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INTRODUCAO

O cancer esta classificado em um dos grupos de doengas mais prevalentes atualmente, afetando grande variedade
de 6rgdos e com altas taxas de mortalidade na populagdo mundial (Ibarra, 2013). A doenga é caracterizada pelo crescimento
celular rapido e descontrolado, geralmente causado por mutagGes genéticas em proto-oncogenes que sao inativos em células
normais, mas que, se ativados, transformam-se em oncogenes. Estas mutagGes sdo normalmente induzidas por fatores
ambientais e hereditarios. Essas mutagdes, muitas vezes, estdo em genes codificadores de proteinas que apresentam

importante papel no ciclo celular, entre estas estdo as quinases como as CDKs e as NEKs.

As Neks (NIMA-related kinases) sdo quinases que compdem um conjunto de 11 serina/treonina quinases e estdo
envolvidas com a regulagdo do ciclo celular, organizacdo do centrossoma, gametogénese, splicing de mRNA, diferenciacdo
miogénica, reparo de danos ao DNA, entre outras fungdes. Além disto, apresentam um importante papel no inicio e
progressdo de diversos tipos de cancer (Panchal & Evan Prince, 2023). As NEKs 6 e 7 compartilham diversos mecanismos
semelhantes na regula¢do celular, como a fosforilagdao da KIF11, essencial para a formagdo e manutenc¢do do fuso mitdtico
bipolar, que garante separagdo correta dos cromossomos durante a mitose. Curiosamente, as duas também sdo ativadas pela

fosforilagdo da NEK 9 (de Oliveira et al., 2020)

Apesar de possuirem caracteristicas estruturais semelhantes, ainda ndo se tem conhecimento sobre os substratos
fisiologicos especificos de cada uma delas. Desta forma, para melhor compreender a fungdo das NEKs 6 e 7, o presente
trabalho tem como objetivo utilizar a abordagem de Shokat para a identificar e comparar os substratos fisiolégicos de cada

uma delas.

METODOLOGIA

Mutagénese Sitio-Dirigida: A mutagénese sitio-dirigida foi realizada utilizando o kit comercial QuickChange Site-

Directed Mutagenesis (Agilent Technologies), seguindo as instrugdes do fabricante. Foram sintetizados trés oligonucleotideos
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complementares contendo as mutacles desejadas para cada proteina, utilizando os seguintes primers: forward 5’
GAGCTGAACATTGTGGCGGAGTTGGCTGACGC 3’ e reverse 5 GCGTCAGCCAACTCCGCCACAATGTTCAGCTC 3’ para a L122A
(NEK®6), forward 5" AAGGAGATCGGCCTCGCGAAGCAACTGAACCA 3’ e reverse 5’ TGGTTCAGTTGCTTCGCGAGGCCGATCTCCTT 3’
para L115A (NEK6) e forward 5’ GAACTAAACATAGTTGCGGAACTAGCAGATGC 3 e 5’
GCATCTGCTAGTTCCGCAACTATGTTTAGTTC 3’ para L11A (NEK7). Para a reagdo controle, os seguintes componentes foram
adicionados: 5 pL de tampdo de reagdo 10x, 50 ng de DNA molde de fita dupla (dsDNA), 125 ng de cada oligonucleotideo
(forward e reverse), 1 pL de mix de dNTPs e agua ultrapura (ddH,0) suficiente para um volume final de 50 pL. Em seguida, foi
adicionado 1 pL da enzima PfuTurbo DNA polimerase (2,5U/uL). A mesma composi¢cdo foi utilizada para a reagdo
experimental, destinada a obtenc¢do das mutagGes, alterando apenas o DNA molde de acordo com a construgdo experimental.
As reacdes foram realizadas diretamente em vetores de expressdao pEGFP-C2, pcDNA 3.1 Flag, contendo as sequéncias
codificadoras das proteinas NEK 6 e 7, visando a expressao em células U20S. As reagdes de amplificagdo foram conduzidas
em termociclador, conforme os parametros recomendados pelo fabricante do kit. Apds o ciclo de mutagénese, os produtos
amplificados foram utilizados para transformacgao bacteriana. As col6nias resultantes foram selecionadas e o DNA plasmidial

foi extraido e purificado. A confirmacdo das mutagoes foi realizada por sequenciamento de Sanger.

