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RESUMO

BRCAL1 (BReast CAncer 1) foi o primeiro gene supressor de tumor relacionado a susceptibilidade
ao cancer de mama; a proteina homénima desempenha importante papel resposta ao dano de
DNA (RDD). BRCAL1 encerra dois dominios BRCT em tandem (tBRCT) em sua regido C-terminal,
que se comportam como uma Unica unidade estrutural com a capacidade de reconhecer e se
ligar a fosfopeptideos. As 12 proteinas que encerram dominios tBRCT, codificadas pelo genoma
humano, encontram-se envolvidas com vias de RDD. Em 2012, nosso grupo descreveu uma rede
de interacdo proteica que identificou putativos parceiros de interacao de sete dominios tBRCTs
de diferentes proteinas. A cinase CDK?9 foi identificada como putativa parceira de interagdo com
os tBRCTs de BRCAL e BARDL1 (principal parceiro de interacdo de BRCA1). CDK9 participa,
como unidade catalitica, do complexo b de alongamento da transcricdo (P-TEFb), além de
apresentar um papel importante na resposta ao estresse replicativo. Nosso objetivo nesse
trabalho foi caracterizar essas interagdes no contexto da RDD. A confirmagéo das interagfes
observadas foi realizada através de ensaios de interagdo proteina-proteina (GST-pulldown e
rotinas de co-imunoprecipitacdo em células humanas). O recrutamento de CDK9 para sitios de
dano ao DNA, no contexto de RDD, foi analisado por microscopia confocal. Para a caracterizagéo
funcional das interagfes observadas, células humanas da linhagem MCF7 tiveram a expresséo
de CDKO9 reduzida através do silenciamento génico por RNA de interferéncia (ShRNA). As células
interferidas foram avaliadas quanto a capacidade de recrutamento de BRCAL e y-H2AX para os
sitios de dano ao DNA, novamente por microscopia confocal. Também foram avaliados os niveis
de recombinacdo homdloga e ndo homoéloga, bem como a sensibilidade a irradiacédo ionizante
por citometria de fluxo e ensaios de formacé&o de colbnia, respectivamente. Fomos capazes de
evidenciar que CDK®9 interage constitutivamente com BARD1 e BRCAL em linhagens de células
humanas. Demonstramos que a organizagéo nuclear de CDK9 ¢é alterada mediante dano ao DNA
por radiacdo ionizante. Paralelamente, nossos dados demonstram que células com niveis
reduzidos de CDK9 ndo séo capazes de reparar danos ao DNA por recombinagdo homologa de
maneira eficaz, enquanto o reparo por recombinacdo ndo homéloga ndo se mostrou alterado.
Interessantemente, CDK9 se mostrou importante para o recrutamento de BRCA1 para os sitios
de dano ao DNA, bem como para a cinética de resolu¢do dos focos de y-H2AX induzidos por
radiacdo ionizante. Esse cenario corrobora a hipotese de que CDK9 encontra-se diretamente
envolvida com a RDD através da via de recombinacédo homéloga.

Palavras-chave: Cancer, Reparo ao dano de DNA, BRCA1, BARD1, CDK9

Vi



® " Ministério da Saude

I Instituto Nacional de Cancer
Coordenacéao de Pds-graduacao

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
AVALIACAO DO PAPEL DE CDK9 NO REPARO AO DANO DE DNA

DISSERTACAO DE MESTRADO
Thales da Costa Nepomuceno

ABSTRACT

BRCAl (BReast CAncer 1) was the first tumor suppressor gene related to breast cancer
susceptibility; the homonymous protein plays an important role in the DNA damage response
(DDR). BRCAL1 encloses two tandem BRCT (tBRCT) domains in its C-terminal region, that act as
a single structural unit being able to recognize and bind to phosphopeptides. The 12 tBRCT-
containing proteins, encoded by the human genome, are linked to DDR pathways. In 2012, our
group described the protein interaction network and identified putative interaction partners of
seven different tBRCT-containing proteins. The kinase CDK9 was identified as a putative
interaction partner of BRCA1 and BARD1 (major BRCAL interaction partner) tBRCTs. CDK9 is
the catalytic unit of the positive transcription elongation complex b (P-TEFb), and plays an
important role in the replication stress response. This work’s goal is the charactarization of these
interactions in the DDR context. All interactions were confirmed using protein-protein interaction
analysis (GST-pulldown and co-immunoprecipitation assays in human cells). The CDK9
recruitment to DNA damage sites in a DDR context was examined using confocal microscopy. To
function characterize these interactions, the human cell line MCF7 was silenced using the
interfering RNA methodology (ShRNA). We also examined the recruitment of BRCA1 and y-H2AX
to DNA damage sites in these cells using confocal microscopy. Homologous recombination and
non homologous end-joining were evaluated to assess the DNA damage repair status, as well as
the sensibility to ionizing radiation. Here we show that CDK9 interacts with BARD1 and BRCA1
constitutively produced in human cell lines. We also demonstrate that CDK9 nuclear localization
is alterated by ionizing radiation-mediated DNA damage. At the same time, our data shows that
cells lacking CDK9 expression are not capable of repairing DNA damage through homologous
recombination, while the non homologous end-lining repair is not altered. Interestingly, CDK9 is
important for the proper recuitment of BRCA1 to DNA damage sites, and for the resolution
dynamics of ionizing radiation-mediated y-H2AX foci. This scenario supports the idea that CDK9
is directly involved in the DDR via the homologous recombination pathway.

Key words: Cancer, DNA damage repair, BRCA1, BARD1, CDK9
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1. Introducéo

1.1.0 cancer

O cancer é um problema de saude publica mundial, afetando cerca de 14
milhdes de pessoas a cada ano em todo mundo, com aproximadamente 8,2 milhdes de
mortes, segundo dados da GLOBOCAN para o ano de 2012 (GLOBOCAN 2012:
Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012 — obtido
através do sitio http://www.globocan.iarc.fr/). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Cancer, estima-se para 0 ano de 2016, a ocorréncia de cerca de 596 mil novos casos,
demonstrando o desafio para a saude publica que esta associado a doenca (Estimativa
2016 de Incidéncia de Cancer no Brasil — obtido através do sitio http://www.inca.gov.br/).

Atualmente, entendemos os tumores soOlidos como uma massa celular
altamente heterogénea, compostas por células neoplasicas (diferentes entre si) e células
normais (compostas principalmente por células da imunidade e do sistema vascular)
(GERLINGER, M. et al., 2012).

A complexidade da biologia tumoral esta associada as diferentes caracteristicas
adquiridas pelas células no decorrer da evolucdo da doenca. Segundo Hanahan e
Weinberg (2000), a aquisi¢cao do fenétipo neoplasico baseia-se na alteracao de diversas
vias biolégicas que culminam na perda de controle da proliferacdo. Essas alteracdes
foram elencadas como caracteristicas comuns ao cancer, dentre as quais encontram-se
a capacidade de sustentar a proliferacio mesmo em microambientes desfavoraveis,
assim como suprimir estimulos anti-proliferativos. Além da capacidade de evadir dos
mecanismos de morte celular (ativados com a intencdo de conter a proliferacao
exacerbada), apresentarem capacidade proliferativa infinita, € de sustentarem o processo
de angiogénese (HANAHAN, D. e WEINBERG, R., 2000).

Recentemente, 0os mesmos autores elencaram duas novas caracteristicas
(“desregulacdo metabdlica” e a “capacidade de evadir do sistema imune”), assim como
duas propriedades promotoras da tumorigénese: “promog¢ao da inflamagao” e
“‘instabilidade gendmica” (Figura 1.1) (HANAHAN, D. e WEINBERG, R., 2011).



Proliferacéo Evasdo de estimulos
sustentada inibitérios

Evasao do
sistema imune

Potencial
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inflamagéo

Angiogénese Invaséao tecidual e
sustentada metastase

—I Caracteristicas promotoras

Figura 1.1 Representacdo esquematica das caracteristicas adquiridas durante o
processo tumorigénico. O esquema representa as diferentes marcas do cancer
sugeridas por Hanahan e Weinberg (2011), ressaltando duas caracteristicas promotoras
da tumorigénese (“instabilidade gendmica e mutacdo” e “promocdo da inflamacao”).
Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).



1.2 O papel da instabilidade gendmica na tumorigénese

A instabilidade genbmica (IG), definida como aumento da frequéncia de
alteracdes genéticas em uma célula, estd presente na grande maioria dos tumores,
porém ndo se sabe ao certo em qual momento da tumorigénese ela se faz necessaria.
Por outro lado, sabe-se que a IG est4 intrinsicamente ligada a aquisi¢cdo das diferentes
caracteristicas do cancer discutidas na sesséo anterior, tendo em vista que o aumento
da frequéncia de alteracdes genéticas esta diretamente relacionado com o ganho de
vantagens seletivas (NEGRINI, S. et al., 2010).

Em casos de cancer hereditario, o desenvolvimento da IG esté intimamente
associado a mutacdes em genes envolvidos com vias de reparo ao dano de DNA, como
por exemplo na sindrome de Lynch, onde as células apresentam mutacdes nos genes da
familia MSH, envolvidos com o reparo de pareamento errdneo (FISHEL, R. et al., 1993;
LEACH, F. et al., 1993). Outro exemplo emblematico € a predisposi¢cdo hereditaria ao
cancer de mama e ovario, atribuidos as muta¢des nos genes envolvidos com o reparo de
quebra de dupla fita, BRCA1 e BRCA2 (KENNEDY, R. e D’ANDREA, A., 2006;
RIPPERGER, T. et al., 2009). Essas evidéncias em casos de cancer hereditario
corroboram a hipotese do fen6tipo mutador, onde a ocorréncia de um evento mutacional
acarretaria na perda de heterozigose do gene de reparo em questdo que,
consequentemente, seria responsavel por estabelecer a IG, favorecendo o acumulo de
mutacdes e a tumorigénese (Figura 1.2A).

Porém, estudos recentes demonstraram que o genoma de diferentes tumores
esporadicos (virgens de tratamento) apresentam baixa frequéncia de mutagdes em genes
sabidamente envolvidos com a manutengao da estabilidade genémica (PARSONS, D. et
al., 2008). Por outro lado, o aumento de frequéncia de mutacdes nestes genes, observado
em casos de glioblastomas, quando comparados casos pos e pré-tratamento, sugerem o
surgimento tardio do fendtipo de IG, que se encontra associado de alguma forma com a
resposta ao tratamento (PARSONS, D. et al., 2008).
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Figura 1.2 Representacdo esquemaética do papel da instabilidade genémica na
tumorigénese de canceres hereditarios e esporadicos. (A) Representacao do papel
inicial desempenhado pela instabilidade gendmica em tumores de origem hereditaria, por
mutacdes em genes relacionados a vias de manutencdo da integridade genémica. (B)
Representacédo do papel da instabilidade genémica em tumores de origem esporadica,
atraves de alteracbes geradas por estresse replicativo que culmina no desenvolvimento

do fendétipo de instabilidade gendmica. (Negrini, S., 2010)



Segundo Halazonetis e colaboradores (HALAZONETIS, et al., 2008), o perfil de
IG em canceres de origem esporadica; poderia ser explicado pelo aumento do estresse
replicativo causado pela ativacdo de oncogenes, que, em Ultima andlise levaria ao
fendtipo de IG (Figura 1.2B).

1.3 Os mecanismos de reparo de quebra de dupla fita de DNA

Dentro dessa problematica, o reparo de danos ao DNA é um processo
altamente relevante no controle da estabilidade genémica e consequente supressao
tumoral. O DNA de nossas células encontra-se constantemente sujeito a danos, que
podem ter origem exdgena, como agentes quimicos e a radiacao ionizante, ou endogena,
oriundos de erros do processo de replicacdo ou reagdes quimicas que ocorrem
naturalmente no microambiente intracelular (deaminacdes, por exemplo). Em decorréncia
do processo evolutivo, foram selecionados mecanismos moleculares capazes de detectar
e reparar esses erros (FRIEDBERG, E., 2003). Em eucariotos, os mecanismos de
resposta ao dano de DNA (RDD) estdo intimamente relacionados com o controle da
progressao do ciclo celular, impedindo que células com DNA danificado se propaguem
(KASTAN, M. e BARTEK, J., 2004).

Dentre os diferentes tipos de lesdo que podem ocorrer no DNA, encontram-se
as quebras de fita simples, formagdo de adutos, alquilagdo e oxidacdo de bases
nitrogenadas além de quebras de fita dupla, sendo a ultima considerada a mais téxica,
por permitir a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos. Cada um destes tipos de dano
requer processos distintos de reparo, porém apresentam alguns elementos redundantes
entre as diferentes vias (LORD, C. e ASHWORTH, A., 2012).

De uma forma geral, os mecanismos de RDD sdo compostos por multiplas
etapas enzimaticas, onde deve ocorrer o reconhecimento da leséo, resseccao da regido,
ou nucleotideo/base, danificada e posteriormente sua resolucdo. A resolucao de quebras
da dupla fita é efetuada majoritariamente por dois mecanismos: a recombinacao
homologa (Homologous Recombination — HR) ou a recombinacdo ndo homologa por
juncao de pontas (Non-Homologous End Joining — NHEJ). O reparo de alta fidelidade por
HR ocorre de forma dependente do ciclo celular, acontecendo preferencialmente nas
fases S e G2, uma vez que utiliza a sequéncia homéloga da croméatide irm& como molde
para o reparo. Por outro lado, o reparo por NHEJ ocorre de forma ubiqua ao longo do
ciclo celular (BRANZEI, D. e FOIANI, M., 2008).
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O direcionamento do mecanismo de reparo utilizado para resolucéo da quebra
de dupla fita, nas diferentes fases do ciclo celular em que tanto HR e NHEJ podem
ocorrer, baseia-se na etapa de ressecc¢do ou ndo da fita lesionada, favorecendo o reparo
por HR ou NHEJ, respectivamente. De forma geral o reparo se inicia com o
reconhecimento da lesdo pelo complexo MRN, composto pelas proteinas Mrell, RAD51
e NBS1 (PAULL, T. et al., 2000), que é responsavel pela ativacdo da cinase ATM que,
por sua vez, catalisa a fosforilagdo do variante X da histona H2A (H2AX) no residuo de
serina na posicdo 139. O acumulo da forma fosforilada da histona H2AX (yH2AX) nos
sitios de dano ao DNA coordena o recrutamento de diferentes proteinas para essas
regides, como MDC1. Quando recrutada para os sitios de dano ao DNA, MDCL1 interage
com ATM e NBS1, em um processo que exerce um efeito regulador positivo na ativacao
de ATM e consequente fosforilagdo de H2AX, causando uma amplificacdo do sinal de
reconhecimento da leséo (LOU, Z. et al., 2006).

