento da SET mostrou respostas diferentes para o
SiRNA e 0 shRNA e também entre as linhagens avaliadas. A linhagem Cal27 ap6s siRNA
apresentou reducdo significativa nos niveis de RNAm de PTEN mas essa reducdao nédo foi
traduzida aos niveis de proteina, enquanto o ShRNA para SET, apresentou aumento nos niveis
de RNAm e proteina PTEN nessa linhagem. Para a linhagem HN12, o siRNA e o shRNA
tiveram mesma respostas com aumento mais evidente nos niveis de PTEN proteina e RNAmM
apos o siRNA. A resposta da linhagem HN13 ao siRNA e ao shRNA foram muito proximas,
com reducdo na expressao de PTEN. Além de atuar como inibidor da fosfatase PP2A a SET
participa da regulagéo de acetilagdo de histonas, sendo uma subunidade do complexo inibidor
de acetiltransferases - INHAT (Seo et al., 2001). O complexo SET/INHAT inibe a acetilacdo
de histonas por se ligar e mascarar as lisinas das histonas alvos de acetiltransferases, ao manter
as histonas na forma hipoacetilada, ela atua na repressao transcricional de regides especificas
do DNA (Kim et al., 2010). O papel da SET no controle epigenético pode ser relacionado ao
aumento da expressdo de PTEN em células de CECP com knockdown de SET, contudo, o
aumento nos niveis de mMRNA e proteina de PTEN em células HEK293 superexpressando SET
e a redugdo dos mesmos em HN13 apos silenciamento de SET sugerem a participacdo da SET
no controle da expressdo génica por outro mecanismo além do complexo INHAT.

Ao comparar a expressdio de PTEN e pl6é no acumulo da SET (HEK293
superexpressando SET e linhagens de CECPs) foi identificada resposta semelhante entre a
expressao de PTEN e pl6. A expressdo de pl6 é positivamente regulada por um complexo
formado pela histona acetiltransferase p300, CREB-binding protein (CBP) e pelo fator de
transcricdo de DNA HBP1 (Wang et al., 2012), a expressdo de p16 também pode ser controlada
por HDAC3 e HDAC4 (Wang et al., 2008) quando apresenta inibicdo de sua expressédo por

consequéncia a hipoacetilacdo gerada (Coombes et al., 2003), ainda, a expressdo de p16 pode
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ser regulada positivamente regulada por TSA e 5-aza-deoxicitida (Coombes et al., 2003). A
observacao de respostas semelhantes para expressao de p16 e PTEN no aumento da SET sugere
que a expressdo PTEN seja regulada por mecanismo comparavel ao de p16. Contudo, 0s niveis
de expressdao de PTEN e pl16 responderam diferencialmente ao silenciamento de SET nas
linhagens de CECPs, e ao tratamento com TSA e 5-aza-deoxicitina, e indica que estes genes
séo regulados por mecanismos diferentes de controle da expresséo génica.

Embora tenha seja descrito que alteragcdes no ritmo circadiano afetam a tumorigénese
(Hansen, 2001; Schernhammer et al., 2001; Conlon et al., 2007), pouco se conhece sobre 0s
mecanismos moleculares envolvidos nessa resposta. O aumento de BMAL1 observado nos
animais com perda de funcdo de PTEN por oxidacdo ou delecdo de Pten pode ser relacionado
a esse mecanismo. A ativacdo de mTOR e seu papel no controle da expressdo de BMALL1
observado nesse trabalho corrobora ao aumento de mTOR observado por (Khapre et al., 2014)
em animais com delegdo de BMAL, assim como a reducdo do metabolismo e aumento da

expectativa de vida desses animais apds tratamento com rapamicina.
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7. Concluséo

Os mecanismos de regulacdo de PTEN estudados neste trabalho sugerem que a proteina
SET e a PP2A estdo envolvidas na regulacdo de PTEN, mas para determinar os mecanismos
moleculares mais estudados precisam ser realizados.

Os resultados obtidos sugerem que a perda de funcdo de PTEN (oxidagdo) assim como
a sua delecdo (siRNA e camundongos com delecdo de PTEN) resulta no aumento de expresséo
de BMALL1 e que este efeito pdde ser revertido pelo tratamento com rapamicina em animais
com knockout para PTEN e PER2. Além disso, a reducdo dos complexos mTOR-Raptor e
mTOR-Rictor resultou na reducdo de BMALL. Esses resultados sugerem que a regulacéo de
BMALL1 pela via de PI3K/mTOR ocorre downstream as proteinas PTEN e mTOR.
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9. Apéndices

9.1. Apéndice |

Estudos de conformacéo e interacdo das proteinas PP2A e SET para identificacdo de

sitios para mutacao sitio-especifica.
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9.2. Apéndice Il
Resultado de sequenciamentos para construcGes da SET e suas regides.

