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Resumo

Muitos estudos tém relacionado a proteina kinl7 com a replicacdo e o
reparo do DNA em mamiferos, indicando sua importancia em diversos tipos
celulares. Um exemplo sdo as ceélulas cancerigenas que apresentam
elevado nivel de expressdo da kinl7, eventos de replicacdo do DNA e
consequentemente de divisdo celular. Essa proteina também esta associada
ao processo de splicing de RNA mensageiros em mamiferos e insetos, como
a Drosophila melanogaster. A homologia de eventos metabdlicos aos de
humanos, Drosophila melanogaster se apresenta como um modelo para a
compreensdao dos mecanismos moleculares relacionados a expressao
génica. Foram analisados diferentes clones do gene da proteina Kinl7,
contendo segmentos especificos desse gene, para certificacdo dos clones.
Células de D. melanogaster, linhagem Cnn21, foram transfectadas com
gene completo de kinl7 e foram realizadas anéalises da expressao exogena
por western blot. Nossos resultados demonstraram que transfeccédo foi
realizada com sucesso, permitindo futuras andlises sobre a funcdo do gene
da KIn17 em células de D. melanogaster.

Introducao

Em Drosophila melanogaster, o gene Kinl7 esta localizado no
cromossomo 3 e codifica para uma proteina de 390 aminoacidos com massa
molecular aproximadamente 45 kDa e ponto isoelétrico 9,3 semelhantes a
kinl7 de mamiferos (ANGULO, 1991). O gene esta anotado no banco de
dados de Flybase com o cédigo CG5649. Uma série de estudos demonstrou
a participacdo da kinl7 em processos nucleares em mamiferos,
principalmente na replicacdo e no reparo do DNA. Células transfectadas
com RNA antisenso da kinl7 apresentam taxa reduzida de sintese de DNA,
acumulo de células na fase S do ciclo celular e maior sensibilidade a
mutagénese (BIARD, 2002; DESPRAS, 2003). Em contrapartida, a
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superexpressao da proteina em diferentes linhagens celulares inibe a
proliferacdo celular (KANNOUCHE & ANGULO, 1999). A kinl7 esta
associada ao complexo multiproteico de replicacdo do DNA, em conjunto
com proteinas como a RPA70 (human replication protein A), PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) e DNA polimerase a. Complexos
multiproteicos isolados de células HelLa capazes de realizar replicacdo do
DNA in vitro apresentam atividade reduzida quando a kinl7 é inibida por
imunodeplecdo. A kinl7 participa do processamento de RNA mensageiros,
dado que estiq associada aos eventos de splicing em D. melanogaster
(HEROLD, 2009). Recentemente em nosso grupo de pesquisa, visando uma
melhor compreensdo da funcdo da kinl7 em Drosophila, foram gerados
vetores a partir do plasmideos pAc5.1 para a expressao do gene completo e
de formas truncadas da mesma. Tendo em vista a importancia do
conhecimento sobre os mecanismos de envolvimento da proteina kinl7 nos
processos de replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA, objetivou-se a
padronizacdo da metodologia da transfeccéo de células da linhagem Cnn21
de D. melanogaster com o gene Kin 17 completo (FL) para viabilizar estudos
futuros com dele¢Oes desse gene.

Materiais e métodos

Os plasmideos pAc5.1/V5HisA contendo o gene completo da proteina
kinl7 D. melanogaster e os com dele¢gbes foram purificados utilizando o
sistema HiSpeed Midi Kit (QIAGEN). A integridade dos insertos foi analisada
via PCR com iniciadores para a regido do sitio de multipla clonagem. As
células da linhagem Cnn21 foram cultivadas com meio M3 Shield & Sang
(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino e gentamicina 50 pg
mL™. A experimentacdo de transfeccdo foi realizada com amostras de
proteinas de células sem transfeccdo, ST (controle negativo para deteccao
da expressdo somente da proteina Kinl7 enddgena; com transfeccdo de
amostra com pool de siRNAs AllStar, Invitrogen, AS (controle negativo da
transfeccdo, somente deve ser detectado a expressdo da proteina Kinl7
endogena); amostras de proteinas de células transfectadas com o gene
Kinl7 completo (FL), sendo que podera ser detectado nessas amostras a
expressdo das proteinas do gene enddgeno e exdgeno, dependendo do
anticorpo utilizado. A reacdo de transfeccao foi realizada utilizando o kit
Effectene (QIAGEN). As amostras foram submetidas a processamento pelo
método de Western blot e os sinais de quimioluminescéncia capturadas no
equipamento Image Quant LAS 500 (GE Healthcare).

Resultados e Discussao

As constru¢cdes no plasmideo pAc5.1/HisV5 foram amplificados via
PCR (Figura 1), sendo que os fragmentos foram compativeis com diversas
dele¢Bes do gene Kinl7 (realizado em trabalho anterior no laboratério). O
plasmideo com o gene completo denominado FL (1355pb); e os seguintes
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foram denominados CI (1178 pb); CII (794 pb); CIV (1205 pb); CV (866 pb).
Os resultados da expressédo da proteina kinl7 endogena e exdgena (pela
transfeccéo do plasmideo FL podem ser visualizados na Figura 2. Observa-
se que o FL foi efetivamente expresso em células Cnn21 com uma banda de
aproximadamente 47KDa, mas com duas fragcbes as quais podem ser
derivadas de uma difusdo nao esperada da proteina durante a corrida e/ou
transferéncia.
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Figura 1 — Determinacao da clonagem do gene Kinl7 completo e com delec¢des (descricao
no texto acima).
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Figura 2 — Andlise da tranfecgdo e expressédo do gene Kinl7 enddgeno e exdégeno. (a) e
(c), é referente ao controle, com detecgdo por anticorpos anti-fibrilarina; (b) deteccéo pelo
anticorpo anti-kinl7, o qual detecta a proteina expressa pelo gene endégeno e na amostra
KIN é a somatéria da expressdo do gene enddgeno e também do transfectado; (d) deteccéo
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pelo anticorpo anti-V5, onde somente a expressdo do gene exdgeno Kinl7 é detectado. ST,
amostra de proteinas de células controle, sem transfeccdo; AS, amostra de células
transfectadas com o pool de siRNAs AllStar (Invitrogen), o qual é utilizado como controle
negativo do processo de transfeccao e KIN amostra de proteinas de células transfectadas
com o gene completo da kinl7 (plasmideo FL).

Conclusodes

Os plasmideos pAc5.1/V5HisA contendo os insertos foram certificados
quanto ao seu fragmento clonado. A expressdo de kinl7 exdégena foi
observada atravées de Western blot, o que possibilita a execugdo de
trabalhos futuros para elucidar os mecanismos moleculares relacionados ao
funcionamento desta proteina. Novos estudos serdo necessarios para
elucidar o papel dos motivos funcionais de kin17 em suas fungdes celulares.
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