Além de ser responsavel pela amplificacdo do sinal de reconhecimento do dano
do DNA por quebra de dupla fita, MDC1 também é um alvo de fosforilagdo por ATM, e
neste estado interage com a E3 ubiquitina ligase RNF8, que é responséavel pela
polimerizacao de cadeias de ubiquitina nas histonas H2A e H2AX. Quando ubiquitinadas,
essas histonas sdo reconhecidas por outra E3 ubiquitina ligase, denominada RNF168
que, por sua vez, ubiquitina o residuo de lisina na posi¢do 15 da histona H2A, que em
conjunto com a metilagéo no residuo de lisina na posi¢ao 20 da histona H4, é responsavel
pelo recrutamento de 53BP1 para os sitios de dano. Na fase G1 do ciclo celular,
juntamente com PTIP e RIF1, 53BP1 favorece o reparo por NHEJ, através da inibicao do
recrutamento de BRCA1 e, consequentemente, a resseccdo efetiva da fita lesionada
(PANIER, S e BOULTON, S., 2014) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Representacdo esquemética do mecanismo de direcionamento do
reparo por recombinacdo homdéloga ou ndo homéloga nas diferentes fases do ciclo
celular. Durante a fase G1 do ciclo celular, o recrutamento de 53BP1 é favorecido pela
ubiquitinacao no residuo de lisina na posicao 15 da histona H2A, que culmina na inibicao
do recrutamento de BRCAL aos sitios de dano, além da inibicdo de CtIP por mecanismos
de modificacdo pos-traducional (acetilacdo), acarretando na ressecc¢dao limitada das fitas
lesionadas que, por sua vez, favorece o reparo por NHEJ. Por outro lado, durante as
fases S e G2, o recrutamento de 53BP1 é inibido por diferentes mecanismos: como a
acetilacdo no residuo de lisina na posicdo 16 da histona H4, mediado pela proteina KATS5,
e por BRCA1, ativado por fosforilagédo, assim como CtIP que, quando em conjunto com
BRCAL, atuam favorecendo a resseccao efetiva das fitas lesionadas, estimulando o
reparo por HR. Adaptado de Panier e Boulton, 2013.



Durante as fases S e G2 do ciclo celular, o processo de resseccéo € favorecido
pelo recrutamento do complexo BRCAL/CtIP através do complexo MRN. MRE11 e CtIP
cooperam para que ocorra a retirada dos primeiros nucleotideos (que variam de 50 a 500)
no sentido 5’-3’ da fita lesionada. Posteriormente, a exonuclease EXO1, procede com a
retirada de até 5kb, permitindo assim o recrutamento da proteina RPA, que realiza o
capeamento da simples fita gerada, inibindo a acéo de nucleases e favorecendo o reparo
por HR. Durante a fase G1, além do papel desempenhado por 53BP1, 0s niveis proteicos
de BRCA1l encontram-se reduzidos, desfavorecendo a resseccao inicial e,
consequentemente, favorecendo o reparo por NHEJ (CRUZ-GARCIA, A. et al., 2014)
(Figura 1.3).

1.3.1 Recombinacdo homoéloga

As etapas posteriores a resseccao das fitas, durante o reparo por HR, ndo estéo
completamente elucidadas. De forma geral, sabe-se que a proteina RAD51 desempenha
um papel fundamental para que ocorra a busca e invasao da fita homologa nas etapas
finais da HR. Somente apds o carregamento de RPA nas fitas simples, geradas pela
etapa de resseccdo, ocorre a troca dos filamentos de RPA por RAD51, através do
complexo composto por BRCA1, PALB2 e BRCA2. RAD51 promove a formagao da
estrutura conhecida como D-loop, durante a sintese dependente da fita homdéloga, etapa
fundamental para que o reparo por HR ocorra de forma fiel (THOMPSON, L., 2012)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Representacdo esquematica dos mecanismos de reparo de quebra de
dupla fita. O reparo efetivo da quebra de dupla fita pode ser realizado por duas vias
majoritarias: HR e NHEJ. A recombinagdo n&o homologa pode ocorrer de forma
dependente de PARP1 ou do heterodimero Ku70/80. De forma geral, as fitas lesionadas
sao religadas mediante acdo de DNA ligases (Lig3 e Lig4) e suas proteinas acessorias
(XRCC1 e XRCC4, respectivamente), sem que ocorra processamento das fitas, ou com
processamento limitado. O reparo por recombinacdo homdloga € favorecido pera
resseccao das fitas lesionadas que, apos capeamento das fitas simples geradas pela
acdo de RPA, promove o recrutamento de RAD51 pela agdo do complexo
BRCA1/PALB2/BRCA2, permitindo que ocorra o reconhecimento e invasdo da fita

homodloga para que o reparo da fita lesionada aconteca.



1.3.2 Recombinacdo ndo homaologa por juncédo de pontas

O reparo por NHEJ, favorecido pela inibicdo da resseccao por 53BP1, pode
ocorrer através de duas vias distintas, uma dependente do heterodimero Ku70/Ku80 e
outra dependente de PARP1. De forma simplificada, o reparo dependente de Ku70/80
ocorre através do recrutamento de DNA-PKcs, que medeia o recrutamento das proteinas
XRCC4 e Ligase 4 que, por sua vez, promovem a juncao das pontas lesionadas. Por
outro lado, o reparo dependente de PARP1, ocorre através do reconhecimento de regides
de micro-homologia, que sdo processadas e ligadas pelas proteinas XRCC1 e Ligase 3.
De forma equivalente, ambos os processos culminam no reparo nao fiel, tendo em vista
que pode ocorrer perda ou ganho de regides durante o processamento e ligacao
(THOMPSON, L., 2012) (Figura 1.4).

1.4 BRCA1

Dentro do contexto de reparo ao dano de DNA, BRCAL1 atua como uma peca
importante na manutencéo da estabilidade gendmica e supressao tumoral.

BRCAL foi o primeiro gene relacionado com a susceptibilidade hereditaria ao
cancer de mama (MIKI, Y. et al., 1994). Os alelos de BRCA1 encontram-se mutados em
cerca de 45% das familias com casos hereditarios de cancer de mama, e 80% das
familias com casos de cancer hereditario de mama e ovarios (EASTON, D. et al., 1993).
Mulheres com predisposi¢ao hereditaria associada a mutacbes em BRCAL tém um risco
estimado de 56-80% para o desenvolvimento do cancer de mama (contra 11% na
populacdo geral) e de 16-60% para cancer de ovario (contra 1.4-2.5% na populagéo
geral) (MIKI, Y. et al., 1994).

A andlise da estrutura proteica de BRCA1 revela a existéncia de varios motivos
estruturais conservados entre os diferentes ortélogos (SZABO, C., WORLEY, T. e
MONTEIRO, A, 2004). A regido N-terminal da proteina encerra um dominio RING-finger
C3HC4 que apresenta atividade E3 ubiquitina ligase, aléem de mediar a interacdo de
BRCA1 com a protéina BARD1 (BRCA1-Associated RING Domain protein 1) (SAURIN,
A. etal., 1996; LORICK, K et al., 1999; RUFFNER, H. et al., 2001) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Representacao da estrutura proteica de BRCA1 (em escala). As caixas
vermelhas mostram as regides cujas estruturas tridimensionais sdo conhecidas. Em
destaque as estruturas dos dominios RING-finger e BRCT: as estruturas em folha-$
estdo representadas como fitas, enquanto as estruturas em a-hélice estao representadas
como cilindros. NLS: sinais de localizagcdo nuclear. A regido necessaria para a ligacao
ndo especifica ao DNA é representada como uma caixa rosa. Os sitios que sao
fosforiliados na resposta ao dano de DNA séao representados como circulos vermelhos
(alvos para CHK2) e amarelos (alvos para ATM). Sitios fosforilados por CDK2 ou Casein
Kinase 2 estao representados como circulos azuis e verdes, respectivamente. O painel
inferior mostra elementos de interagdo com BRCAL, agrupados pelas respectivas
regides de interacdo (barras horizontais pretas). Os elementos estdo representados
como circulos de diferentes cores, conectados a um circulo preto, que representa a
regido de interacdo. Para facilitar a visualizacdo do papel de BRCA1 em diferentes
processos celulares os elementos de interacao estdo representados por cores diversas,
cada cor associada a uma fungéo especifica: regulacdo da transcricdo e remodelamento
da cromatina (lilas), controle do ciclo celular (vermelho), resposta ao dano de DNA
(verde) e outros (azul). Quando um elemento participa de duas fungdes distintas, este €

representado com mais de uma cor. Adaptado de Dapic e Monteiro, 2006.
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Cerca de 75% do pool celular de BRCA1 encontra-se complexado com BARD1,
sugerindo uma funcéo biologica relevante para o heterodimero (BRZOVIC, P. et al., 2001).
A interacdo BRCA1/BARDL1 potencializa a atividade E3 ubiquitina ligase de BRCAl
(BAER, R. e LUDWIG, T., 2002; WU-BAER, F. et al., 2003).

O heteredimero BRCA1-BARD1 medeia a formacgao de estruturas ubiquitinadas
através do residuo de lisina na posicdo 6 da ubiquitina, ao contrario da maioria dos
processos de ubiquitinacdo, que se valem dos residuos de lisina nas posi¢cdes 48 ou 63
(RUFFNER, H. et al., 2001; MORRIS, J. e SOLOMON, E., 2004; NISHIKAWA, H. et al.,
2004). As consequéncias dessa forma especifica de ubiquitinacdo ainda sé&o
desconhecidas. Porém, Elia e colaboradores demonstraram recentemente que insultos
ao DNA por radiacao ionizante e ultravioleta sdo acompanhados por um aumento global
de ubiquitinagdo mediada através do residuo de lisina na posi¢éo 6 (ELIA, A. et al., 2015).

A porcado central de BRCAL consiste de uma regido pouco conservada. Nela
identificam-se dois motivos que correspondem a sinais de localizagéo nuclear (NLS; aa
500-508 e 609-615). Pelo menos um desses sinais (aa 503-508) foi demonstrado como
essencial para a apropriada localizacdo nuclear da proteina (CHEN, C. et al., 1996). A
presenca de diversos sitios de fosforilacdo localizados na regido central de BRCAL,
corrobora os dados que sustentam o envolvimento de BRCA1 nos mecanismos de RDD
(OUCHI, T., 2006).

A regido carboxi-terminal de BRCAL é bastante acidica e contém dois dominios
BRCTs (BRCA1l C-Terminal) em tandem, caracteristicos de uma superfamilia de
proteinas envolvida no RDD e no controle de pontos de checagem do ciclo celular
(KOONIN, E. et al., 1996; BORK, P. et al., 1997; CALLEBAUT, | e MORNON, J., 1997).
Esses dominios sdo regides de interacdo proteina-proteina que medeiam a associacao
com um universo de outras proteinas envolvidas com a replicacdo do DNA, com as vias
de RDD, com a trancrigédo, no controle do ciclo celular e em processos de ubiquitinagéo.
Quando em tandem (tBRCT), esses dominios sdo capazes de reconhecer e ligar-se a
fosfopeptideos (BOTUYAN, M. et al., 2004; WILLIAMS, R. et al., 2004; CLAPPERTON,
J. etal., 2004; SHIOZAKI, E. et al., 2004; RODRIGUEZ, M. et al., 2003; MANKE, I. et al.,
2003). A regiao C-terminal de BRCAL é essencial para o exercicio de sua funcdo
supressora de tumor, tendo em vista que a delecdo de apenas 11 aminoacidos na
extremidade final da proteina é suficiente para conferir predisposicdo ao cancer
(MONTEIRO, A., AUGUST, A. e HANAFUSA, H., 1997).
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1.5 BARD1

BARD1 foi identificada como parceira de interagdo da porgdo N-terminal
(composta pelos 304 primeiros residuos de aminoécidos) de BRCA1 em um ensaio de
dois hibridos em levedura (WU, L. et al., 1996). BARD1 atua de forma direta e indireta
em processos de resposta ao dano de DNA, através do reparo propriamente dito, do
controle do ciclo celular e da apoptose (TEMBE, V. e HENDERSON, B., 2007; BRODIE,
K. et al., 2012). Estruturalmente, BARD1 apresenta grande semelhanca com BRCAL,
encerrando um dominio RING-finger e uma sequéncia de exportacdo nuclear na por¢céao
N-terminal, além de sua regido C-terminal encerrar dois dominios BRCT em tandem
(Figura 1.6A). Diferentemente de BRCA1, BARD1 apresenta um cassete composto por
trés repeticdes de motivos de anquirina proximo a por¢cédo N-terminal dos dominios BRCT
(Figura 1.6A) (IRMINGER-FINGER, I. e JEFFORD, C., 2006). Apesar de encerrar um
dominio RING-finger, BARD1 nado apresenta atividade E3 ligase por si s6, porém, atua
como potencializador de BRCAL, onde é necessario que ocorra a associacado com
BRCAL para que o heterodimero resultante se auto-ubiquitine, aumentando sua atividade
E3 ubiquitina ligase em até 20 vezes (IRMINGER-FINGER, I. e JEFFORD, C., 2006).
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Figura 1.6 Representacao da estrutura proteica de BARD1 (em escala) com BRCAL.
(A) Dominios estruturais de BARD1 e BRCAL: dominio RING-finger (RING, caixas em
verde), sequéncia de exportacdo nuclear (NES, nuclear export sequence, caixas em
marrom), sinal de localizagéo nuclear (NLS, nuclear localization signal, caixas em azul
claro), repeticdes de anquirina (ANK repeats, caixas em azul escuro) dominios tBRCT
(caixas em vermelho). (B) Dominios funcionais de BARD1. Adaptado de Irminger-Finger
e Jefford (2006).
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Embora grande parte do conteddo celular de BARD1 esteja associada a
BRCA1, essa proteina é capaz de desempenhar outras funcdes, independentes de
BRCAL. Uma destas func¢des € a modulagéo da atividade transcricional de NF-kB através
da interacdo com Bcl-3, mediada pelos dominios anquirina presentes em ambas as
proteinas (DECHEND, R. et al.,, 1999) (Figura 1.6B). BARD1 também modula a
progressdo do ciclo celular, haja visto que células com a expressdo de BARD1
experimentalmente reduzida, exibem um retardo na fase S do ciclo celular, acompanhada
de IG e perda de inibicao, por contato, da proliferacdo (IRMINGER-FINGER, I. e LEUNG,
W., 2002). Por outro lado, a super-expressao de BARD1, assim como sua localizacao
citoplasmatica, € um fator indutor de apoptose (JEFFORD, C. et al., 2004).

