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RESUMO

O gene polo é essencial para o desenrolar da mitose em Drosophila
melanogaster. MutagGes neste gene provocam aberragdes mitéticas entre as quais
fusos mitdticos monopolares, fusos com polos anormalmente largos e
hipercondensagdo cromossomica. A andlise inicial da sequéncia do gene indicou que
este codifica uma proteina com elevada homologia na sequéncia priméria com cinases
proteicas pertencentes a sub-classe serina-treonina.

Neste trabalho, de modo a obtermos uma melhor compreensdo da fungéo
bioldgica da cinase polo, procuramos desenvolver técnicas que permitissem analizar a
sua actividade catalitica e, principalmente, identificar os seus substratos fisioldgicos.
Assim comegamos por desenvolver um ensaio onde a actividade catalitica da proteina
polo pudesse ser medida, estuddmos um sistema onde essa actividade ndo se
encontrasse presente, utilizamos esse sistema para procurar substratos fisiologicos da
cinase polo, e finalmente tentdmos identificar os substratos encontrados.

Os resultados obtidos confirmam a proteina polo como sendo uma cinase
pertencente a familia das cinases tipo serina/treonina. Fomos capazes de verificar que
a proteina polo ¢ ela mesma uma fosfoproteina e que perde a actividade catalitica
quando tratada com fosfatases, levantando a hipotese de ter a sua acg¢éo controlada
intracelularmente por modificagdes no seu estado de fosforilagéo.

Com recurso a embrides mutantes desprovidos de enzima polo cataliticamente
activo, desenvolvemos uma abordagem que permitiu identificar trés substratos
potenciais endogenos da cinase. Num primeiro tipo de ensaio verificimos que a cinase
polo é capaz de fosforilar trés proteinas (de 54kDa, 85kDa e 220kDa) em extractos de
embriGes, em que as cinases endogenas tinham sido inactivadas por calor.
Significativamente, essa mesma fosforilagdo ¢ mais intensa em extractos de embrides
polol, que ndo contém uma forma activa da cinase, do que em embrides selvagens.

Num segundo tipo de ensaio, realizado com extractos “cell-free”, verificamos
que estas mesmas trés proteinas sdo fosforiladas pelas cinases endégenas a um maior
grau em extratos de embrides selvagens do que em extractos de embrides polol. Este
resultado em conjunto com o do ensaio anterior sugere que os trés polipeptidos
correspondem a substratos fisiologicos da cinase polo.

A realizagdo de ensaios de cinase com extractos de microtibulos e a utilizagédo
de um anticorpo monoclonal especifico permitiram a identificagdo da proteina de
54kDa como sendo a p-tubulina.

O facto de a proteina de 85kDa co-imunoprecipitar com a f-tubulina nos
ensaios de cinase sugeriu que a p85 poderd uma proteina associada a microtubulos.
Esta observacdo ¢ confirmada pelo facto de a proteina polo reconhecer uma proteina
de 85kDa, altamente enriquecida em preparagdes de microtibulos, em ensaios de
“ligand blotting”.

Observou-se ainda que a proteina polo apresenta ela mesma caracteristicas de
proteina associada a microtubulos e, muito significativamente, que € responsavel por
parte da actividade cinasica capaz de fosforilar a tubulina que co-purifica com
microtubulos.

Os resultados obtidos neste trabalho parecem pois fornecer uma base
bioquimica para o fen6tipo mutante observado e refor¢am a ideia de que o polo tem
um papel relevante associado a formagéo e/ou ao funcionamento de um fuso mitético
bipolar.
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SUMMARY

The Drosophila gene polo encodes a protein kinase required for progression
through mitosis. Mutations in this gene result in a high mitotic index and abnormal
chromosome segregation in larval neuroblasts, Many of these cells do not proceed into
anaphase and are characterized by having broad or disorganised spindle poles and
some are clearly monopolar.

Our aim was to develop assays that could help in the identification of polo
protein kinase physiological substrates.

We have found that polo protein kinase is capable of using casein as a
exogenous substrate and belongs to the ser/thr protein kinase family. We also show
that polo is itself a phosphoprotein and phosphatase treatment abolishes the kinase
activity.