SET cl4 pDONR/Zeo — M13 Rv

Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mRNA

Sequence ID: ref[NM_003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1
Range 1: 355 to 1187GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand

1533 bits(830) 0.0 832/833(99%) 0/833(0%) Plus/Minus

Query 125 TTAGtcatcttctccttcatcctectcectecttecteccecttcatcatcatettcatette 184
Sbjct 1187 TTAGTCATCTTCTCCTTCATCCTCCTCTCCTTCCTCCCCTTCATCATCATCTTCATCTTC 1128
Query 185 ttcaccttcatcctcatccccttettegtcaatatecttctaatecttectectettcate 244
Sbjct 1127 TTCACCTTCATCCTCATCCCCTTCTTCGTCAATATCTTCTAATCCTTCCTCCTCTTCATC 1068

Query 245 atcatcatcatcttcttctecttctecttecttcatcatccatatcGGGAACCAAGTAGTA 304

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
Sbjct 1067 ATCATCATCATCTTCTTCTCCTTCTCCTTCTTCATCATCCATATCGGGAACCAAGTAGTA 1008

Query 305 CTGTAATGGGTTTGGCCAAATATCATCTTTGATGACCTCTCCTAACTCATCAGCACCTGC 364

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
Sbjct 1007 CTGTAATGGGTTTGGCCAAATATCATCTTTGATGACCTCTCCTAACTCATCAGCACCTGC 948

Query 365 ATCAGAATGGTCAGTAAACCAGGTAAAGAAGCTCTCTGGTTCCTCATGCTGCCTCTTCCT 424

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
Sbjct 947  ATCAGAATGGTCAGTAAACCAGGTAAAGAAGCTCTCTGGTTCCTCATGCTGCCTCTTCCT 888

Query 425 GCTGGCTTTATTCTGCGTTTGACTCGAACGTTTCGTCAAATCCTTTCCAGATTTCCATTT 484

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 887  GCTGGCTTTATTCTGCGTTTGACTCGAACGTTTCGTCAAATCCTTTCCAGATTTCCATTT 828

Query 485 GATTTCGGTGGACTTCGAAGATGGATCACCACTCTCATTCAGATGAAATTCTTTGGAGAG 544

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 827  GATTTCGGTGGACTTCGAAGATGGATCACCACTCTCATTCAGATGAAATTCTTTGGAGAG 768

Query 545 AACTTTATTTTCAAAGTAAGGATTTTCATCAAAATAAAAATCTATTCTGTAACCTGATTT 604

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 767  AACTTTATTTTCAAAGTAAGGATTTTCATCAAAATAAAAATCTATTCTGTAACCTGATTT 708

Query 605  AATATCTTCAAATTCTGTCACTTCAACTCTGGTCAAATAATGCAGTGCCTCTTCATCTITC 664
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 707  AATATCTTCAAATTCTGTCACTTCAACTCTGGTCAAATAATGCAGTGCCTCTTCATCTTC 648

Query 665  CTCCCCAAGCAGTGCAGACACTTGTGGATGGTTGACAAATGTTGTTACCCAAAAATTIGG 724
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 647  CTCCCCAAGCAGTGCAGACACTTGTGGATGGTTGACAAATGTTGTTACCCAAAAATTTGG 588

Query 725 GATTTTGGCGATCAATTCTGACCTCTTCTGAAAAAATGGTTGGCGGAGTTTGTTATATTT 784

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 587  GATTTTGGCGATCAATTCTGACCTCTTCTGAAAAAATGGTTGGCGGAGTTTGTTATATTT 528

Query 785 CTGTTCTACTTTCAAAATCTCCTCACTGGCTTGTTCATTAAGTCTGTCTATTTCATTTTG 844

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 527  CTGTTCTACTTTCAAAATCTCCTCACTGGCTTGTTCATTAAGTCTGTCTATTTCATITTG 468

Query 845 TACTTCATCAATGTGTTCAATCGCTTCTTGCTGTTCTTTTTCTGAGGTCTCGTCGGCCCC 904

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 467  TACTTCATCAATGTGTTCAATCGCTTCTTIGCTGTTCTTTTTCTGAGGTCTCGTCGGCCCC 408