Diferentemente de BRCAL, pouco se sabe a respeito dos parceiros de interacao
de BARD1. Um maior entendimento das interaces de BARD1 com outras proteinas &
necessario para elucidar o seu papel em vias relacionadas a tumorigénese, assim como
o papel de BRCA1 nestas mesmas vias, possibilitando entdo o desenvolvimento de novas
estratégias de combate ao cancer (WOODS, N et al., 2012; CARVALHO, R et al., 2014).

1.6 Dominios BRCT em tandem no genoma humano.

O dominio BRCT foi originalmente identificado em BRCAL, porém s&o
encontrados em diversas proteinas, tanto procaridticas quanto eucaridticas. A maioria
dessas proteinas esta envolvida de alguma forma com mecanismos de RDD (BORK, P.
et al., 1997). O dominio BRCT ja foi descrito como um motivo que medeia interacdo de
uma série de proteinas, como XRCC1 e DNA ligase Ill e o proprio BRCAL e CtIP (YU, X.
et al., 2003). Recentemente, Mesquita e colaboradores identificaram um conjunto de 23
proteinas codificadas pelo genoma humano que encerram um ou mais dominios BRCT.
(MESQUITA, R. et al., 2010).

Os dominios BRCT, quando em tandem, comportam-se como uma unica
unidade estrutural — sugerindo que esse tipo estrutura forme uma classe particular de
dominios BRCTs (JOO, W. et al., 2002). No genoma humano encontram-se identificadas
12 proteinas que apresentam dominios tBRCT onde todas encontram-se relacionadas
com a RDD (GRAWUNDER, U. et al., 1998; RAPPOLD, I. et al., 2001; GOLDBERG, M.
et al., 2003; WESTERMARK, U. et al., 2003; JOWSEY, P. et al., 2004; MESQUITA, R. et
al., 2010;).
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O nosso grupo, em associagao com o grupo do Dr. A.N. Monteiro (H. Lee Moffitt
Cancer Center & Research Institute, Tampa, EUA), desenvolveu um estudo sistematico
para caracterizacdo funcional por interacdo proteica de dominios tBRCT, onde, foram
selecionadas sete proteinas que encerram o motivo tBRCT (BRCAL1, BARD1, PTIP
(PAXIP1), 53BP1, ECT2, MDCL1 e Ligase 4) (WOODS, N et al., 2012) (Figura 1.7A). A
primeira abordagem preconizou a utilizacdo desses sete diferentes dominios tBRCT
como alvos para um ensaio de varredura por interagdo proteica de dois hibridos em
levedura contra uma biblioteca de expressdo humana. Em um segundo momento, foram
conduzidas paralelamente duas outras abordagens, (1) um ensaio de varredura por
purificacdo de proteinas por afinidade sequencial (Tanden Affinitiy Purification, TAP) -
utilizando os mesmos dominios tBRCT usados anteriormente e, (2) a curadoria da
literatura, focada nos relatos de interacdo mediadas pelos dominios tBRCT. Nesse

trabalho, ao todo, foram identificadas 1013 intera¢des (Figura 1.7B).
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Figura 1.7 Rede de interacéo proteica do dominio tBRCT. (A) Integracéo das redes

tBRCT: curadoria da literatura (7X-LIT), varredura pelo ensaio de dois-hibridos em

levedura (Y2H) e purificacdo de proteinas por afinidade sequencial (TAP-MS). (B)

Diagrama de Venn, mostrando a sobreposicéo de interagcdes identificada por cada um

dos métodos que deram origem a rede final de interacdo (adaptado de Woods e

colaboradores, 2012).
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CDK9 foi uma das proteinas identificadas como parceiras de interacdo de
BRCAL, BARD1 e PTIP (inicialmente identificada como parceira de interacdo com o
tBRCT de BRCAL por ensaios de dois hibridos em levedura e dos tBRCTs de BARD1 e
PTIP por ensaios de TAP- MS) (WOODS, N. et al., 2012).

1.7 CDK9

CDK9 (Cyclin-Dependent Kinase 9) foi descrita inicialmente como PITALRE
(devido a um motivo de sete residuos de aminoacidos em sua sequéncia primaria; Pro-
lle-Thr-Ala-Leu-Arg-Glu) e identificada pela semelhanca com proteinas da familia das
CDC2 (Cell Division Cycle 2), descritas inicialmente em leveduras. Grafia e
colaboradores demonstraram a época, que esta proteina € capaz de fosforilar Rb in vitro,
sugerindo um papel no controle do ciclo celular (GRANA, X., et al., 1994). Somente a
partir de 1998, em razéo dos trabalhos de Garriga e Peng, que identificaram a ciclina T1
como parceira de interacdo e moduladora da atividade de PITALRE, a mesma passou a
ser reconhecida como CDK9 (GARRIGA, J., et al., 1998; PENG, J., et al., 1998).

O heterodimero CDK9/ciclinas T (ciclinas T1 e T2) forma a subunidade catalitica
do complexo denominado “fator de alongamento transcricional positivo b” (P-TEFb,
Positive Transcriptional Elongation Fator b), que estimula o alongamento transcricional
através da fosforilagdo do residuo de serina nimero dois do heptapetideo (YSPTSPS)
gue se apresenta em 52 repeticdes na cauda C-terminal (CTD, C-Terminal Domain) de
RPB1, a maior subunidade da holoenzima RNA polimerase Il (BRES, V., et al., 2008;
ROMANO, G. e GIORDANO, A., 2008) (Descrito detalhadamente na Figura 1.8A - D).
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Figura 1.8 Representacdo esqueméatica do papel de CDK9 no processo de
alongamento durante a transcri¢cdo génica. (A) apds o recrutamento da maquinaria
basal da transcricdo (aqui representado pela holoenzima RNA polimerase Il — Pol 1) para
regido promotora, a cauda C-terminal (CTD) é fosforilada no residuo de serina na posi¢cao
cinco do heptapeptideo YSPTSPS, pelo complexo TFIIH (B). (C e D) Apos a fosforilacao
por TFIIH a maquinaria da cauda CTD precisa ser fosforilada pelo complexo P-TEFb, que
tem CDK9 como unidade catalitica, no residuo de serina 2, para que a maquinaria da
transcricdo passe a apresentar uma maior processividade. Paralelamente CDK9 também
fosforila os complexos inibitérios e estimuladores NELF e DSIF, respectivamente
(adaptado de Zhou, Q e Yik, J., 2006).
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Durante o controle do processo de transcricdo, CDK9 também fosforila,
componentes inibitérios como NELF e DSIF (PING, Y. e RANA, T., 2000; ZHOU, Q e YIK,
J., 2006) e a histona H1, que atua como regulador da compactacdo do DNA e
consequente expressao génica (O'BRIEN, S et al., 2010; O’'BRIEN, S et al., 2012). Além
de alvos relacionados ao processo de transcricdo em si, CDK9 é capaz de fosforilar p53
no residuo de serina na posi¢cdo 392, gerando um aumento na estabilidade e atividade
da proteina, que por sua vez promove a expressdo de CDK9. Além disso, SIRT2
(desacetilase da familia das sirtuinas) modula a atividade de CDK9 através da
desacetilacdo do residuo de lisina na posicdo 28, em resposta ao estresse replicativo
(CLAUDIO, P. et al., 2006; ZHANG, H. et al., 2013).

Além das ciclinas do tipo T, CDK9 interage com a ciclina K, sugerindo uma
resposta mais flexivel a diferentes estimulos, assim como outras CDKs envolvidas no
controle do ciclo celular (LIN, X. et al., 2002). O heterodimero CDK9/ciclina K participa da
resposta a estresses replicativos, juntamente com ATR e ATRIP, modulando o
carregamento de RPA mediante estresse pela acdo de hidroxiuréia (YU, D. et al., 2010).
Esses dados corroboram um papel de CDK9 na RDD (Figura 1.9)

Em 2003, Shore e colaboradores identificaram uma nova isoforma de CDK9,
produzida através de uma regido promotora a montante do promotor originalmente
identificado (Figura 1.10A). A traducdo dos transcritos de CDK9 produzem duas
proteinas denominadas 42k e 55k. CDK9 55k se diferencia de CDK9 42k, pela adicdo de
117 residuos aminoacidos na por¢cao N-terminal da proteina traduzida (Figura 1.10B)
(SHORE, S. et al., 2003; SHORE, S. et al., 2005). Dados de Liu e colaboradores
demonstraram que a isoforma 55k € capaz de interagir com a ciclina T1 e fosforilar, in
vitro, 0s mesmos peptideos que a isoforma 42k, como € o caso da cauda CTD da RNA
polimerase Il. CDK9 55k, diferente de 42k, interage com Ku70, proteina responsavel pelo
recrutamento da DNA-PKcs para os sitios de quebra de dupla fita, durante o reparo por

recombinacdo ndo homologa por juncdo de pontas (LIU, H. et al., 2010).
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Figura 1.9 Representacdo esquematica dos diferentes papeis de CDK9, proposto
por Yu e colaboradores (2011). CDK9 forma complexos com diferentes ciclinas, sendo
responsavel pela etapa de alongamento da transcricdo quando interagindo com as
ciclinas T, no complexo PTEF-b. Quando em complexo com a ciclina K, CDK9 participa
da estabilizacdo da forquilha de replicacdo atuando no controle do ciclo celular,

juntamente com ATR (adaptado de Yu, D. e colaboradores, 2011).
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Figura 1.10 Representacdo esquematica da regido génica de CDK9 e de seus

produtos. (A) representacdo esquematica da regido génica de CDK9, com destaque
para as regides promotoras da transcricdo das isoformas 55k e 42k. Em preto, 0s éxons
comuns as duas isoformas. Em cinza, o éxon codificado somente na isoforma 55k. (B)
Representacdo dos produtos proteicos provenientes da transcricdo através dos
diferentes promotores representados em A. Destaque para regido em cinza,
representando a porcao exclusiva da isoforma 55k, composta por uma regido rica em
residuos de prolina e glicina. Destaque para os sitios de ligacdo do ATP, da assinatura

de residuos de aminoéacidos (PITALRE) e os sinais de localizacao nuclear (SLN).
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2. Objetivo geral

Caracterizar funcionalmente as interagcées de CDK9, com BRCA1 e BARD1, no

contexto de reparo ao dano de DNA.

3. Objetivos especificos

Confirmar as interacbes CDK9/BRCA1 e CDK9/BARD1, previamente
identificadas por Woods e colaboradores (2012), em um contexto de proteinas

constitutivamente produzidas em células humanas.

Caracterizar a capacidade das isoformas de CDK9 (42k e 55k) de interagirem
com BARD1 e com o dominio tBRCT de BRCAL.

Avaliar a capacidade de formacao de focos de CDK9 em resposta a danos ao

DNA e sua co-localizacdo com focos de BRCAL.

Avaliar o papel de CDK9, juntamente com BRCAL, em processos relacionados

ao reparo a danos no DNA.
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4. Materiais e métodos

4.1. Construgdes plasmidiais.

A sequéncia codificante referente a isoforma 42k de CDK9 (Pubmed Accesseion
Number: NM_001261.3), em cadeia completa, foi amplificada por rotinas de PCR
(Polymerase Chain Reaction, reacdo em cadeia da polimerase) (MULLIS, K et al., 1986)
utilizando o conjunto de reagentes Pfx50 DNA polymerase (Invitrogen, Calrsbad, EUA),
empregando a enzima DNA polimerase de alta fidelidade Pfx50, segundo
recomendacdes do fabricante e usando oligonucleotideos iniciadores especificamente
desenhados (Senso CDK9 42k EcoRlI e antisenso CDK9 42k BamHI - Quadro 4.1). Como
molde de DNA, foi utilizada a construcdo pCDNA3-CDK9 42k HA (cDNA de CDK9 em
cadeia completa clonado no vetor de expresséo para células de mamifero pCDNA3 no
mesmo quadro de leitura do epitopo HA) (FUJINAGA, K. et al., 1998), adquirida através
do repositorio de plasmideos, Addgene (Massachusetts, EUA). O programa de
termociclagem utilizado foi definido com uma etapa de desnaturacao inicial de 5 min a
94°C, seguida por 35 ciclos de contendo um passo de desnaturacdo de 1 min a 94°C, um
passo de anelamento de 1 min a 55°C e um passo de extensdo de 1,5 min a 72°C e por
fim uma etapa de extensédo de 7 min a 72°C. A reacédo foi conduzida em termociclador
modelo Verity (Life Technologies, Carlsbad, EUA). O produto amplificado (inserto) foi
analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% p/v em tampao TBE (Tris base 45
mM, acido bérico 45 mM, EDTA 1 mM) (todos os reagentes da Sigma Co., St, Louis,
EUA). O inserto, bem como o vetor de expressdo em células de mamiferos pCMV FLAG
foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzimas EcoRI e BamHI (New England
Biolabs, Ipswich, EUA) por 16 horas a 37°C, seguindo recomendacdes do fabricante. Os
produtos das reacfes de digestdo enzimatica foram analisados através de eletroforese
preparativa em gel de agarose como descrito anteriormente. Os fragmentos de interesse
foram purificados utilizando-se o kit comercial GFX PCR DNA and Gel purification kit (GE
Healthcare, Pittsburgh, EUA), segundo instru¢cdes do fabricante. A purificacdo foi

confirmada em nova eletroforese em gel de agarose.
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Quadro 4.1 Lista dos oligonucleotideos iniciadores utilizados

Nome Sequéncia (5’ - 3°)
Senso CDK9 42k EcoRl AAGAATTCAATGGCAAAGCAGTACGACTCGGTG
Antisenso CDK9 42k BamHI | AAGGATCCTCAGAAGACGCGCTCAAACTCC
Senso BARD1 Sall AAGTCGACAATGCCGGATAATCGGCAGC
Antisenso BARD1 Notl AAGCGGCCGCTCAGCTGTCAAGAGGAAGCAAC
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Os produtos purificados foram submetidos a reacéo de ligacéo utilizando-se a
enzima T4 DNA ligase (Promega, Wiscousin, EUA) a temperatura ambiente por 16 horas,
segundo recomendacdes do fabricante.

Desta forma, o inserto foi direcionalmente clonado no vetor pCMV FLAG (Sigma
Co., St, Louis, EUA) mantendo o quadro de leitura do epitopo FLAG, gerando a
construcdo pCMV FLAG-CDK9 42k. (Figura 4.1A).