We have determined putative polo substrates using two different assays. In the
first type of assay, exogenous polo protein kinase phosphorylates proteins of sizes
220kDa, 85kDa and 54kDa, to a greater extent when added to extracts of polol-
derived embryos (where the kinase is catalytically inactive) compared to extracts of
wild-type embryos. Both types of extracts had been previously subject to mild heat-
treatment to inactivate endogenous kinases.

In the second type of assay, we have used a cell-free system derived from
Drosophila embryos. Proteins of the same size are predominantly phosphorylated by
the endogenous kinases present in wild-type extracts, and are either not
phosphorylated or are poorly phosphorylated in extracts of polol-derived embryos.

Assays with microtubule preparations and the use of a monoclonal antibody
allowed the identification of the 54kDa phosphorylated by polo protein kinase in the
embryo extracts as f -tubulin.

Our observations that the monoclonal antibody to B-tubulin precipitates the
phosphorylated 54kDa protein together with an associated 85kDa protein also
phosphorylated by polo protein kinase suggest that the p85 is a microtubule associated
protein. Moreover polo binds to an 85kDa protein that is enriched in microtubule
preparations.

We have further shown that polo co-purifies with microtubules and is
responsible for part of the kinase activity able to phosphorylate -tubulin associated
with microtubules.

Our results seem to give a biochemical base to the observed mitotic phenotype
and reinforce the idea for a role of polo in the assembly/function of a bipolar mitotic
spindle.

vii




RESUME

Le géne polo de Drosophila melanogaster code pour une protéine kinase
nécessaire a la progression de la mitose. Mutations dans ce gene entrainent un fort
index mitotique et une segregation anormale des chromosomes dans les neuroblastes
larvaires. Un grand nombre de ces cellules n’atteind pas le stade d’anaphase et
presente pour caracteristiques des poles du fuseau mitotique diffus et desorganisés,
certains d’entre eux étant clairement monopolaires.

Notre but a ét¢ de developper des approches experimentales qui permettraient
d’identifier des substrats physiologiques pour la protéine kinase polo.

Nous avons mis en évidence que polo est capable d utiliser la caseine comme
substrat exogéne et appartient a la famille des kinases a ser/thr. Nous avons aussi
montré que polo est elle-méme phosphoryiée et quun traitement par des phosphatases
abolit son activité catalityque.

Nous avons identifies des substrats potentiels de polo en utilisant deux types
d’approches. Dans des extraits embryonnaires, dans lesquels la protéine kinase
endogéne a été inactivée par un traitment doux a la chaleur, 1'addition de polo
exogeéne entraine la phosphorylation de protéines de 220kDa, 85kDa et 54kDa. Ces
phosphorylations sont plus intenses quand on utilise des extracts d"’embryo polol, dans
lesquels la kinase est catalytiquement inactive, comparées a des embryons sauvages.

Dans le deuxiéme type d approche, nous avons utilisé un systéme acellulaire a
partir d’embryons mutants polol et d’embryons sauvages. Des proteines de tailles
similaires a celles observées dans |'approche précédente sont majoritairement
phosphorylées par la kinase endogeéne presente dans les extraits d’embryons sauvages
mais ne sont pas, ou sont faiblement phosphorylées, dans les extraits d’embryons
polol.

L utilisation de préparations de microtubules et d’anticorps monoclonaux ont
permis d’identifier la proteine de 54kDa phosphorylée par polo comme étant la f3-
tubuline.

Un anticorps monoclonal contre la B-tubuline co-precipite la proteine
phosphorylée de 54kDa avec la proteine de 85kDa, elle-méme phosphorylée par polo.
Ceci suggere que cette proteine (85kDa) soit associée aux microtubules. De plus polo
reconnait une proteine de 85kDa enrichie dans des préparations de microtubules.

Nous avons enfin montré que polo co-purifie avec microtubules et est en partie
responsable de 1"activité kinase associée aux microtubules capable de phosphoryler la
B-tubuline.

Les resultats obtenus semblent expliquer le phenotype mutant observé et
renforce 1'idée que polo a un role dans la formation/fonctionnement d'un fuseau
mitotique bipolaire.
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ABREVIATURAS

a.a.
A. nidulans
Aspergillus
ATP

bp

cDNA

Cdk

DNA

D. melanogaster
dNTP
Drosophila
DTT

E. coli

EDTA

e.g.