Query 905 GTCGTGGTTGGAGTTGAGCTCCTTTTTACTGACTTTGGCCGCCTGCGCCGACA 957

FErrrrrrrrrerrrrrrerr et err et e e et et rrrrrrrd
Sbjct 407 GTCGTGGTTGGAGTTGAGCTCCTTTTTACTGACTTTGGCCGCCGGCGCCGACA 355



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANK4H3M4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANK4H3M4014&from=355&to=1187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANK4H3M4014&from=355&to=1187
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
| |
SET,var2 HSAPARKYSKKELNSHHOGADETSEKEROEATEHIDEYANEIDRLNEQASEETLKYEQKYNKLROPFFOKRSELTAKIPHFHYTTFYH
SETcl4-Ry  AGLSAOAAKYSKKELMSHHOGADETSEKEQOEAIEHIDEYOHMEIDRLHEOASEEILKYEQOKYHKLROPFFUKRSELIAKIPHFHYTTFYH
SETcld=Fu LSA0ARKYSKKELNSHHDGADETSEKENOEATEHIDEYQNEIDRLNEOASEETLKYEQOKYNKLROPFFOKRSELTAKIPHFHYTTFYH
Consensus . $5AqARKYSKKELHSHHDGADETSEKEOQEATEHIDEY ONETIDRLHEOASEETLKYEAKYNKLROPFFOKRSELIAKIPHFHYTTFYH

91 100 110 120 130 140 150 160 170 180
| |
SET,var2 HPOVSALLGEEDEEALHYLTRVEYTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLNESGDPSSKSTETKHKSGKDLTKRSSOTONKAS
SETcl4-Rv  HPOVSALLGEEDEEALHYLTRYEYTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSATONKAS
SETcld=Fw HPOVYSALLGEEDEEALHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSOTONKAS
Consensus  HPOYSALLGEEDEEALHYLTRYEYTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSOTAONKAS

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270
| |
S5ET,var2 RKROQHEEPESFFTHFTDHSDAGADELGEVIKDDIMPHFLOYYLYFDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEE
SETcl4-Ry  RKRAHEEPESFFTHFTDHSOAGADELGEYIKDDIHPHPLAYYLYPDHDOEEGEGE EDDDDDEEEEGL EDTOEEGDEDEGEEDEDDOEGEE
SETcl4-Fw  RKROQHEEPESFFTHFTDHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEE
Conzenszus  RKROHEEPESFFTHFTDHSODAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGL EDTDEEGDEDEGEEDEDDDEGEE

SET,var2 GEEDEGEDD
SETcld=-Rv GEEDEGEDD
SETcl4-Fw GEEDERRR
Conzensus GEEDEgedd

Anélise da sequéncia do clone 6 da SET e alinhamento da sequéncia de aminoacidos. As
possiveis trocas de aminoacidos estdo destacadas em azul.
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NAP K209D pcDNA3.1 - T7 (Fw) — 05-01-14

Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mMRNA

Sequence ID: ref[NM_003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1

Range 1: 355 to 1014GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1197 bits(648) 0.0 656/660(99%) 0/660(0%) Plus/Plus

Query 136  TGTCGGCGCAGGCGGCCAAAGTCAGTAAAAAGGAGCTCAACTCCAACCACGACGGGGCCG 195
FEETEEEEE Tt et e e e et et e e e el

Sbjct 355  TGTCGGCGCEGGCGGCCAAAGTCAGTAAAAAGGAGCTCAACTCCAACCACGACGGGGCCG 414

Query 196  ACGAGACCTCAGAAAAAGAACAGCAAGAAGCGATTGAACACATTGATGAAGTACAAAATG 255
FEETEEEEEr et e e e e e e e et e e e e e e e e

Sbjct 415  ACGAGACCTCAGAAAAAGAACAGCAAGAAGCGATTGAACACATTGATGAAGTACAAAATG 474

Query 256  AAATAGACAGACTTAATGAACAAGCCAGTGAGGAGATTTTGAAAGTAGAACAGAAATATA 315
FEETEEEE e e et e e e e et e et e e e e e e

Sbjct 475  AAATAGACAGACTTAATGAACAAGCCAGTGAGGAGATTTTGAAAGTAGAACAGAAATATA 534

Query 316  ACAAACTCCGCCAACCATTTTTTCAGAAGAGGTCAGAATTGATCGCCAAAATCCCAAATT 375
FEETEEEEEr et e e e e et e et e et e e e