A sequéncia codificante de BARD1 (Pubmed Accesseion Number: NM_000465),
em cadeia completa foram amplificada por rotinas de PCR como descrito na
anteriormente, valendo-se de oligonucleotideos iniciadores especificamente desenhados
(Senso BARDL1 Sall e antisenso BARD1 Notl - Quadro 4.1). Como molde de DNA, foi
utilizada a construgédo pYFP BARD1 (cDNA de BARD1 em cadeia completa clonado no
vetor de expressao para células de mamifero pEYFP), gentilmente cedida pelo Dr. Beric
Henderson (University of Sydney, Australia).

Desta forma, o inserto foi direcionalmente clonado, como descrito anteriormente,
nos sitios de restricdo das enzimas Sall e Notl do vetor pGEX6pl (GE Healthcare)
mantendo o quadro de leitura da proteina glutationa-S transferase (GST), gerando a
construcdo pGEX6p1-BARD1 (Figura 4.1B).

Ambas construgbes geradas foram confirmadas por sequenciamento

automatico como descrito na se¢ao 4.2.
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Figura 4.1 Representacao esquematica das construcdes plasmidial gerados e seus
produtos proteicos. (A) Vetor plasmidial para expressdo em células animais pCMV
FLAG, com destaque para as regifes reguladoras e os sitios das enzimas de restricao
EcoRI e BamHI utilizados nas rotinas de clonagem para geracao da construcdo pCMV-
FLAG-CDK9 42k, e seu produto proteico (FLAG-CDK9 42k). (B) Vetor plasmidial para
expressao em células procarioticas pGEX6p1, com destaque para as regides reguladoras
e 0s sitios das enzimas de restricdo Sall e Notl utilizados nas rotinas de clonagem para

geracédo da construcao pGEX6p1-BARD1, e seu produto proteico (GST-BARD1).
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A construcado pEBG-BRCA1 C-terminal (cDNA de BRCA1 que codifica a regiao
que compreende os residuos de aminoacidos 1314 ao 1863 clonado no vetor de
expressdo para células de mamifero pEBG), foi gentiimente cedido pelo Dr. Alvaro
Monteiro (H. Lee Moffitt Cancer center, Florida, EUA) (Figura 4.2A).

A construcdo pCMV FLAG-CDK9 55k (cDNA da isoforma 55k de CDK9 cadeia
completa clonado no vetor de expresséao para células de mamifero pCMV FLAG) (LIU, H.
et al., 2010), foi gentilmente cedido pelo Dr. Andrew Rice (Baylor College of Medicine,
Texas, EUA) (Figura 4.2B)

A construcdo pCDNA3-CDK9 42k HA (cDNA da isoforma 42k de CDK9 cadeia
completa clonado no vetor de expressao para células de mamifero pCDNAS seguindo o
mesmo quadro de leitura que o epitopo HA), adquirida através do redepositério de

plasmideos, Addgene (Massachusetts, EUA). (plasmideo niumero 14640) (Figura 4.2C)

4.2. Sequenciamento automatico

As construgbes geradas foram confirmadas através de rotinas de
sequenciamento automatico utilizando-se o kit BigDye Terminator (Life Technologies,
Carlsbad, EUA), segundo instru¢cdes do fabricante, valendo-se de todos os
oligonucleotideos utilizados nas rotinas de clonagem (Quadro 4.1). A andlise dos
produtos da rotina de sequenciamento foi conduzida em colaboracdo com a Divisédo de

Genética do Centro de Pesquisa do INCA.

4.3. Cultivo de bactérias

4.3.1. Cepas de bactérias utilizadas

Duas cepas de Escherichia coli foram utilizadas nas rotinas de transformacéao.
A cepa DH5a (gendtipo: fhuA2 lac(del)U169 phoA gIinV44 ¢80' lacZ(del)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17) foi utilizada nas rotinas de clonagem de todas as
construgdes citadas na se¢édo 3.1. A cepa BL21 (DH3) (genétipo: F-ompT gal dcm lon
hsdSg(rs me-) A(DES3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) foi utilizada nas rotinas de

expressado condicional a serem descritas na sec¢ao 4.3.5.
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Figura 4.2. Representacdo esquematica dos vetores plasmidias cedidos e seus
produtos proteicos. Vetores plasmidiais para expressdo em células animais, com
destaque para as regides reguladoras. (A) pPEBG-BRCAL C-terminal, (B) pCMV FLAG-
CDK9 55k e (C) pCDNA3-CDK9 42k HA e seus respectivos produtos proteicos (GST-
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4.3.2. Preparo de bactérias competentes

O preparo de bactérias eletrocompetentes foi adaptado do procedimento
descrito por Wirth e colaboradores (1989). Resumidamente, as bactérias foram cultivadas
em meio LB (Luria-Bertani Broth; peptona 1% p/v, extrato de levedura 0,5% pl/v, cloreto
de sadio 0,5% p/v) a 37°C por 16h. Em seguida uma aliquota foi diluida 500x em meio
LB e o crescimento foi acompanhado até que a cultura atingisse a fase exponencial de
crescimento, avaliada pela densidade ética (D.O.) que deveria encontrar-se entre 0,4 e
0,5 unidades de absorvancia a 600nm. As células passaram, entdo, por sucessivas
etapas de centrifugacao (2500 x g por 10 min a 4°C) e ressuspensas em solucédo de
glicerol 10% v/v gelada, com redugé&o do volume em 10% do volume inicial da cultura. Na
Ultima etapa de centrifugacao as células foram resuspensas em solucao glicerol 10% v/v

e estocadas a -80°C.

4.3.3. Transformacéao bacteriana

As bactérias competentes foram incubadas com o DNA plasmidial e em seguida,
foram submetidas a um pulso de 1,8 kV no eletroporador modelo Micropulser™ (Bio-Rad
laboratories) em cubetas de 0,1 cm. As bactérias foram, entdo, recuperadas em 800uL
de meio LB e a cultura foi incubada em banho-maria a 37°C por 1 hora. Em seguida, as
bactérias foram plaqueadas em meio semi-sdlido LB, agar 4% p/v (Sigma co.) com a
presséao seletiva variando com o cassete de resisténcia do plasmideo utilizado (ampicilina

50ug/mL ou canamicina 30ug/mL).

4.3.4. Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi conduzida segundo adaptacdo do método de
lise alcalina como descrito previamente (ENGEBRECHT, J. et al., 2001). Resumidamente,
as colonias bacterianas obtidas da transformacéo foram inoculadas em meio LB com
antibiético (ampicilina 50ug/mL ou canamicina 30ug/mL) sob agitagédo a 37°C por 18
horas. Em seguida as células foram centrifugadas a 14000 RPM por 1 minuto em
microcentrifuga (modelo Minispin eppendorf) e ressuspensas em tampéao GTE (glicose
50 mM, tris-Cl 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM - todas Sigma co.). As células foram lisadas,
cuidadosamente, em solucédo de hidroxio de s6dio/SDS (NaOH 0,2 M, SDS 1% p/v —
todos Sigma co.) e neutralizadas em tampdao de acetato de potassio (acido acético glacial

29,5 mM, KOH em lentilhas até que a solucéo atingisse pH 4,8 em 100 mL). A suspensao
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foi, entdo, centrifugada a 14000 RPM por 10 minutos em microcentrifuga. O
sobrenadante foi recuperado e a este foi adicionado igual volume de cloroférmio, o
material foi submetido a vigorosa agitagao e centrifugado a 14000 RPM por 2 minutos.
Posteriormente, a fase aquosa foi recuperada e a esta foi adicionado igual volume de
isopropanol, o material foi incubado por 20 minutos a -20°C e em seguida centrifugado a
14000 RPM por 30 minutos. O precipitado foi ressuspenso em agua deionizada (sistema
MilliQ, Millipore) autoclavada.

Alternativamente, quando para uso em rotinas de transfeccdo de células
humanas os DNAs plasmidiais foram extraidos utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep

(QIAGEN, Gemantown, EUA), segundo orientacdes do fabricante.

4.3.5. Expressao condicional em bactérias

Para a producédo proteica condicional da proteina de fusdo (Figura 2B), em
bactérias (E. coli da cepa BL21), as culturas transformadas foram inicialmente inoculadas
em meio LB por 18 horas a 37°C. Em seguida uma aliquota foi diluida 500x em LB e o
crescimento foi acompanhado até que a cultura atingisse a fase exponencial de
crescimento, avaliada pela D.O. que deveria encontrar-se entre 0,4 e 0,6 unidades de
absorvancia 600 nm. As células entdo foram submetidas ao tratamento com 0,5 mM de
IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside — Sigma co.) e mantidas sob agitacdo a
30°C por 4 horas para producao das proteinas recombinantes. Posteriormente as células
foram recolhidas e as proteinas totais extraidas.

4.3.6. Extracdo de proteinas de bactérias

As células tratadas para expressao condicional foram recolhidas em tampéo de
lise (20 mM Tris pH 7,5, lisozima & 1 mg/mL, DNAse a 1 ug/mL e Triton X100 a 0,1% -
todas Sigma co.) e mantidas a 37°C por 1 hora e posteriormente sonicadas (sonicador
modelo Autotune Series High Intensity Ultrasonic processor - 100/130 watt) em ciclos
curtos de 15 segundos. Em seguida o material sonicado foi centrifugado (modelo
Centrifuge 5418 eppendorf) a 13000 RPM por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante
recuperado foi submetido a rotinas de immunoblotting para avaliacdo das proteinas

fusionadas ao GST.
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4.4. Culturas de células humanas

As células humanas das linhagens HEK29FT (Invitrogen, Calrsbad, EUA), HeLa
(#CCL2, ATCC, Virginia, EUA), MCF7 (HTB-22, ATCC, Virginia, EUA), MDA MB-231
(HTB-26, ATCC, Virginia, EUA), T47D (HTB-133, ATCC, Virginia, EUA) e HCC1937
(CRL-2336, ATCC, Virginia, EUA — gentilmente cedida pelo Dr. Alvaro Monteiro; H. Lee
Moffitt Cancer center, Florida, EUA) foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma Co., St, Louis, EUA) suplementado com 10%
v/v de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Calsbad, EUA) e antibi6ticos penicilina (100000
U/L - Invitrogen) e estreptomicina (100 mg/L - Invitrogen) a 37°C em atmosfera com 5%
v/iv de COz2. As células humanas da linhagem MCF10A (CRL-10317, ATCC, Virginia,
EUA) foram cultivadas em meio DMEM/F12 (na proporcao de 1:1), suplementado com
5% v/v de SFB, 20 ng/mL de EGF (Epdermal growth factor — Sigma Co.), 5 ug/mL de
insulina (Sigma Co.), 1,25 pug/mL de Hidrocortisona (Sigma Co.) e 0,1ug/mL de Toxina
Colérica (Sigma Co.). As células da linhagem SUM1315 (gentilmente cedida pelo Dr.
Alvaro Monteiro; H. Lee Moffitt Cancer center, Florida, EUA) foram cultivadas em meio
DMEM/F12 (na proporcédo de 1:1) suplementado com 5% v/v de SFB, 10ng/mL de EGF
e 5ug/mL de insulina. Os subcultivos foram realizados quando as células apresentavam
80-90% de confluéncia da area cultivada. A manutencdo das células consiste na
dissociacao enzimética com solugéo de tripsina 0,25% p/v e EDTA 0,01% p/v (ambos
Sigma Co.) a 37°C por cerca de 2 minutos. As células recuperadas em meio
suplementado com SFB foram centrifugados a 1600 RPM por 5 minutos em centrifuga
clinica (modelo Excelsa Baby 206R, Fanem.), em seguida as células sedimentadas foram

ressuspensas em meio de cultivo e 1/5 do volume plaqueado em novos frascos de cultivo.

4.4.1. Transfeccao de células humanas

A transfeccdo de células humanas (linhagens HEK293FT e MCF7) com as
construcdes plasmidiais foram conduzidas utilizando o reagente polietilenimina 1 ug/ulL
(PEI) (Polysciences Inc, Pannsylvania, EUA). Cerca de 500.000 células foram
plagueadas em placas de cultivo de 9,5cm? de area e mantidas em estufa a 37°C em
atmosfera de CO2 por 24 horas. Em seguida, a mistura de transfec¢cdo, composta pelas
construcdes plasmidiais, PEI (na proporcao de 3 uL do reagente para cada 1 ug de DNA)

e 10 volumes de meio de cultura sem soro, foi incubada por 30 minutos a temperatura
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ambiente. Posteriormente as células foram tratadas com a mistura de transfeccéo, e
mantidas em cultura por 3 horas. Apés essa incubacéo, o meio de cultivo foi substituido
e as células mantidas em cultura por 24 horas para protocolos de extracdo proteica

(secdao 4.6) e 72 horas para ensaios de avaliagdo de mecanismos de reparo (sec¢éo 4.11).

4.5. Extracéo de proteinas de células humanas

4.5.1. Extratos de proteinas totais

Para obtencdo de extratos de proteinas totais, células humanas em cultura
foram lavadas com PBS pH 7,4 (suplementado com NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4
10 mM, KH2PO4 1,8 mM) e dissociadas mecanicamente. As células foram recolhidas e
centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos a temperatura ambiente em microcentrifuga e
ressuspensas em tampao de lise Mild-RIPA (NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH 7,4, EDTA 1
mM e NP40 1% v/v) suplementado com coquetel de inibidores de protease (Sigma Co.).
Os produtos lisados foram incubados por 30 minutos em banho de gelo e, em seguida,
centrifugados a 14000 RPM por 10 minutos a 4°C em microcentrifuga. Os sobrenadantes
foram recolhidos e armazenados a -80°C.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada através de ensaio

colorimétrico descrito por Bradford (1976).

4.5.2. Extratos de proteinas citoplasmaticas e nucleares

Para obtencdo de extratos de proteinas citoplasmaticos e nucleares, células
humanas em cultura foram lavadas com PBS e centrifugadas conforme descrito na se¢ao
3.6.1. As células foram ressuspensas em tampao de extracao da fracdo citoplasmatica
(HEPES 50 mM pH 7,5, NaCIl 150 mM, EDTA 1 mM e NP40 0,2% v/v) suplementado com
coquetel de inibidores de protease. Os lisados foram incubados por 5 minutos em banho
de gelo e, em seguida, centrifugados a 14000 RPM por 5 minutos em microcentrifuga. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C (extrato citoplasmatico). O produto de
sedimentacao foi resuspenso em tampao de extracao nuclear (Tris 20 mM pH7,4, glicerol
20% v/v, KCI 10 mM, NaCl 400 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, B-mercaptoetanol 0,625
mM) suplementado com solugéo de inibidores de protease. Os lisados foram incubados
por 30 minutos em banho de gelo e, em seguida, centrifugados a 14000 RPM por 10
minutos em microcentrifuga. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C (Extrato

Nuclear).
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A concentracdo de proteina foi determinada através de ensaio colorimétrico de
Bradford (1976).