EGTA

EMS
HEPES
i.e.
IPTG

kb

kDa

Kip
MBC
min
mRNA
MW

ser

Refs
r.p.m.
PMSF
RNA

S. cerevisiae
S. pombe
SDS
SDS-PAGE
TLC

tre
X-GAL
Xenopus

- aminoacido

- Aspergillus nidulans

- Aspergillus nidulans

- trifosfato de adenosina

- par de bases

- DNA complementar

- cinase dependente de ciclina.

- 4cido desoxirribonucleico

- Drosophila melanogaster

- 5 trisfosfato de desoxirribonucledsido

- Drosophila melanogaster

- ditiotreitol

- Escherichia coli

- 4cido etilenodiaminotetracético

- exempli gratia - por exemplo

- acido etileno glicol-bis(p-aminoetileter)-N,N,N",N’-
tetracético

- Sulfato de etil-metano

- acido N-(2-hidroxietilpiperazina)-N’-(2-etanossulfonico)

- id est - isto é

- isopropil-B-D-tiogalactopiranosido

- kilobases

- kilodalton

- proteina tipo cinesina

- metil-benzimidazole-2-ilcarbamato

- minuto

- RNA mensageiro

- peso molecular

- serina

- referéncias

- rotagdes por minuto

- fluoreto de fenilmetilsulfonilo

- 4cido ribonucleico

- Saccharomyces cerevisiae

- Schizzosaccharomyces pombe

- Dodecil sulfato de sodio

- electroforese em gel de poliacrilamida com SDS

- Cromatografia de camada fina

- treonina

- 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactopiranosido

- Xenopus laevis

Nota: Optou-se por ndo se traduzir alguns termos de Biologia Molecular utilizados
correntemente em inglés, sendo antes indicados no texto pela utilizagdo de aspas.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL




Introdugio

1.1- CICLO CELULAR

A geragdo de organismos multicelulares a partir de uma unica célula, um ovo
fertilizado, implica a existéncia de mecanismos de crescimento e de divisdo celular.
Cada célula deve duplicar a maioria dos seus constituintes antes de se dividir para que
as células filhas sejam por sua vez capazes de se multiplicarem,. A maioria destes
constituintes pode formar-se sem necessitar da existéncia prévia de um molde e esta
normalmente presente em grande numero (eg. os ribossomas). A acumulagdo
progressiva deste tipo de componentes celulares ¢ usualmente exponencial e, por
constituir o grosso do aumento da massa celular, ¢ conhecida como crescimento
celular. Um segundo tipo de constituintes existe intracelularmente apenas como uma
ou duas cOpias e requer a pré-existéncia de moldes para a sua formagio, como € o
caso dos cromossomas e dos centrossomas. Este tipo de constituintes duplica-se
normalmente num ponto especifico do ciclo celular.

Define-se como ciclo celular o intervalo que separa a formagdo de uma célula
da sua divisdo em células filhas, e subdivide-se o ciclo em fases de acordo com
duplicacdo e divisdo do seu material genético. Deste modo, a fase do ciclo em que
ocorre a divisdo do material genético € denominada mitose ou fase M, e a fase em que
ocorre a duplicagdo deste material por fase S (de sintese). Os intervalos que separam a
fase S do fim da mitose anterior, e do inicio da proxima sdo conhecidos como GI e
G2, respectivamente. A mitose normalmente segue-se a divisio celular (citoquinése),
mas esta ultima ndo € necessaria para a continuagdo do ciclo cromossémico (ciclo de
duplicagdo e segregagdo dos cromossomas), estan. mesmo ausente durante largos
intervalos no ciclo de vida de organismos sincicio.