Sbjct 535  ACAAACTCCGCCAACCATTTTTTCAGAAGAGGTCAGAATTGATCGCCAAAATCCCAAATT 594

Query 376  TTTGGGTAACAACATTTGTCAACCATCCACAAGTGTCTGCACTGCTTGGGGAGGAAGATG 435
FEETEEEEEr et et e e e e et et e e el

Sbjct 595  TTTGGGTAACAACATTTGTCAACCATCCACAAGTGTCTGCACTGCTTGGGGAGGAAGATG 654

Query 436  AAGAGGCACTGCATTATTTGACCAGAGTTGAAGTGACAGAATTTGAAGATATTAAATCAG 495
FEETEEEE et e e e e e e et e e e e e el

Sbjct 655  AAGAGGCACTGCATTATTTGACCAGAGTTGAAGTGACAGAATTTGAAGATATTAAATCAG 714

Query 496  GTTACAGAATAGATTTTTATTTTGATGAAAATCCTTACTTTGAAAATAAAGTTCTCTCCA 555
FEETEEEE et e e e e e e et e e e e e el

Sbjct 715  GTTACAGAATAGATTTTTATTTTGATGAAAATCCTTACTTTGAAAATAAAGTTCTCTCCA 774

Query 556  AAGAATTTCATCAGAATGAGAGTGGTGATCCATCTTCGAAGTCCACCGAAATCAAATGGA 615
FEETEEEE e e e e e e e et et r e e e e e

Sbjct 775  AAGAATTTCATCIGAATGAGAGTGGTGATCCATCTTCGAAGTCCACCGAAATCAAATGGA 834

Query 616  AATCTGGAAAGGATTTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGA 675
Frrrrrrrrerrerrerrrrrerrrrrrrrrerr et e e et

Sbjct 835  AATCTGGAAAGGATTTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGA 894

Query 676  GGCAGCATGAGGAACCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTG 735
Frrrrrrrrerrerrerrrrrerrrrrrrrrerr et e e et

Sbjct 895  GGCAGCATGAGGAACCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTG 954

Query 736  CTGATGAGTTAGGAGAGGTCATCGATGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 795
RN R R R R R R R R RN R R R AR R

Sbjct 955  CTGATGAGTTAGGAGAGGTCATCAAAGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 1014



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANEWEBVM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANEWEBVM01R&from=355&to=1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANEWEBVM01R&from=355&to=1014
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 30
1 1
SET,var2 HSAPAAKYSKKELHSHHDGADETSEKEQQEATEHIDEYOHETORLHEQASEETLKYEAKYHKL RAPFFOKRSELTAKIPHFHY TTFYHHP
HAPK2090 LSAQAAKYSKKELHSHHDGADETSEKEQQERTIEHIDEYOHNEIDRLHEOASEEILKYEQKYHELROPFFOKRSELIAKIPHFHY TTFVHHP
Conzenszus  $5AqAAKYSKKELHSHHDGADETSEKEQQEATEHIDEYOHETORLHEQASEETLKYEQKYHKLROPFFOKRSELTAKIPHFHY TTFYHHP

91 100 110 120 130 140 150 160 170 180
| 1
SET,var2 OYSALLGEEDEEALHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSATONKASRK
HAPK203D OYSALLGEEDEERLHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHONESGDPSSKSTETKHKSGKDLTKRSSOTONKASRK
Consensus OYSALLGEEDEERLHYLTRYEYTEFEDIKSGYRIDFYFDEHPYFENKYLSKEFHqNESGDPSSKSTETKHKSGKOLTKRSSATONKASRK

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270
| 1
SET,var2 ROHEEPESFFTHFTOHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEEGE
HAPK2090 ROHEEPESFFTHF TOHSDAGRDELGEYIDDDIHPHPLAYY
Consensus  ROHEEPESFFTHF TDHSDAGADELGEVIADDIHPHPLOYY . 4ssrerssrsrsrrsrsrssrsrssssrssssresssressrsererss

271 277

SET,var2 EDEGEDD
HAPK:209D
Consensus  ....e..