Cultura de células: Para o cultivo das células da linhagem U20S (células de osteosarcoma), estas foram mantidas em
condigGes controladas de incubagao, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,, a uma temperatura constante de 37 °C.
As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS), 1% de uma solucdo de antibidtico-antimicético (contendo penicilina, estreptomicina e anfotericina B) e 4 mM
de L-glutamina, a fim de garantir condi¢des ideais para o crescimento e a viabilidade celular. O meio foi trocado a cada dois

dias ou conforme necessario, e a confluéncia celular foi monitorada periodicamente por microscopia dptica.

Transfecgao de Células: As células U20S foram transfectadas com os plasmideos WT e mutantes das NEKs 6 e 7. A
transfecgdo foi realizada utilizando o reagente PEI (polietilenimina). Apds 18 horas da transfecgdo, periodo estimado para
expressdo adequada das proteinas recombinantes. As células foram lisadas utilizando tampéo de lise (20 MM Hepes pH 7.5,
137 mM NaCl, 0.5 mM EGTA, 25 mM MgClz, 0.2% Triton X-100, 10% glicerol), com adicdo de inibidores de protease e fosfatase,

por aproximadamente 30 minutos no gelo.

Reagdo de quinase/tiofosforilagdo: Apds lise celular, as proteinas totais foram quantificadas e submetidas a uma
reagdo de tiofosforilagdo. A reagdo foi conduzida na presenga de 2 mM de TCEP(Tris(2-carboxyethyl)phosphine), GTP (1 mM)
e utilizando andlogos volumosos de ATP-y-S (50uM) (Biolog, Hayward, CA), especifico para quinases modificadas do tipo
analog-sensitive. A incubacdo foi realizada por 1 hora, a 30 °C, com o objetivo de promover a transferéncia do grupo tiofosfato
para os substratos das quinases modificadas. Para interromper a reagdo adicionou-se EDTA (50 mM) com incubagdo por 5
minutos a temperatura ambiente, e em seguida as amostras foram incubadas por 2 horas a 302C, na presenca de PNBM (50
mM), promovendo a alquilagdo dos residuos tiofosforilados que possibilitaram a visualiza¢do dos substratos por Western blot

ao utilizar anticorpo anti-tiofostato éster.

Western blot: Para analisar se a reagdo de quinase foi bem-sucedida, uma aliquota da reagdo contendo
aproximadamente 60 uL de proteina foi utilizada para andlise por Western blot. Inicialmente, foi realizada a eletroforese em
gel desnaturante (SDS-PAGE) utilizando-se um sistema de tampdo descontinuo. Foram utilizados mini-géis de poliacrilamida,
com gel de empilhamento de 4% e géis de separagdo de 12%. As amostras para eletroforese foram preparadas com tampao

de amostra concentrado 4x (240 mM Tris-HCl pH 6,8; 8% SDS; 40% glicerol contendo azul de bromofenol). As amostras foram
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aquecidas por 5 minutos a 95°C a seco. Apds a corrida em SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas a 100V por 90 minutos
para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se tampao de transferéncia (25mM TrisHCI, 190 mM glicina, 20% metanol e
0,1% SDS). Apés a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau S por 5 minutos para checar se a transferéncia foi bem-
sucedida. Em seguida, a membrana foi lavada com agua deionizada e bloqueada por uma hora em leite desnatado a 5%
preparado em TBS-Tween (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% Tween-20). Apds o bloqueio, a membrana foi incubada
com o anticorpo primario e mantido overnight a 42C. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: ANTI-FLAG (F1804
Sigma-Aldrich) (1:3000), NEK 7 (ab68060) (1:500), NEK 6 (sc-50752) (1:1000), Vinculina (ab18058) (1:5000), B-actina (ab8226)
(1:1000) e tiofosfato-éter (ab133273) (1:5000). Em seguida, foi realizadas lavagens com TBS-T por cinco vezes de 5 minutos.
A membrana foi incubada com o anticorpo secunddrio conjugado com peroxidase por 50 minutos. Para a pesquisa foram
utilizados os seguintes secundarios: ANTI-Flag (Anti-mouse - 401253 Merck) (1:5000), Anti-NEK7 (Goat Anti-Mouse — 401253
Merck) (1:2500), Anti-NEK6 (Anti-Goat) (1:5000), Anti-Vinculina (Anti-mouse — 401253 Merck) (1:1000), Anti-B-actina (Anti-
Mouse — 401253 Merck) (1:5000) e Anti-Tiofosfato éter (Anti-Rabbit - #7074 Cell signaling) (1:3000). Apds a incubacgédo, foram
feitas lavagens da membrana em TBS-T por 3 vezes de 5 minutos. Finalmente, foi feita a revelagdo para detec¢do das bandas