A duplicag@o e segregacdo dos cromossomas deve executar-se com fidelidade
se ambas as células filhas (progenia) sdo supostas herdar um conjunto completo de
instrugdes genéticas. Assim sendo ndo ¢ de admirar que as células possuam
mecanismos que controlem o decorrer da duplicagdo e da divisio do material
genético, bloqueando ou atrasando fases do ciclo caso algum erro esteja a ocorrer

durante estes processos. A divisdo de outros componentes celulares nio necessita de

1
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ser tdo precisa. Na realidade, a divisdo celular assimétrica é extremamente comum e
muitas vezes essencial para a formagio de progenia com diferentes destinos de
desenvolvimento. A necessidade de controlar a duplicagdo e divisdo do material
genético assume uma importncia especial em organismos multicelulares. Nestes
organismos, a ocorréncia de divisdes celulares inapropriadas durante a fase
embrionaria resulta normalmente em malformagdes ou mesmo morte do organismo e,
em individuos adultos, originam muitas vezes o desenvolvimento de tumores. Por esta
razdo o interesse no estudo do ciclo celular é mais do que académico, podendo o
conhecimento em pormenor dos mecanismos que regulam a divisdo celular conduzir a

novos tratamentos desta doenga .

Duplicagdo
Interfase cromossémica

O W

Divisao < >
Mitose celular Segregacdo
cromossémica

Fig.1- Representagdo esquematica do ciclo celular. A duragdo de cada fase varia
consoante o0 organismo e consoante o tipo de célula.

1.1.1- Analise genética do ciclo celular

A analise do ciclo celular iniciou-se com estudos genéticos realizados em
leveduras. Foi pelo isolamento de mutantes sensiveis a temperatura’, em levedura
Saccharomyces cereviseae, que se identificou o primeiro conjunto de genes que
afectam o ciclo da divisdo celular (Hartwell ez al, 1973, 1974). Um pouco mats tarde,
um segundo grupo de investigadores criou também de uma colecgdo de mutantes
sensiveis 4 temperatura, mas utilizando como modelo a levedura

Schizosaccharomyces pombe (Nurse ef al, 1976).

1 I
mutantes ts - temperature sensitive
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Quando uma cultura assincrona de mutantes ts € colocada a temperatura
restritiva as células param normalmente o crescimento ou divisio em pontos
aleatorios do ciclo celular. Mas caso se trate de uma mutagdo num gene essencial
para a realizagdo de uma fase especifica do ciclo, todas as células da cultura param no
ponto em que o produto do gene € necessario. Estes mutantes definem portanto genes
importantes para o seguimento normal do ciclo de divisdo celular e foram designados
mutantes cdc’. O ponto de execugio de cada mutante foi definido como o ponto do
ciclo celular em que o produto do gene € normalmente necessario. O isolamento dos
mutantes cdc € facilitado em levedura porque as células mudam de forma (a S.
cereviseae, com o aparecimento da gemula) ou de tamanho (a S. pombe) consoante a
fase do ciclo em que se encontram.

Infelizmente ambos os grupos classificaram os mutantes obtidos como
mutantes cdc. Assim, quando mais tarde os genes homologos foram isolados nos dois
organismos verificou-se que o numero dos mutantes ndo coincidia causando uma
certa confusdo. Por exemplo, o gene cdc2 de S. pombe tem o seu homodlogo no gene
CDC28 em S. cereviseae.

A analise dos mutantes cdc permitiu ainda estabelecer uma ordem temporal
dos genes necessarios para a progressao das células ao longo do ciclo celular, e obter
a primeira definigdo molecular de pontos de controlo (checkpoints). Um ponto de
controlo é definido como um mecanismo que assegura a dependéncia de um processo
celular da execugdo de processos prévios (Hartwell e Weinert, 1989) (eg. a entrada
em mitose depende de todo o genoma ter sido anteriormente replicado). De notar que
nem todos os pontos de controlo sdo necessariamente essenciais, como o que impede
a entrada em mitose até o DNA ter sido reparado caso as células tenham sido sugeitas
a radiag@o (que so funciona quando as células sdo expostas a radiagio).

Foram ainda descritas outras classes de mutantes ts e que embora também
envolvidas em pontos-de-controlo ndo param o ciclo, como por exemplo a classe de
mutantes wee’. Neste caso as células destes mutantes continuam a dividir-se mas
antes de terem atingido o tamanho necessario, resultando numa populagio de células
minusculas (wee), interpretando-se este fenotipo como uma necessidade do produto

destes genes para impedir as células de uma entrada prematura em divisdo.