Analise da sequéncia do clone 7 da regido NAP K119D e alinhamento da sequéncia de

aminoacidos. A mutacao esta destacada em azul.
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12119 L1070 e K209D pcDNA3.1 — T7 (Fw) —05-01-14
Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mMRNA

Sequence ID: ref[NM_003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1

Range 1: 355 to 707GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match
Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

630 bits(341) le-177 349/353(99%) 0/353(0%) Plus/Plus

Query 137 TGTCGGCGCAGGCGGCCAAAGTCAGTAAAAAGGAGCTCAACTCCAACCACGACGGGGCCG 196

FEEErrrer et rrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e e et e
Sbjct 355 TGTCGGCGCCGGCGGCCAAAGTCAGTAAAAAGGAGCTCAACTCCAACCACGACGGGGCCG 414

Query 197 ACGAGACCTCAGAAAAAGAACAGCAAGAAGCGATTGAACACATTGATGAAGTACAAAATG 256

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e
Sbjct 415 ACGAGACCTCAGAAAAAGAACAGCAAGAAGCGATTGAACACATTGATGAAGTACAAAATG 474

Query 257 AAATAGACAGACTTAATGAACAAGCCAGTGAGGAGATTTTGAAAGTAGAACAGAAATATA 316

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 475 AAATAGACAGACTTAATGAACAAGCCAGTGAGGAGATTTTGAAAGTAGAACAGAAATATA 534

Query 317 ACAAACTCCGCCAACCATTTTTTCAGAAGAGGTCAGAATTGATCGCCAAAATCCCAAATT 376

FEEEEEEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 535 ACAAACTCCGCCAACCATTITTTTCAGAAGAGGTCAGAATTGATCGCCAAAATCCCARATT 594

Query 377 TTTGGGTAACAACATTTGTCAACCATCCACAAGTGTCTGCACTGCTTGGGGAGGAAGATG 436

FEEEEEEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 595 TTTGGGTAACAACATTTGTCAACCATCCACAAGTGTCTGCACTGCTTGGGGAGGAAGATG 654

Query 437 AAGAGGCACTGCATTATCAAACCAGAGTTGAAGTGACAGAATTTGAAGATATT 489

FEEEEEEEEE el FEEEEEEEEErr et e e e
Sbjct 655 AAGAGGCACTGCATTATTTGACCAGAGTTGAAGTGACAGAATTTGAAGATATT 707

1 10 20 30 40 50 60 70 80 30

1 1

SET,var2 HSAPAAKYSKKELHSHHDGADETSEKEQQEATEHIDEYOHETORLHEQASEETLKYEAKYHKL RAPFFOKRSELTAKIPHFHY TTFYHHP
1a119-L1070ek2090 LSAOAAKYSKKELNSHHOGADETSEKEQOEATEHIDEYANEIDRLNEQASEEILKVEQKYNKLROPFFOKRSELIAKIPHFHYTTFYNHP
Conzenszus  $5AqAAKYSKKELHSHHDGADETSEKEQQEATEHIDEYOHETORLHEQASEETLKYEQKYHKLROPFFOKRSELTAKIPHFHY TTFYHHP

91 100 110 120 130 140 150 160 170 180

| 1

SET,var2 OYSALLGEEDEEALHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLNESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSOTONKASRK
1a119-11070ek209D0 0OYSALLGEEDEEALHYQTRYEYTEFEDID

Consensus OYSALLGEEDEERLHY QTRYEYTEFEDTId, & s s sussssssssssssssssssssssssssssssssttststtssstsssstsssstsss

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270

| 1
SET,var2 ROHEEPESFFTHFTOHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEEGE
1al119-11070ek2090

COMEBMTUS o urrerssrrrmssssssrnssssssntssssssntessstntsssssentessstnttssssretessstateesssrntessrrntes

271 277

SET,var2 EDEGEDD
1a119-1L1070ek2090
Consensus  ....e..

Anadlise da sequéncia do clone 11 da regido 1a119 K119D L107Q e alinhamento da sequéncia

de aminoacidos. A mutacdo esta destacada em azul.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANG045HD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANG045HD015&from=355&to=707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ANG045HD015&from=355&to=707
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NAPAc Short pDONR/Zeo — M13 (Fw) — 05-01-14

Sequence ID: ref|[NM_003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1
Range 1: 849 to 1014GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps

302 bits(163) le-78 165/166(99%) 0/166(0%)

Query 223 GAGGTCATCAAAGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 268

FEEEEEEEEE e e e et e e e e e e e ey
Sbjct 969  GAGGTCATCAAAGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 1014

Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mRNA

Query 103 TTGACGAAACGTTCGAGTAAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 162

Frrrrrrrrrrrrrrert rrrerrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 849 TTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 908

Query 163 CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 222

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 909  CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 968