4.6. Ensaios de interacdo proteina-proteina

4.6.1. Coimunoprecipitacdo de proteinas

Rotinas de coimunoprecipitagdo foram conduzidas utilizando-se os extratos
nucleares obtidos conforme descrito na secdo 4.6.2. Resumidamente, os extratos
proteicos foram incubados com resina de agarose Protein A/IG PLUS Agarose (Santa
Cruz Biotech) e os devidos anticorpos primarios (Quadro 4.2), conforme orientacdo do
fabricante, em tampao Mild-RIPA por 16 horas a 4°C sob agitacdo. A resina, contendo 0s
complexos protéicos, foi lavada com Mild-RIPA por 10 minutos a 4°C, seguido de
centrifugacdo a 1000 xg por 5 minutos. A etapa de lavagem foi repetida por 3 vezes e,
por fim, a resina lavada for ressuspensa em tampado de amostra. As amostras foram
desnaturadas através de aquecimento a 95°C por 5 minutos e submetidas a rotinas de

immunoblotting, conforme descrito na secao 4.9.

4.6.2. GST pulldown

Para o ensaio de GST pulldown, foi utilizada a resina Glutathione Sepharose 4B
(GE Healthcare Lifesciences, EUA) conforme instruces do fabricante. Resumidamente,
a resina foi lavada com o tampéo de ligacdo (PBS ph 7,4, Dithiothreitol 2,5mM). Em
seguida foi adicionado cerca de 1mg de extrato de proteinas (secdes 4.3.6 € 4.6.1) em
Mild-RIPA suplementado com solucdo de 2,5 mM de DTT e coquetel de inibidores de
protease (Sigma Co., St, Louis, EUA) foram adicionados a resina e incubados a 4°C por
16 horas. Posteriormente, o material foi lavado trés vezes com tampéao de lavagem (NacCl
150mM, Tris 50mM pH 7,4, EDTA 1mM, NP40 1% v/v e dithiothreitol 2,5mM)
suplementado com coquetel de inibidores de protease e o material ligado a resina foi
analisado por immunoblotting valendo-se de anticorpos anti-GST e anti-FLAG e/ou anti-
HA.
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Quadro 4.2. Lista dos anticorpos primarios utilizados

Anticorpo Fabricante Cddigo
anti-BRCA1 Calbiochem SD118
anti-BRCA1 Santa Cruz Biotechnologies |sc-642
anti-BARD1 Bethyl Laboratories BL518
anti-CDK9 Bethyl Laboratories A303-493A
anti-HA Santa Cruz Biotechnologies | sc-805
anti-FLAG M2 Sigma Aldrich F-1804
anti-GST Santa Cruz Biotechnologies |sc-138
Anti-yH2AX Santa Cruz Biotechnologies | Sc-101696
Anti-B-actina Santa Cruz Biotechnologies |sc-47778
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4.7. Immunoblotting

Os extratos proteicos quantificados foram diluidos em tampé&o de amostra (Tris-
Cl 125mM pH 6,8, glicerol 30% v/v, SDS 4% pl/v, B-mercaptoetanol 10% v/v, azul de
bromofenol 0,004% p/v) e incubadas a 95°C por 5 minutos.

As amostras foram, entdo, analisadas por rotinas de SDS-PAGE em
concentracdes varidveis da matriz de poliacrilamida (de 6 a 10% p/v). Apés a resolugéo,
as proteinas foram eletrotransferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno
(PVDF) (Amersham Biosciences, Piscataway, EUA), usando o sistema Trans-Blot
Semidry (BIO-RAD Laboratories, California, EUA), segundo recomendacdes do
fabricante. Concluida a transferéncia as membranas foram bloqueadas com leite em p6
desnatado 5% p/v em TBS-Tween (Tris-Buffered Saline: Tris base 50 mM, NaCl 150 mM;
suplementado com 0,1% v/v de Tween), por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios (Quadro 4.2) diluidos em
TBS-Tween suplementados com leite desnatado 0,5% p/v, conforme orientacdo do
fabricante por 16 horas a 4°C. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes por 10
minutos com TBS-Tween. A membrana foi, em seguida, incubada com o anticorpo
secundario (Quadro 4.3) anti-lgG de camundongo ou coelho conjugados a peroxidase
diluidos em TBS-Tween suplementados com leite desnatado 0,5% p/v, conforme
orientacdes dos fabricantes por 1 hora a temperatura ambiente. O imunocomplexo foi
revelado com o kit Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham
Biosciences) e a membrana foi exposta ao filme radiografico Amershan Hyperfilm ECL

(Amersham Biosciences).
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Quadro 4.3 Lista dos anticorpos secundarios utilizados

Anticorpo Fabricante Cddigo
Anti-lgG de camundongo-HRP Santa Cruz Biotechnologies | sc-2005
Anti-lgG de coelho-HRP Santa Cruz Biotechnologies |sc-2004
Anti-lgG de camundongo-Alexa Fluor® 488 | Invitrogen A11029
Anti-IgG de coelho-Alexa Fluor® 546 Invitrogen A11035
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4.8. Silenciamento da expressédo génica de CDK9

4.8.1. Geracgao de particulas lentivirais

Particulas lentivirais encerrando as construcdes pLKO1l shCDK9
(TRC0O000000494 - Openbiosystens, Lafayette, EUA) contendo a sequéncia codificante
para RNA do tipo short hairpin (ShRNA) de reconhecimento do transcrito de CDK9 ou
pLKO1 shSCR (Scrambled — RHS6848 - Openbiosystens) contendo a sequéncia
codificante para shRNA de reconhecimento de sequéncia ndo relacionada (utilizada
como controle negativo) foram geradas através de transfeccédo de células HEK293FT
conforme descrito no item 3.5. Nas rotinas de transfeccdo foram utilizadas misturas
contendo as construgbes pLKO1l shCDK9 ou pLKO1l shSCR, em conjunto com as
construcbes pLP1, pLP2 e pLP/VSVG do kit de producdo de particulas lentivirais
Virapower (Invitrogen), na proporcao 2:1:1:2. Apos 48 horas da transfec¢édo, o meio de
cultura contendo as particulas virais foi recolhido e percolado em elemento filtrante de
poro 0,45 um (EMD Millipore, Massachusets, EUA).

4.8.2. Transducéo viral

O meio de cultura contendo particulas lentivirais obtido conforme descrito na
secdo 3.10.1 foi imediatamente suplementado com brometo de hexadimetrina
(Polybrene®, Sigma) 6ug/ml. A suspensdo foi utilizada na transducéo de células MCF7
apresentando confluéncia da area de cultura entre 60-70%. As células foram incubadas
por 24 h conforme condicBes descritas no item 4.4. Apos este periodo, o meio das
culturas foi reposto com meio fresco na presenga de puromicina 2 pg/ml (Invitrogen).
Paralelamente, foi realizado o mesmo procedimento com uma cultura de células MCF7
nao transduzidas. As culturas foram mantidas sob pressdo seletiva, com reposi¢ao
periddica do meio de cultura, até a morte de toda a populacéo de células ndo transduzidas.

As linhagens geradas, interferidas para a expressao de CDK9 e controle, foram
denominadas MCF7 shCDK9 e shSCR respectivamente.

Os niveis proteicos de CDK9 nas linhagens transduzidas foram avaliados

através de rotinas de immunoblotting como descrito na segéo 4.9.
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4.9. Ensaio de avaliagcdo de mecanismos de reparo

As avaliacbes dos mecanismos de reparo valeram-se de duas construcoes
plasmidiais denominadas NHEJ (non-homologous end-joining) e HR (homologous
recombination) (Figuras 4.3A e 4.3B — painéis superiores) previamente descritas por
Seluanov e colaboradores (2010). A construcdo NHEJ encerra um cassete que codifica
a proteina verde fluorescente truncada (ndo funcional), pela presenca de um exon
adenoviral flanqueado por duas regides intronicas do gene Peml que somam 3kb. As
bordas da regido exbnica apresentam dois sitios ndo palindromos de reconhecimento da
enzima de restricdo 1-Scel, em orientacdes distintas, para inducdo da quebra de dupla-
fita (Figura 4.3A — painel intermediario). O perfil de digestdo gerado pelos sitios em
orientacdes distintas, geram regides protuberantes ndo compativeis, mimetizando de
forma mais eficiente a quebra de dupla fita do DNA em um contexto natural (Figura 4.3C).
O cassete codificante do GFP s6 se torna funcional mediante reparo pela via de
recombinacdo ndo homaloga por juncao de pontas da quebra induzida pela digestéo dos
sitios de I-Scel (Figura 4.3A — painel inferior).

De forma semelhante, a construcdo HR encerra um cassete que codifica a
proteina verde fluorescente truncada (néo funcional), pela delecdo de um cassete de 22
pares de bases e a presenca de dois sitios de I-Scel em orientacfes distintas gerando,
mediante digestdo com a enzima I-Scel, (Figura 4.3B — painel intermediario) regides
protuberantes ndo compativeis como exemplificado para a construcdo NHEJ (Figura
4.3C). O cassete codificante do GFP s6 se torna funcional mediante reparo pela via de
recombinagdo homodloga, utilizando como molde a regido doadora a 3’ do cassete

truncado (Figura 4.3B — painel inferior).
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Figura 4.3 Representacdo esquematica dos ensaios de avaliacdo de mecanismos
de reparo. (A) Representacdo esquematica da constru¢cdo NHEJ, com destaque para as
regides intronicas do gene Peml, da regido exdnica adenoviral no painel superior, do
perfil pds-digestao in vitro, no painel intermediario, e da restauracdo do cassete de GFP
funcional, mediante reparo por recombinacdo ndo homdloga. (B) Representacao
esquematica da construcdo HR, com destaque para a regido truncada (em cinza) do
primeiro éxon de GFP, com os sitios de reconhecimento da enzima |-Scel, da regido
intrbnica do gene Pem1, da sequéncia doadora a 3’ do cassete truncado de GFP, no
painel superior. O painel intermediario representa o perfil pés-digestédo e o painel inferior
a restauracdo do cassete de GFP funcional, mediante reparo por recombinacdo

homologa
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Resumidamente, as constru¢cbes plasmidiais foram digeridas in vitro com a
enzima I-Scel (New England Biolabs Ipswich, EUA), seguindo as recomendac¢fes do
fabricante, a 37°C por 16 horas. Em seguida os produtos da digestao foram purificados
utilizando-se o kit comercial GFX PCR DNA and Gel purification kit (GE Healthcare,
Pittsburgh, EUA), segundo instru¢cdes do fabricante. Os produtos purificados foram
utilizados para transfeccédo das células alvo, como descrito em 3.5. As células foram
cotransfectadas com a construgéo plasmidial pDsRED (PT3725-5 — Clontech), utilizada
como um controle interno de transfeccéo, e 72 horas apoés a transfeccéo, as células foram
dissociadas em solucao de tripsina 0,25% p/v e EDTA 0,01% p/v (ambos Sigma Co., St,
Louis, EUA) a 37°C por cerca de 2 minutos. As ceélulas recuperadas em meio
suplementado com SFB foram centrifugadas a 1600 RPM por 5 minutos em centrifuga
clinica, as células sedimentadas foram resuspendidas em PBS e analisadas por
citometria de fluxo. O nivel de recombinacdo de cada célula foi obtido através da
normalizacdo da porcentagem de células positivas para o GFP pela porcentagem de
células positivas para o DsRed.

4.10. Analise por microscopia confocal

Foram plaqueadas 30.000 células das linhagens MCF7 shSCR e MCF7
shCDK9 em placas de cultivo de 1,9cm? de area contendo laminulas de vidro estéreis.
Apos incubacédo por 24 horas em condicdes padrdo de cultura, como descrito no item 3.4,
as células foram submetidas ou ndo a radiacdo ionizante (5 e 10Gy) (X-RAD 320,
Precision X-ray, North Branford, EUA). As células foram recuperadas em diferentes
intervalos de tempo para andlise.

As células foram tratadas com solucao fixadora (paraformaldeido 4% v/v em
solucédo salina PBS, todos reagentes Sigma Aldrich) por 15 minutos a temperatura
ambiente. ApOs este periodo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com
solucdo de permeabilizacdo (Triton-X100 0,5% v/v em PBS, todos reagentes Sigma
Aldrich) por 5 minutos a temperatura ambiente. As células foram, entdo, lavadas com
PBS e incubadas com solucdo de bloqueio (albumina sérica bovina — BSA 5% p/v em
PBS, todos reagentes Sigma Aldrich) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos este
periodo a solucédo de bloqueio foi removida e reposta por solucdo BSA 1% p/v em PBS
contendo anticorpo primario especifico conforme orientagdes dos fabricantes (Quadro

4.2). As células foram incubadas na presenca do anticorpo priméario apropriado por 30
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minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS por 3
vezes e incubadas com solucéo de solucdo de BSA 1% p/v em PBS com anticorpos
secundérios (Quadro 4.3) segundo recomendacgdes do fabricante, por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apés este periodo as células foram lavadas com PBS e montadas
em laminas com meio de montagem (contendo DAPI) (Prolong Gold, Invitrogen), segundo
instrugdes do fabricante.

As laminas foram analisadas em microscopio confocal (modelo Fluoview FV10i
- Olympus), as imagens foram processadas e os focos quantificados utilizando-se o

programa ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, EUA).

4.11. Ensaio de viabilidade celular

Foram plaqueadas 100 células das linhagens MCF7 shSCR e MCF7 shCDK9
em placas de petri de 9,5cm? de area. Apds incubacao por 24 h em condi¢Ges padréo de
cultura, como descrito no item 3.4, as células foram expostas a diferentes doses de
radiacdo ionizante (2, 5 e 10Gy). As placas foram mantidas em cultura por 14 dias,
utilizando uma mistura de meio de cultura fresco e meio condicionado (previamente
metabolizado pelas linhagens, recolhido e filtrado) 50% v/v. Apos este periodo as placas
tiveram seus meios removidos e lavadas com solugédo salina PBS e, posteriormente,
coradas com solucao de cristal violeta (Sigma Aldrich) 1% p/v em metanol (Sigma Aldrich)
por 30 minutos. A descoloracao foi feita com sucessivas lavagens com agua. As colonias
celulares com mais de 20 células foram quantificadas por microscopia 6tica de contraste

de fase.