correspondente para cada amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para inicio do projeto, foi necessario realizar a identificacdo dos residuos “gatekeeper” das NEKs 6 e 7, com intuito
de gerar a mutacdo sitio-dirigida no local identificado. Para isso, utilizou-se como base a sequéncia da quinase Aurora B, em
especifico seu residuo L154 ja caracterizado e identificado na literatura (Hengeveld et al., 2012). Alinhando as sequéncias das
NEKs 6 e 7 com a quinase Aurora B foi possivel identificar os residuos a serem mutados. Como pode ser visto na Figura 1, as
mutagodes realizadas foram: L122A (NEK6-GFP); L111A (NEK7). Foi realizado também a mutagdo da NEK 6 em uma outra regido

para ser usado como controle (L97A).

AURCRA QLRREIEIQAHLHHPNILRLYNYFYDRRRIYLFLEYAPRGELYKELQKSC- - - -TFDEQR 176
NEK& DCVKEIGLLKQLNHPNITKYLDSFIEDNELNIYLELADAGDLSQMIKYFKKQKRLIPERT 148
NEK7 DCIKETDLLKQLNHPNVIKYYASFIEDNELNIYLELADAGDLSRMIKHFKKQKRLIPERT 137

Figura 1. Alinhamento das sequéncias das quinases AuroraB, NEK6 e NEK7 e identificagdo de seus residuos gatekeeper. Por meio do
alinhamento das trés sequéncias foi possivel identificar o residuo gatekeeper de cada NEK, destacado em vermelho na figura.

Logo apds, foi realizado o ensaio de mutagdo
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Para confirmagdo das mutagdes realizadas em

cada plasmideos, foi realizado sequenciamento de

Sa nger. Os resultados gerados, confirmaram a Figura 2. Resultado Western blot com Flag-NEK6. (A) A figura mostra o resultado do experimento de

Western blot apés transferéncia, indicando que houve sucesso na transferéncia para o papel
membrana de nitrocelulose. (B) Resultado apds incubagdo com os anticorpos anti-flag e a-vinculina.

substitui¢do da trinca TTG para GCG na posi¢do 122 da
o . . . A a-vinculina possibilita visualizar que a quantidade de proteina foi normalizada entre as amostras.
sequéncia de Flag-NEK®6, a substituicdo da trinca TTG
para GCG na posicdo 97 da sequéncia de GFP-NEK6 e a substituicdo da trinca TTG para GCG na posi¢do 111 da sequéncia de

Flag-NEK7.
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amostras WT e Mutante foi possivel com o uso

do anticorpo Flag. Como controle, as células

Figura 3. Resultado Western blot com Flag-NEK7. (A) Figura mostra resultado do experimento de
Western blot apds incubagdo com o anticorpo Flag. Aimagem comprova que a transfecgdo teve sucesso

devido a presenga da banda em ambas as amostras transfectadas, enquanto na amostra de U20S ndo

U20S ndo transfectadas ndo apresentaram essa

transfectadas ndo houve presenga de bandas. (B) Figura mostra resultado apds incubagdo com a-

. - vinculina, possibilitando enxergar a presenga de uma banda em cada uma das amostras, concluindo
banda: reforgando a eficiéncia da transfecgao. que as amostras foram carregadas de maneira semelhante.