Strand

Plus/Plus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 30

1 1

SET,var2 HSAPARKYSKKELHSHHDGADETSEKEQOEAIEHIDEYQNEIDRLHEQASEEILKYEQKYNKLROPFFOQKRSELIAKIPHFHYTTFYNHP
NAPAcShortK209D

COMBEMEUE  susrcrnssssonssssssnssssssosssssssessssssnstsstssntssstsottsstssntssstsnttsstssnssssssnsss

91 100 110 120 130 140 150 160 170 180

| 1

SET,var2 OYSALLGEEDEEALHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDEWPYFEHKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSOTAONKASEK

NAPAcShortK2090 LTKRSSKTANKASRK

CONEBMEUSE 4 oueesossssattssstosssiessssessesttttttettstststsasasesssstsesstesssessstss LTKRS55qTOHKASRK

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270

1
SET,var2 ROHEEPESFFTHFTOHSDAGADELGEYIKDOIHPHPLOYYLYPDNDODEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEEGE

NAPAcShortK209D ROHEEPESFFTHF TDHSDAGADELGEVIKDDIMPHPLOYY

Consensus ROHEEPESFFTHF TDHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYY . ssvsssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssss

271 277

SET,var2 EDEGEDD
NAPAcShortK2030

Consensus  ,.....s

Analise da sequéncia do clone 1 da regido NAPAc Short e alinhamento da sequéncia de

aminoacidos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGW37PG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGW37PG015&from=849&to=1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGW37PG015&from=849&to=1014

Apéndices |100

NAPAc Short K209D pcDNAS3.1 — T7 (Fw) — 05-01-14

Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET), transcript variant 2, mRNA

Sequence ID: ref[NM _003011.3|Length: 2936Number of Matches: 1
Range 1: 849 to 1014GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

296 bits(160) 5e-77 164/166(99%) 0/166(0%) Plus/Plus

Query 136 TTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 195

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 849 TTGACGAAACGTTCGAGTCAAACGCAGAATAAAGCCAGCAGGAAGAGGCAGCATGAGGAA 908

Query 196 CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 255

FErrrrrrrrrerrrrrrrrr et rrr e e e e e e e e e e
Sbjct 909  CCAGAGAGCTTCTTTACCTGGTTTACTGACCATTCTGATGCAGGTGCTGATGAGTTAGGA 968

Query 256 GAGGTCATCGATGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 301

PEEEEErrr bt e e e e e e e e
Sbjct 969  GAGGTCATCAAAGATGATATTTGGCCAAACCCATTACAGTACTACT 1014

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

| 1

SET,var2 HSAPARKYSKKELHSHHDGADETSEKEQOEATIEHIDEYONEIDRLHNEOASEETLKYEQKYNKLROPFFOKRSELIAKIPHFHYTTFYNHP
NAPAcShortK2090

CONEBNEUS  4ournssssssssssssssssssssssstssessessstssstssssstsssstsssestsststsssstentsttsssssssssssseses

91 100 110 120 130 140 150 160 170 180

| 1

SET,var2 OYSALLGEEDEEALHYLTRYEVTEFEDIKSGYRIDFYFDENPYFENKYLSKEFHLHESGDPSSKSTEIKHKSGKDLTKRSSOTONKASRK

NAPAcShortK2090 LTKRSSOTONKASRK

CONSENSUS  sasvessssssssssssssnssssssntsssssssnssssssnsssssssnssssssnsssssssnssssssssssL IKRSSOTONKASRE

181 190 200 210 220 230 240 250 260 270

| 1

SET,var2 ROHEEPESFFTHFTOHSDAGADELGEYIKDDIHPHPLOYYLYPDHDDEEGEGEEDDDDDEEEEGLEDIDEEGDEDEGEEDEDDDEGEEGE
NAPAcShortK209D ROHEEPESFFTHF TDHSDAGADELGEVIDDOIHPHPLAYY

Consensus  ROHEEPESFFTHF TDHSDAGADELGEVIADDIHPHPLOYY . 4ssrerssrsrsrrsrsrssrsrssssrssssresssressrsererss

271 277

SET,var2 EDEGEDD
NAPAcShortK2090
Consensus  ....e..

Anélise da sequéncia do clone 4 da regido NAPAc Short K209D e alinhamento da sequéncia

de aminoacidos. A mutacdo inserida esta destacada em azul


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014&from=849&to=1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170763497?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=ANGFANC2014&from=849&to=1014