4.12. Analises estatisticas

Todos os dados apresentados na forma de graficos de barras foram
representados como média dos valores com desvio padrdo. As diferencas entre os
grupos foi avaliada através do teste de t de student (Figuras 5.7, 5.8 e 5.9); ANOVA
bifatorial seguido do pdés-teste de Bonferroni (Figuras 5.11 e 5.12) (realizado no
programa Graphpad Prism v.5.0® (Graphpad, La Jolla, EUA). Foram considerados
significativamente diferentes valores com probabilidade de hipétese nula (p) menores que
0,05.
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5. Resultados

5.1. Identificacdo de CDK9 como alvo de estudo

O trabalho colaborativo do nosso grupo (WOODS, N et al., 2012), identificou
mais de mil novas interacdes entre os diferentes dominios tBRCTs analisados. Este
trabalho foi capaz de mapear a rede de interacdo entre diferentes proteinas, identificando
parceiras de interacdo com apenas um ou mais tBRCTs. Dentre os alvos identificados,
CDK?9 se mostrou capaz de interagir com os dominios tBRCT de BARD1, PTIP (através
da metodologia de purificacdo por afinidade em tandem seguido por espectrometria de
massas) e BRCAL (através da metodologia de dois hibridos em levedura).

O clone identificado na varredura de interacdo proteica, por interagir com o
dominio tBRCT de BRCAL, através da metodologia de dois hibridos em levedura,

corresponde a regido C-terminal de CDK9, comum as isoformas 42k e 55k (Figura 5.1).
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Figura 5.1 Representacdo esquematica da identificacdo de CDK9 como putativa
parceira de interacdo dos dominios tBRCT de BRCA1, BARD1 e PTIP. As regides
vermelhas representam os dominios tBRCT, sendo destacados pela caixa pontilhada os
dominios tBRCTs avaliados por Woods e colaboradores (2012). Os dominios RING-finger
(em amarelo), repeticdes de ankirina (em roxo), coild-coil (em azul), regiéo rica em prolina
e glicina (em marrom) e os dominios kinase (em laranja) também estédo representados.
Destaque para a sequéncia peptidica primaria de CDK9, com destaque para os primeiros
residuos de aminoéacidos das isoformas 42k e 55k (em verde) e para a sequéncia
identificada por interagir com o dominio tBRCT de BRCALl (adaptado de Woods e

colaboradores, 2012).
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5.2. Confirmacéao da interacéo entre CDK9 e BARD1

A interacé@o entre o dominio tBRCT de BARD1 e CDK?9, previamente descrita
por Woods e colaboradores (2012), foi confirmada valendo-se de proteinas constitutivas
de células humanas. Primeiramente, 0s niveis proteicos constitutivos de CDK9 e BARD1
foram analisados em extratos citoplasmaticos e nucleares de células humanas da
linhagem HEK293FT. Apenas a isoforma 42k de CDK9 foi detectada (has fragbes
citoplasmatica e nuclear); por outro lado, BARD1, foi detectado somente na fracdo
nuclear, como esperado (Figura 5.2). Desta forma foram utilizados apenas extratos
nucleares nos ensaios subsequentes.

A confirmagdo da interacdo foi realizada através de ensaios de
coimunoprecipitacdo, onde CDK9 foi imunoprecipitada e o complexo proteico recuperado
foi analisado através de rotinas de immunoblotting utilizando anticorpos especificos para
BARD1 (Figura 5.2). Os ensaios de coimunoprecipitacdo valeram-se de controle
negativo utilizando anticorpos especificos para o epitopo HA.

Nossos resultados demonstraram que CDK9 e BARD1 interagem

constitutivamente em células humanas.
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Figura 5.2 CDK9 interage contitutivamente com BARDL. Os niveis proteicos de CDK9
e BARD1 foram avaliados em extratos citoplasmaticos (Cit) e nucleares (Nu) de células
humanas da linhagem HEK293FT, através de immunoblotting utilizando anticorpos
especificos para CDK9 e BARD1. O ensaio de coimunoprecipitacdo (ColP) foi realizado
utilizando o extrato nuclear, usando anticorpos anti-HA (IgG) ou anti-CDK9. A presenca
das proteinas coimunoprecipitadas foi identificada com anticorpos anti-BARD1 e anti-
CDKaO.
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Uma vez confirmada a interacdo BARD1/CDK9, a capacidade de BARD1
interagir igualmente com as duas isoformas descritas de CDK9 foi analisada através de
ensaios de GST pulldown. A sequéncia codificante de BARD1 clonada no vetor de
expressdo em procariotos, pGEX-6pl (para producdo da proteina quimérica GST-
BARD1; Figura 5.3A) foi transformada em bactérias E. coli, da cepa BL21 DE3. A
expressao condicional da proteina de fusao foi realizada pela inducao com IPTG, como
descrito no item 3.3.5 e avaliada por immunoblotting utilizando anticorpos especificos
para GST (Figura 5.3B). Paralelamente, células humanas da linhagem HEK293FT foram
transfectadas com as construcdes codificantes das duas isoformas de CDK9, pCDNA3-
HA-CDK9 42k ou pCMV-FLAG-CDK9 55k e seus extratos proteicos contendo as
proteinas de fusdo HA-CDK9 42k ou FLAG-CDK9 55k (Figura 5.3A) foram avaliados
através de rotinas de immunoblotting utilizando anticorpos especificos para os epitopos
FLAG e HA.

Nossos resultados demonstraram que a proteina de fusdo GST-BARD1,
produzida em células procaridticas é capaz de interagir com ambas as isoformas de
CDK9 (Figura 5.3C e 5.3D).
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Figura 5.3 BARD1 é capaz de interagir com ambas isoformas de CDK9. (A)
Representacdo esquematica das proteinas de fusdo utilizadas nos ensaios de GST
pulldown. Os principais dominios de cada proteina apresentam-se destacados. (B) O
controle de carregamento das proteinas GST e GST-BARDL1 produzidas em bactérias
E.coli foi realizado através de immunoblotting utilizando anticorpos anti-GST. (C) os
ensaios de GST pulldown foram realizados com as proteinas HA-CDK9 42k e (D) FLAG-
CDK9 55k produzidas ectdpicamente em células HEK293FT. O resultado dos ensaios foi
avaliado através de immunoblotting usando anticorpos anti-HA, anti-FLAG e anti-GST. *

representam possiveis modificagdes pés-traducionais da proteina de fusdo HA-CDK9 42k.
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5.3. Confirmacéao da interacéo entre CDK9 e BRCAL1l

Assim como BARD1, a interagao entre BRCA1 e CDK9 descrita primeiramente
por Woods e colaboradores em 2012, também foi confirmada valendo-se de proteinas
constitutivas. Células humanas da linhagem HelLa tiveram a producao de CDK9 e BRCA1
avaliadas em extratos nucleares, e posteriormente utilizados nos ensaios de
coimunoprecipitacdo (Figura 5.4). Fomos capazes de observar que as células humanas
da linhagem HelLa produzem ambas as isoformas de CDK9, sendo a isoforma 42k
produzida em maior extensdo, como previamente demonstrado por Shore e
colaboradores em 2003.

A confirmacdo da interacdo foi realizada atraves de ensaios de
coimunoprecipitagdo, como descrito em 5.1, onde CDK9 foi imunoprecipitada e o
complexo proteico recuperado foi analisado por rotinas de immunoblotting utilizando
anticorpos especificos para BRCAL (Figura 5.4). Os ensaios de coimunoprecipitacdo
valeram-se do controle negativo utilizando anticorpos especificos para o epitopo HA.

Nossos resultados demonstraram que CDK9 e BRCA1l interagem
constitutivamente em células humanas, assim como com BARD1.

Também avaliamos a capacidade da regido C-terminal de BRCAL (regido
limitada pelos residuos de aminoacido 1314 e 1863) de interagir com as duas isoformas
de CDKO. Para isso, células humanas da linhagem HEK293FT foram cotransfectadas
com as construcdes codificantes pEBG-BRCAL-tBRCT e pCMV-FLAG-CDK9 42k ou
pCMV-FLAG-CDK9 55k e seus produtos proteicos (Figura 5.5A) foram utilizados em
ensaios de GST pulldown como descrito em 3.9 (Figura 5.5B).

Nossos resultados demonstraram que a regido C-terminal de BRCAL interage

somente com a isoforma 42k de CDKO.
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Figura 5.4 CDK9 interage contitutivamente com BRCAL. Os niveis proteicos de CDK9
e BRCAL foram avaliados em extratos nucleares em células humanas da linhagem Hela,
através de immunoblotting utilizando anticorpos especificos para CDK9 e BRCA1. O *
indica um reconhecimento inespecifico. O ensaio de coimunoprecipitacdo (ColP) foi
realizado utilizando o extrato nuclear, utilizando anticorpos anti-HA (IgG) ou anti-CDK®9.
A presenca das proteinas coimunoprecipitadas foi identificada utilizando anticorpos anti-
BRCAL e anti-CDKO9.
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Figura 5.5 O dominio tBRCT de BRCAL1 interage somente com a isoforma 42k de
CDKO9. (A) Representacao esquematica das proteinas de fuséo utilizadas nos ensaios de
GST pulldown. Os principais dominios de cada proteina apresentam-se destacados. (B)
as proteinas produzidas em células humanas da linhagem HEK293FT, em solucdo e
ligadas a resina Sepharose 4B® foram avaliadas através de rotinas de immunoblotting.
Os ensaios de GST pulldown foram avaliados através de immunoblotting com anticorpos
anti-FLAG e anti-GST.
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5.4 Anélise da localizacdo subcelular de CDK9 ap6s dano ao DNA

A distribuig&o nuclear de CDK®9 frente ao tratamento com radiag&o ionizante, foi
realizada, com a finalidade de avaliar um possivel papel da proteina na resposta ao dano
de DNA. Células humanas da linhagem MCF7 foram expostas a radiacdo ionizante
(10Gy) e avaliadas trés horas depois por microscopia confocal, utilizando anticorpos
especificos para CDK9 e comarcacao com DAPI.

Como demonstrado na figura 5.6A, CDK9 se localiza predominantemente no
nacleo, de forma difusa. Porém, mediante ao tratamento com radiac&o ionizante, CDK9
acumula em determinadas regides do nucleo, semelhante aos focos formados por
proteinas envolvidas no reparo ao dano de DNA quando recrutadas aos sitios de dano
(Rothkamm e colaboradores, 2015).

Tendo em vista que CDK9 interage com BRCAL (Figura 5.4), avaliamos se 0s
focos de CDK9, observados mediante tratamento com radiacéo ionizante, colocalizam
com focos de BRCAL. Como descrito anteriormente, células humanas da linhagem MCF7
foram expostas a radiacdo ionizante (10Gy) e avaliadas trés horas depois por microscopia
confocal, utilizando anticorpos especificos para CDK9 e BRCA1 e comarcacao com DAPI.
Nossos dados demonstraram que CDK?9 se colocaliza com os focos de BRCA1 mediante

danos ao DNA, induzidos por radiagao ionizante (Figuras 5.6B e 5.6C)
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Figura 5.6 CDK9 forma focos mediante dano ao DNA, que colocalizam com BRCAL.

Células humanas da linhagem MCF7 foram marcadas somente com anticorpos anti-
CDK9 (A), ou juntamente com anticorpos anti-BRCAL1 (B) e analisada por microscopia
confocal. A analise da intensidade de fluorescéncia (C) demonstra o perfil de marcacéo
para CDK9 (vermelho) e BRCAL (verde) em um Unico nucleo. Todos os nucleos foram

comarcadas com DAPI.
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5.5 Anélise do perfil proteico de CDK9 em células humanas

A producdao proteica de ambas as isoformas de CDK9 foi avaliada em um painel
de linhagens celulares humanas derivadas de tecidos mamarios normal (MCF10A) ou
tumoral (MCF7, MDA MB-231, T47D, HCC1937 e SUM1315). Extratos proteicos totais
das diferentes linhagens celulares foram avaliados através de rotinas de immunoblotting
utilizando anticorpos especificos para CDK9 e B-actina (utilizada como controle de
carregamento) (Figura 5.7A). Nao fomos capazes de estabelecer uma relacéo direta
entre o perfil molecular descrito das diferentes linhagens analisadas e a producao das
duas isoformas de CDK9. De forma geral, todas as células se mostraram capazes de
produzir as duas isoformas, mesmo que em diferentes extensoes.

Com a finalidade de avaliar os efeitos da auséncia de CDK9 em processos
relacionados a resposta ao dano de DNA, células humanas da linhagem MCF7 foram
transduzidas com particulas virais contendo construcdes para interferéncia da expressao
génica de CDK9, assim como para um alvo ndo-relacionado scramble. As células
transduzidas foram selecionadas com puromicina e mantidas em culturas, como descrito
em 4.10.2. Os niveis proteicos de CDK9 e B-actina (utilizada como controle de
carregamento) foram avaliados através de rotinas de immunobloting em extratos
proteicos das linhagens interferidas MCF7 shSCR e MCF7 shCDK9 (Figura 5.7B).
Nossos resultados demonstraram que as células MCF7 com a expressdo génica de
CDK®9 silenciada apresentaram reducédo dos niveis proteicos de aproximadamente 95%
e 100% das isoformas de 42k e 55k, respectivamente, quando comparado com as células
MCF7 shSCR (Figura 5.7C).
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Figura 5.7 Perfil de producédo das isoformas de CDK9 em linhagens humanas e
células transduzidas com particulas lentivirais. (A) os niveis de CDK9 e B-actina
(controle de carregamento) foram avaliados em extratos proteicos das células MCF10A,
MCF7, MDA MB-231, T47D, HCC1937 e SUM1315 ou (B) nas transduzidas com as
construgcdes shSCR (scrambled) ou shCDK9, por immunobloting utilizando os anticorpos
anti-CDK9 e anti-B-actina. (C) quantificacdo dos niveis proteicos de ambas as isoformas
de CDK9. A guantificacdo foi realizada através de densitometria das bandas com o

programa ImageJ (NCBI), tendo como normalizador os niveis de B-actina, e expressos

em relacdo aos niveis das células shSCR.
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5.6 Analise do reparo de quebra de dupla fita de DNA nas células com
expresséo génica de CDK9 silenciada

O papel de CDK9 em vias de reparo moduladas pelo heterodimero
BRCA1/BARD1 foi analisado a fim de avaliarmos o papel das interacdes CDK9/BRCA1
e CDK9/BARD1, no contexto de RDD. Sendo assim, as vias de reparo de quebra de
dupla-fita por recombinacdo homologa e ndo homdloga por juncdo de pontas foram
avaliadas nas células com a expressao génica de CDK9 silenciada por citometria de fluxo,
através de duas construcdes plasmidiais reporteres (descritas em 4.11).