Para a amostra GFP-NEK6, utilizou-se microscopia de
fluorescéncia de células U20S transfectadas com o plasmideo
PEGFP-C2-NEK®6, o qual apresenta uma proteina fluorescente, o GFP.
Com isso, a localizagdo intracelular da proteina NEK6 pode ser
visualizada pela presenca da fluorescéncia, indicando que a proteina

foi expressa corretamente (Figura 4).

Em seguida, foi realizado o ensaio de
quinase/tiofosfato para analisar se a mutagdo realizada seria
suficiente para a utilizagdo dos ATP’s analogos. O ensaio foi
realizado com as amostras NEK6-GFP e NEK6-Flag e o
analogo 6-Fu-ATP-y-S (Furfuriladenosina-tiotrifosfato). Apds

realizagdo de Western blot, utilizando o anticorpo a-
tiofosfato-éter, foi possivel visualizar as bandas que indicam

os substratos diretos das Neks mutadas. E possivel observar
gue a amostra contendo as células transfectadas com os
plasmideos mutantes apresentam bandas mais fortes e em
maior numero que as amostra transfectadas com os
plasmideos sem a mutacdo, indicando o sucesso do

experimento (Figura 5).

Células U20S transfectadas com pEGFP-NEK6

Bright-field Fluorescéncia

Figura 4. Microscopia de fluorescéncia de células U20S transfectadas com pEGFP-NEK6. A
imagem em Bright-field mostra a morfologia geral das células transfectadas, enquanto a
imagem com fluorescéncia em GFP indica a expressdo da proteina NEK6
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Figura 5. A) Figura mostra a membrana apos realizagdo de Western blot e incubagdo com anticorpo
tiofosfato éter com amostras de NEK6 WT e L122A. A presenga das bandas somente no pogo
contendo a amostra com NEK6 L122A, indica que as quinase foram capazes de utilizar o ATP
analogo, o que ndo ocorreu com a amostra WT ja que ndo houve presenga de bandas. B) A figura
mostra a membrana apds realizagdo de Western blot e incubagdo com anticorpo tiofosfato éter
com amostras NEK6 WT e L97A. A presenga das bandas somente no pogo contendo a amostra
L97A, indica que as quinases foram capazes de utilizar o ATP analogo, o que ocorreu na WT mas
com menor eficiéncia, indicando que as quinases que apresentaram a mutagdo tiveram maior
eficiéncia em utilizar o ATP andlogo do que comparado com a amostra WT.
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indicando que provavelmente a mutagdo ndo

foi suficiente para permitir a utilizagdo do ATP

\

analogo para tiofosforilagdo dos substratos.

Figura 6. A) A figura mostra o resultado do experimento de Western blot apds transferéncia, indicando que
houve sucesso na transferéncia para o papel membrana de nitrocelulose.B) A figura mostra a membrana apds
realizagdo de Western blot e incubagdo com anticorpo tiofosfato éter com amostra NEK7. A presenga das bandas
semelhantes em ambos os pogos (WT e L111A), indica que as quinases mutadas ndo foram capazes de utilizar o
ATP andlogo 6-Fu-ATP-y-S (Furfuriladenosina-tiotrifosfato).

CONCLUSOES

Em suma, os resultados obtidos indicam que a mutagdo introduzida no “gatekeeper” da Nek6 foi eficaz para que ela
fosse capaz de utilizar o andlogo de ATP 6-Fu-ATP-y-S para tiofosforilar os seus substratos nas células U20S. Isto permitira
gue possamos prosseguir com os experimentos e identificar seus substratos diretos por espectrometria de massas. Por outro
lado, o teste de tiofosforilagdo utilizando o 6-Fu-ATP-y-S nas células transfectadas contendo a sequéncia de NEK7 L111A ndo

foi bem-sucedido, possivelmente indicando que a mutagao no “gatekeeper” da Nek7 nao foi suficiente.
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