As células interferidas para CDK9 apresentaram deficiéncia de cerca de 40%
na capacidade de reparar danos de quebra de dupla-fita de DNA pela via de
recombinacdo homadloga, quando comparadas com as células controle (Figuras 5.8A e
5.8B - painéis superiores). Porém, a auséncia de CDK9 nédo alterou de forma
significativa a capacidade das células de reparar o dano por quebra de dupla-fita através
da via de recombinacdo ndo homéloga por juncdo de pontas (Figura 5.8A e 5.8B -

painéis inferiores).
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Figura 5.8 CDK9 modula o reparo por recombinacdo homéloga. (A) Aquisicdo das
células por citometria de fluxo, avaliando o perfil de células positivas para GFP (eixo
horizontal) e DsRED (eixo vertical). (B) representacdo grafica dos niveis de
recombinacdo homologa e ndo-homologa por juncédo de pontas. Os dados demonstram
a meédia +tDP da razdo GFP*/dsRED®, normalizados pelas células shSCR. A analise

estatistica foi realizada pelo teste de t de student.
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5.7 Andlise do recrutamento de BRCA1 aos sitios de dano de DNA na
auséncia de CDK9

Tendo em vista que nossos resultados sugerem que CDK9 interage com
BRCAL1 e BARD1, e também participa do reparo ao dano de DNA por recombinacao
homologa, avaliamos a formacéo de focos de BRCA1 mediante dano ao DNA induzido
por radiacdo ionizante nas células com a expressdo génica de CDK9 silenciada. As
células MCF7 shCDK9 e shSCR foram expostas a radiacao ionizante (10Gy) e apos trés
horas, analisadas quanto a capacidade de formarem focos de BRCAL.

As células interferidas para CDK9 apresentaram deficiéncia na formacéo de
focos de BRCAL (Figura 5.9A), com reducdo de aproximadamente 40% no numero de
células com mais de 15 focos por ndcleo (Figura 5.9B) e uma reducdo de
aproximadamente 4 vezes do numero absoluto de focos por célula (Figura 5.9C).

Considerando-se o papel de CDK9 em processos transcricionais, avaliamos se
a reducdo do recrutamento de BRCAL aos sitios de dano ao DNA nas células MCF7
shCDK?9 ocorre devido a reducéo dos niveis proteicos de BRCAL e/ou BARD1, através
da reducdo global dos transcritos de ambas as proteinas. Nossos resultados
demonstraram que o silenciamento génico de CDK9 nao é acompanhado pela reducéo
dos niveis proteicos de BRCA1 e BARDL1 (Figura 5.10)
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Figura 5.9 CDK9 modula o recrutamento de BRCAL aos sitios de dano ao DNA. (A)
Células MCF7 shSCR e shCDK9 foram expostas a radiacdo ionizante (10Gy) e a
formacéao de focos de BRCAL1 (indicados pelas setas brancas), analisada trés horas apos
o dano, usando anticorpos anti-BRCA1 e comarcadas com DAPI. (B) Os graficos
representam a porcentagem média de células com mais de 15 focos por nlcleo em dois
experimentos (C) e o numero de focos/nucleo de um experimento representativo os focos
de BRCA1 foram quantificados através do software ImageJ (NIH). A analise estatistica

foi realizada pelo teste de t de student.
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Figura 5.10 Perfil de producdo de BRCA1 e BARD1 nas células com a expresséo
génica de CDK9 silenciada. Os niveis de BRCA1, BARD1 CDK9 e TBP (controle de
carregamento) foram avaliados em extratos nucleares das células MCF7 shSCR e
shCDK9, por immunobloting utilizando os anticorpos anti-BRCA1, anti-BARD1, anti-
CDK9 e anti-TBP. Os * e + indicam bandas com massas moleculares diferentes das

preditas nas marcacdes com anti-BRCAL e anti-BARD1, respectivamente.
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5.8 Analise da cinética de formacdo de focos de yH2AX nas células
silenciadas para CDK9

Ainda buscando avaliar o papel de CDK9 nas vias de RDD, fomos avaliar a
cinética de formacéo de focos de yH2AX, principal marcador de quebra de dupla fita de
DNA, nas células interferidas para CDK9. As células MCF7 shSCR e shCDK9 foram
expostas a radiacdo ionizante (5Gy) e analisadas quanto a dindmica de formacéo e
resolucao dos focos de yH2AX, em um curso temporal.

Tanto a linhagem celular shSCR quanto shCDK9 apresentaram todas as células
com marcag¢do de mais de 10 focos de yH2AX 30 minutos ap0s o tratamento com
radiacdo ionizante (Figura 5.11A). Contudo, uma hora apés o tratamento, evidenciamos
gue as células shCDK9 apresentaram a reducédo de aproximadamente 40% no numero
de células com marcacdo de mais de 10 focos de yH2AX, quando comparadas com as
células controle (Figura 5.11A e ampliado em 5.11B). Por outro lado, trés horas apés a
radiacdo, ndo ha alteracao entre os perfis de ambas as linhagens quanto a formacéao de
focos de yH2AX. As células interferidas para CDK9 ndo apresentaram alteracdo na
cinética de formacéo de focos de yH2AX, porém apresentaram um perfil de resolucdo

acelerado, quando comparadas com as células controle (Figura 5.11C).
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Figura 5.10. Células silenciadas para CDK9 apresentam a cinéticade resolucéo dos
foci de yH2AX alterado. (A) células MCF7 shSCR e shCDK?9 foram expostas a radiagdo
ionizante (5Gy) e marcadas nos tempos determinados, com anticorpos anti-yH2AX e
comarcadas com DAPI. (B) as células shCDK9 apresentam uma dinamica de resolucao
dos focos de yH2AX acelerada, quando comparadas com as células controle. (C) os foci

foram quantificados através do softwere ImageJ (NIH). A andlise estatistica foi realizada pelo

teste de t de student.
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5.9 Avaliacdo da sensibilidade de células interferidas para CDK9 a
radiacdo ionizante.

Tendo em vista o papel de CDK9 no reparo ao dano de DNA, avaliamos a
capacidade das células interferidas para CDK9 de reparar danos ao DNA induzidos pela
radiacdo ionizante e continuarem proliferando, através de um ensaio formacdo de
colbnias. As células MCF7 shSCR e shCDK9 foram tratadas com diferentes doses de
radiacdo ionizante e tiveram o numero de colbnias quantificado apds 14 dias em cultura.

Nossos resultados demonstraram que a auséncia de CDK9 nas células MCF7
provocou uma reducédo de aproximadamente 23% na capacidade de formar colonias,
apos tratamento com 2Gy de radiagdo ionizante, quando comparadas com a linhagem
controle. Por outro lado, quando expostas a 5Gy, ambas as linhagens exibiram o0 mesmo
perfil de sensibilidade, apresentando cerca de 10% do numero de colbnias observado na
situacdo controle. Na dose mais alta, de 10Gy, ndo fomos capazes de evidenciar a

formacéo de coldnias em nenhumas das linhagens (Figura 5.12).
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Figura 5.12 A reducéo dos niveis de CDK9 geram um fenétipo de sensibilidade a
radiacdo ionizante. As células shSCR e shCDK9 foram plagueadas em baixa densidade
(100 células por poco) e expostas a diferentes doses de radiacéo ionizante. Apos 15 dias
em cultura, as células foram coradas com cristal violeta e coldnias com mais de 20 células

foram quantificadas. Os dados representam as médias +DP de triplicadas, normalizadas
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pelos respectivos controles. A analise estatistica foi realizada pelo método, ANOVA

bifatorial.

6. Discussao

Nos ultimos anos, CDK9 vem sendo relacionada a processos de manutencéo
da IG, através de seu papel no estresse replicativo e reparo ao dano de DNA. A primeira
descricdo de CDK9 atuando em resposta ao estresse replicativo foi feita por Yu e
colaboradores (2010), que demonstraram um aumento de sensibilidade ao colapso da
forquilha de replicacdo induzido por hidroxiuréia, na auséncia de CDK9 e ciclina K
(previamente descrita por interagir com CDK9 por Fu e colaboradores, 1999) Este
mesmo trabalho demonstrou que CDK9 é capaz de interagir com ATR e ATRIP, duas
proteinas fundamentais para a sinalizacdo da exposicdo de fita simples durante a
replicacdo do DNA, e que na auséncia de CDK9 o recrutamento de RPA, proteina que se
liga a regibes de simples fita de DNA, para a cromatina ocorre de forma aberrante. No
mesmo ano, Liu e colaboradores (2010) demonstraram que somente uma das isoformas
de CDK?9 (55k) é capaz de interagir com o heterodimero Ku70/80, proteinas moduladoras
do reparo por NHEJ, mostrando que a auséncia da isoforma 55k é acompanhada de um
aumento da fosforilacdo de H2AX, e da clivagem de PARP1, marcadores classicos de
guebra de dupla fita e da indugcao de apoptose, respectivamente.

Mais recentemente, o trabalho de Zhang e colaboradores (2013) demonstrou
gue o papel desempenhado pela proteina SIRT2, deacetilase da familia das sirtuinas, em
resposta ao estresse replicativo ocorre, em parte, pelo controle de atividade de CDK9
através da manutencao da cinase em estado ativo, pela deacetilacdo de seus residuos

de lisina nas posigdes 44 e 48.
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O nosso estudo buscou contribuir para o esclarecimento do papel de CDK9 em
vias de manutencao da IG, em especial no reparo de danos ao DNA, em conjunto com
BRCAL.

BRCAL1 desempenha sua funcdo supressora de tumor atuando como uma
plataforma de coordenacao que modula o recrutamento de diferentes complexos para os
sitios de quebra de dupla fita, além de atuar no controle do ciclo celular e processos
transcricionais. Em um primeiro momento, a identificacdo dos parceiros de interacéo de
BRCAL foi fundamental para o esclarecimento das diferentes funcdes desempenhadas
por essa proteina (revisado por SAVAGE, K E HARKIN, D., 2015).

Em 2012, Woods e colaboradores descreveram uma rede de interagdo entre
proteinas que, assim como BRCAL, apresentam dominios tBRCT. Nessa varredura,
CDKO foi identificada como um putativo parceiro de interacdo dos tBRCTs de BRCAL,
BARD1 e PTIP. A determinacéo efetiva da participacdo de CDK9 em complexos com
esses parceiros requer a confirmagdo dessas interacfes em um contexto de proteinas
cadeia completa e em niveis constitutivos de sintese, tendo em vista que a identificacéo
inicial se baseou apenas nos dominios tBRCTs isolados.

Em um primeiro momento, fomos capazes de observar que as interacdes
CDK9/BARD1 e CDK9/BRCA1 ocorrem de forma constitutiva em células humanas das
linhagens HEK293FT e Hela, respectivamente (Figuras 5.2 e 5.4). Confirmando o
resultado obtido por Woods e colaboradores (2012).

Nossos resultados sugerem que CDKB9, talvez, possa atuar em conjunto com o
heterodimero BRCA1/BARD1 em resposta a danos ao DNA.

Tendo em vista que 0s ensaios de coimunoprecipitacdo valeram-se de
anticorpos especificos para CDK9 capazes de reconhecer ambas as isoformas (42k e
55k), inicialmente, ndo foi possivel determinar se as interacdes com BRCAL e BARDL1 se
davam com uma isoforma especifica ou ambas. Para respondermos a essa questéao
fizemos uso de ensaios de GST pulldown, usando como isca, em um primeiro momento,
a proteina de fusdo GST-BARD1, produzida em bactérias E.coli (Figura 5.3A e 5.3B), e
observamos que BARD1 cadeia-completa é capaz de interagir com ambas isoformas de
CDK9 (Figura 5.3C e 5.3D). Por outro lado, a regiao C-terminal de BRCAL, que encerra
seu dominio tBRCT, quando fusionada ao GST e produzida em células humanas da
linhagem HEK293FT (Figura 5.5A), se mostrou capaz de interagir somente com a
isoforma 42k de CDK9 (Figura 5.5B).
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Esses dados sugerem que exista um controle fino no que diz respeito a
modulacdo da formagédo desses complexos, uma vez que somente a adicdo de 117
residuos de aminoacidos na porcdo N-terminal da isoforma 42k, € capaz de abolir a
interacdo com o tBRCT de BRCAL. E quando avaliamos a interagdo com BARDI,
produzido em células procariéticas, onde o contexto de modificacdes pds-traducionais
ndo € o mesmo encontrado em células humanas, ambas as isoformas sédo capazes de
interagir com a proteina isca.

N&o podemos descartar a possibilidade de que a isoforma 55k de CDK9 atue
juntamente com BARD1 em suas func¢des independentes de BRCAL, como a modulacdo
da atividade transcricional de NF-kB através da interacdo com Bcl-3 (DECHEND, R. et
al., 1999).

A literatura sugere um papel importante de CDK9 na resposta ao dano de DNA,
e nossos dados apontam para a interacdo desta cinase com duas proteinas centrais no
reparo de quebra de dupla fita do DNA, BRCA1 e BARD1. Proteinas classicamente
envolvidas com o reparo ao dano de DNA, quando recrutadas aos sitios de dano, formam
estruturas denominadas focos que podem ser visualizadas através de andlises por
microscopia confocal (WANG, Y et al., 2000). Avaliamos entéo, a capacidade de CDK9
formar focos mediante radiagdo ionizante.

Como demonstrado na figura 5.6, as células MCF7, apresentam uma
distribuicdo nuclear difusa de CDK9 que, mediante dano ao DNA, é alterada, formando
focos nucleares. Essa é a primeira observacdo de que CDK9 se comporte dessa forma
frente a tratamento com radiacdo ionizante, ndo havendo descricdo prévia desse
fenbmeno na literatura (Figura 5.6A). Considerando-se que esse é um comportamento
classicamente observado com proteinas envolvidas com reparo ao dano de DNA, como
BRCAL e BARD1, nossos dados sugerem que CDK9 possa patrticipar, efetivamente, de
mecanismos de reparo através do seu recrutamento para os sitios de dano.
Adicionalmente, nossos dados demonstraram a colocalizacdo dos focos de CDK9 e
BRCAL (Figura 5.6B), corroborando a ideia de que a interagéo, previamente observada
através de rotinas de coimunoprecipitagdo, ocorra em sitios de dano ao DNA, e também
sugerindo que o complexo BRCA1/CDK9 atue em conjunto nesses processos.

O perfil de producdo das isoformas de CDK9 foi avaliado em um painel de
diferentes linhagens celulares humanas provenientes de tecidos mamarios normais e

tumorais, onde todas as extracdes proteicas foram realizadas com as culturas celulares

67



em alta densidade (confluéncia). Nossos resultados demonstraram que a producdo da
isoforma 42k ocorre de forma ubiqua dentre as diferentes linhagens, ao passo que a
producéo da isoforma 55k ocorre de forma variavel (Figura 5.7A). Ndo fomos capazes
de estabelecer uma relacdo entre os niveis de producdo da isoforma 55k com as
caracteristicas histopatoldgicas das linhagens avaliadas. Segundo dados do atlas
humano de proteinas (acessivel através do sitio www.proteinatlas.org) os niveis de CDK9
em tecido mamario, normal e tumoral, séo altos e localizados majoritariamente no nucleo.
Entretanto, tendo em vista que esta analise foi realizada através de rotinas de
imunohistoquimica, ndo podemos avaliar a abundancia das isoformas.

Para avaliarmos o papel de CDK9 em resposta ao dano de DNA, utilizamos
como modelo o silenciamento génico pela metodologia de shRNA através da transducao
com particulas lentivirais. As células MCF7 foram escolhidas para as rotinas de
silenciamento por serem a Unica linhagem a disposi¢cdo com informacgdes depositadas no
banco de dados do atlas humano de proteinas. O silenciamento génico de CDK9 se
mostrou eficaz, gerando uma extensa reducédo dos niveis de ambas as isoformas da
proteina (Figura 5.7B e 5.7C), demonstrando que as células silenciadas podem ser
utilizadas como modelo para avaliar o impacto de CDK9 no reparo ao dano de DNA, como
no contexto das fungcdes desempenhadas por BRCAL1 e BARD1.

Uma das principais funcdes desempenhadas pelo heterodimero
BRCA1/BARD1 é a modulacdo das vias de reparo por recombinacdo homéloga e néao
homologa por juncéo de pontas (NHEJ). Ja foi demonstrado que células deficientes em
BRCA1 apresentam alteracdes nos niveis de recombinacao homadloga e ndo homdloga
(DURANT, S E NICKOLOFF, J 2005). BRCAL1 forma, majoritariamente, quatro diferentes
complexos mediante dano ao DNA. Dentre esses, o complexo BRCA1-A (composto por
RAP80, MERIT e BRE) € capaz de controlar os niveis de recombinacdo homologa atraves
da promocéao do reparo por NHEJ (Revisdo por CHRISTOU, C. e KYRIACOS, K., 2013;
SAVAGE, K e HARKIN, D., 2015). Os outros complexos de BRCA1 (complexos B, C e D)
sdo descritos como responsaveis somente pela ativagdo do reparo por HR.

Tendo em vista que CDK9 interage tanto com BRCA1 como BARD1, e parece
estar envolvida com mecanismos de reparo ao dano de DNA, uma vez que forma focos
frente ao dano, as células com expressao génica de CDK9 silenciada foram avaliadas

guanto sua capacidade de reparar danos ao DNA pelas vias de HR e NHEJ.
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A analise do reparo foi realizada através de sistemas reporteres epissomais que
permitem a avaliacdo das vias de HR e NHEJ de forma independente (descrito na segéo
4.11). Por essa estratégia, as constru¢fes plasmidiais sdo submetidas a rotinas de
digestdo com a enzima de restricdo I-Scel e posteriormente purificas e utilizadas em
rotinas de transfeccao das células alvo. Para a avaliagdo do reparo por HR, o plasmideo
reporter apresenta, sobre o controle do promotor de CMV, a sequéncia codificante da
proteina verde fluorescente truncada, pela auséncia de 22 pares de base e adi¢do de
dois sitios de reconhecimento para a enzima |-Scel no inicio da sequéncia. A jusante
desta regido codificante, encontra-se a sequéncia homologa selvagem da porcao
codificante inicial do GFP, sem a presenca de um codon de iniciacdo (ATG),
impossibilitando que haja transcricdo desta regido (Figura 4.3A). Mediante a quebra de
dupla fita induzida pela digestdo com a enzima I-Scel, as vias de sinalizacao e reparo
sdo ativadas com o intuito de reparar o dano gerado. Porém somente o reparo pela via
de HR é capaz de restaurar a fluorescéncia do GFP, por fazer uso da regiao homéloga a
jusante do sitio da lesdo, permitindo a avaliagdo pontual do reparo por HR. No caso do
sistema para avaliacdo do reparo por NHEJ, o plasmidio apresenta a sequéncia
codificante do GFP truncada pela presenca de uma regido exdnica flanqueada por dois
sitios de reconhecimento da enzima I-Scel e dois introns (Figura 4.3A). Nesse caso,
mediante a quebra de dupla fita induzida pela digestdo com a enzima I-Scel, as vias de
sinalizacao e reparo também sao ativadas, porém somente o reparo pela via de NHEJ é
capaz de restaurar a fluorescéncia do GFP através da ligacdo das fitas lesionadas,
restaurando assim a regido intrénica, que sera processada durante a transcricdo do GFP
(SELUANQV, A et al., 2010).

Nossos resultados demonstraram que a auséncia de CDK9 é acompanhada
pela reducéo dos niveis de HR e ndo de NHEJ, sugerindo que CDK9 possa participar de
complexos, juntamente com BRCA1 e BARD1, que modulem essa via de forma especifica
(Figura 5.8). Dos complexos proteicos formados por BRCA1, trés modulam o reparo por
HR. O complexo BRCA1-B (formado por BARD1, TopBP1l e BACH1) atua durante a
replicacdo do DNA, sendo responsavel pela ativacdo da cinase ATR mediante exposi¢ao
de fita simples, que por sua vez pode causar eventos de recombinacdo aberrante
(Revisdo por CHRISTOU, C e KYRIACOS, K., 2013; SAVAGE, K e HARKIN, D., 2015).

O complexo BRCA1-C (formado por BARD1, MRE11, NBS1, RAD50 e CtIP) é

responsavel pela etapa de ressecc¢édo das fitas lesionadas, mediante quebra de dupla fita,
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fundamental para que ocorra a ativacao do reparo por HR em detrimento do reparo por
NHEJ (Revisdo por CHRISTOU, C e KYRIACOS, K., 2013; SAVAGE, K e HARKIN, D.,
2015). Em seguida, a fita simples gerada pela resseccdo € capeada por RPA que
consequentemente ativa ATR. Yu e colaboradores (2010) demonstraram o importante
papel desempenhado por CDK9 no controle do recrutamento de RPA para a cromatina
em situacdes de estresse replicaivo. No contexto de nossos dados, € razoavel especular
gue CDK9 possa participar destes complexos durante o reparo por HR, juntamente com
BRCAL e BARDLI.

BRCAl1 desempenha duas outras funcBes determinantes no reparo por
recombinacdo homdloga. A promoc¢éo do recrutamento da recombinase RAD51 através
do complexo BRCA1-D (BRCA1/PALB2/BRCA?2) e juntamente com BARD1, através da
ubiquitinacdo da histona H2A, modulando a compactacdo do DNA e ativacéo das vias de
reparo (Revisdo por CHRISTOU, C e KYRIACOS, K., 2013; SAVAGE, K e HARKIN, D.,
2015).

Tendo em vista esse papel central de BRCAL1 no reparo por recombinacao
homologa e que a auséncia de CDK9 é acompanhada pela reducao dos niveis de reparo
por HR, avaliamos se o recrutamento de BRCAL para os sitios de dano ao DNA ocorre
normalmente nas células com a expressao génica de CDK9 interferida. Para tanto, as
células MCF7 shSCR e shCDK9 foram submetidas a tratamento com radiagéo ionizante
e analisadas quanto a capacidade de formar focos de BRCAL. Os dados obtidos nesse
modelo indicam que o recrutamento de BRCA1 aos sitios de dano ocorre em parte de
forma dependente de CDK9 (Figura 5.9A - C), sugerindo que a interacdo entre
CDK9/BRCA1 module, de alguma forma, o recrutamento de BRCAL aos sitios de dano.
Existe ainda a possibilidade de que a auséncia de CDK9 possa desencadear o
desacoplamento de complexos que a cinase participe e sejam responsaveis pelo
recrutamento de BRCAL.

Dados da literatura apontam para um papel importante de CDKs no reparo por
recombinacdo homologa através da fosforilagdo de CtIP, NBS1 (WANG, H et al., 2013) e
RNF4 (LUO, K et al., 2015), assim, existe a possibilidade de que CDK9 desempenhe sua
funcé@o no reparo ao dano de DNA através da fosforilagdo dessas proteinas chave no
reparo por HR.

Considerando o papel de CDK9 no controle da etapa de alongamento da

transcricdo, ndo podemos descartar a possibilidade de que a auséncia da cinase no
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contexto celular possa gerar uma reducdo dos niveis globais de transcritos e
consequentemente de proteinas importantes na via de reparo ao dano de DNA, e
consequentemente recrutamento de BRCAL. Contrapondo essa hipotese, dados de
Liang e colaboradores (2015) demonstraram que células HCT116, quando interferidas
para expressdo de CDK9, apresentam aumento de copias de RNA mensageiro
(observado através de rotinas de sequenciamento de RNA) que codificam proteinas
relacionadas ao reparo de quebras de dupla fita, como RAD50 e RAD51 (LIANG, K. et
al., 2015).

Paralelamente, também avaliamos se o fendmeno de reducédo do recrutamento
de BRCAL1 aos sitios de dano ao DNA, na auséncia da cinase, estariam relacionados a
uma reducdo global dos niveis proteicos de BRCA1 ou BARD1 (que controla a importagcéo
nuclear de BRCAL1), por meio da reducdo de sua expressao génica. Como mostra a
Figura 5.10, a reducao dos niveis de CDK9 ndo é acompanhada pela reducédo de BRCA1
e BARD1, sugerindo que o mecanismo para o controle do recrutamento de BRCA1 por
CDK9 ocorra de forma independente do seu papel no controle da transcricao.

Em 1998, Ragakou e colaboradores identificaram que a variante X da histona
H2A era rapidamente fosforilada mediante quebras da dupla fita de DNA. O acumulo de
guase vinte anos de conhecimento, nos aponta um papel fundamental de H2AX na RDD,
atuando como um marcador de quebras de dupla fita e sendo responséavel pelo
recrutamento de diferentes complexos proteicos aos sitios de dano, permitindo o reparo
efetivo das lesfes, seja por recombinacdo homologa ou ndo homéloga (PODHORECKA,
M. et al., 2010).

Considerando o papel de CDK9 no reparo por recombinacdo homdloga
associado a BRCA1, avaliamos a dinamica de resolucdo das quebras de dupla fita
geradas por radiacdo ionizante através da marcacdo de yH2AX. Nossos dados
demonstraram que na auséncia de CDK9 as células MCF7 resolvem os danos mais
rapidamente do que células proficientes em CDK9, sugerindo que na auséncia da
proteina, e consequentemente reducdo da recombinagdo homodloga, as células sejam
capazes de reparar as quebras duplas de DNA por mecanismos mais simples e rapidos
(Figura 5.11A - C) (SHIBATA, A. et al., 2011).

Recentemente, Truong e colaboradores (2013) mostraram que 0S mecanismos
de reparo por recombinacdo homéloga e por juncdo de pontas mediado por micro-
homologia (microhomology-mediated end joining — MMEJ) compartilham as etapas
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iniciais de sinalizacdo. Adicionalmente, a reducao do reparo por HR é capaz de favorecer
o reparo por MMEJ (DENG, S. et al., 2014). Tendo em vista que no nosso modelo, as
células MCF7 shCDK9 apresentam reducéo dos niveis de recombinacdo homéloga e ndo
sao capazes de recrutar BRCA1 de forma eficiente, existe a possiblidade de que nestas
mesmas células o reparo por MMEJ seja favorecido, e consequentemente o reparo ocorra
de forma acelerada, justificando a alteracdo na cinética de resolucao dos focos de yH2AX.

As evidéncias observadas em nosso trabalho suportam um papel importante de
CDK9 no reparo de danos ao DNA. Tendo em vista que células com deficiéncia no reparo
por HR, apresentam uma maior sensibilidade ao tratamento com radiacéo ionizante (LIM,
Y. et al., 2014), avaliamos a capacidade das células MCF7 shSCR e shCDK9 de
sobreviverem e formarem col6nias frente ao tratamento com radiagdo. Nossos resultados
demonstraram que as células com a expressao génica de CDK9 silenciada apresentaram
uma maior sensibilidade ao tratamento em baixas doses (Figura 5.12). Nossos dados
sugerem que em doses baixas (2 Gy) a deficiéncia no reparo por HR, gerado pela
auséncia de CDK9, é suficiente para gerar um aumento na sensibilidade ao tratamento,
enquanto que em doses mais altas (5 Gy), onde a quantidade de quebras é muito alta,
iSS0 ndo ocorre.

Coletivamente nossos dados demonstraram que CDK9 esté envolvida em vias
de RDD, atuando no reparo ao dano de DNA através da via de recombina¢do homéloga.
Adicionalmente foi demonstrado que CDK9 interage com BRCAl e BARD1 e é
fundamental para o recrutamento efetivo de BRCAL aos sitios de dano ao DNA. Além
disso, observamos que na auséncia de CDK9 o reparo ocorre de forma acelerada.
Demonstramos também que CDK9 desempenha um papel importante na capacidade de

sobrevivéncia de células expostas a doses baixas de radiagdo ionizante.
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7. Conclusbes
Neste trabalho evidenciamos a participacao de CDK9 no reparo ao dano de DNA,
através de sua interacdo com BRCAL e BARD1, classicamente envolvidos com as vias
de reparo por recombinacdo homdloga e ndo homdloga por juncdo de pontas. Nossos
dados apontam para a interacéo exclusivamente da isoforma 42k de CDK9 com a regido
C-terminal de BRCAL. Porém ambas as isoformas de CDK9 demonstraram-se capazes
de interagir com BARDL1.
Foi demonstrado que CDK?9 é capaz de formar focos mediante danos ao DNA,
e que estes focos colocalizam com BRCA1L. Adicionalmente demonstramos que células
com a expressdo génica de CDK9 silenciada apresentam reducdo dos niveis de
recombinacdo homéloga, mas ndo de recombinacgdo ndo homéloga por jungéo de pontas.
Por fim, a deplecdo de CDK9 é acompanhada por uma drastica reducédo do
recrutamento de BRCA1 aos sitios de dano ao DNA, e de um aumento na cinética de
resolucdo dos danos gerados por radiacdo ionizante. Adicionalmente, a deplecao de
CDK9 é acompanhada por um aumento na sensibilidade ao tratamento com radiacédo
ionizante.
Coletivamente nossos dados apontam para um papel importante de CDK9 no

reparo ao dano de DNA por recombinag¢do homologa, juntamente com BRCAL.
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