1 [
cdc - cell division cycle

2 I . .
wee - do escogés para minusculo, pequenino
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Cultura assincrona  mydanga para 36°C
a temp. normal

ESTIRPE
SELVAGEM
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Fig. 1.2- Mutantes cdc. Os mutantes cdc sensiveis a temperatura destinguem-se dos outros
mutantes sensiveis a temperatura devido ao seu comportamento quando colocados a
temperatura restrictiva. Quando se coloca uma cultura assincrona a temperatura restrictiva,
na maioria dos mutantes sensiveis 4 temperatura as células param, individualmente, em
alturas aleatdrias do ciclo celular. No caso de um mutante cdc, no entanto, todas as células da
populagio param no mesmo ponto do ciclo celular (exemplo: cdc28). A figura apresentada
refere-se a S. cereviseae.
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1.1.2- Analise bioquimica do ciclo celular

A analise bioquimica do ciclo celular também se iniciou em meados dos anos
70. Uma série de experiéncias elegantes, por Johnson e Rao, mostraram que existem
controlos que ordenam as fases do ciclo celular (Johnson & Rao, 1970; Rao &
Johnson 1970). As experiéncias de fus@o celular destes autores, indicam por exemplo
que a fase M é dominante sobre as outras fases do ciclo, i.e., que a fusdo de uma
célula em fase M com uma célula noutra fase do ciclo induz o inicio de mitose nesta
ultima (quer estas se encontrem nas fases G1, S ou G2). Esta observagio sugeriu a
existéncia nas células na fase M de um factor capaz de induzir a mitose. Noutras
experiéncias verificou-se ainda que uma célula em G2, fundida com uma célula na
fase S, ndo inicia a mitose até que o nucleo da fase S tenha completado a replicagdo
do DNA.

A existéncia de um factor indutor de mitose (a que se passou a chamar MPF')
foi confirmada com experiéncias de transferéncia de citoplasma de ovos de Xenopus.
Verificou-se que a injecgdo de citoplasma de ovos maduros em odcitos induzia a
maturagdo destes ultimos (Masui and Market 1971). Quando purificado o MPF
verificou-se que era composto por uma proteina cuja concentragdo intracelular
variava ao longo do ciclo celular (a que se chamou ciclina) e por uma subunidade
catalitica identificada como sendo a cinase codificada pelo gene cdc2 de S. pombe
(Evans ez al, 1983; Labbe e al, 1989; Gautier et al, 1990).

A capacidade do MPF isolado de células de mamifero de induzir a maturagédo
em odcitos de Xenopus sugeriu que os genes necessarios para o ciclo celular se
encontram conservados entre organismos. Esta hipotese foi definitivamente provada
com o isolamento do homologo humano do gene cdc2/CDC28 por complementagio

em levedura (Lee and Nurse 1987).

1.1.3- Controlo do ciclo celular

Os passos essenciais do ciclo celular, as fases S e M, tém que se manter

obrigatériamente alternados de modo a ser preservada a ploidia gendmica. S6 muito

"MPF - inicialmente de Maturation promoting factor, mas agora sub-entende M-phase promoting
factor
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recentemente se fizeram grandes progressos na compreensdo dos mecanismos que
mantém a ordem temporal correcta destes acontecimentos essenciais. O inicio de
ambas as fases é controlada por um conjunto de cinases que se associam a
subunidades proteicas da familia das ciclinas, sendo por isso chamadas cinases-
dependentes-de-ciclinas ou, abreviadamente, Cdks' (revisto em Gould, 1994; Nigg,
1995). A proteina p34, produto do gene cdc2 em S. pombe, foi o primeiro membro
desta familia a ser descrito, e com a descoberta de que era a subunidade catalitica do
MPF alcangou um estatuto padrdo, sendo as Cdk referidas muitas vezes na literatura
em relagdo a p34°~.

Em leveduras esta descrita apenas uma Cdk, denominada CDC28 em .
cereviseae ¢ cdc2 em S. pombe, obtendo-se diferentes cinases funcionais pela
associacdo desta subunidade catalitica com diferentes ciclinas (revisto em Nasmyth,
1993). Em S.cereviseae, por exemplo, 8 CDC28 associam-se as ciclinas CLN1-CLN3
aquando da decisdo de comego da divisdo (START2 ), as ciclinas CLB5 e CLB6 antes
da entrada na fase S, e as ciclinas CLB1-CLB5 para que se possa formar fuso mitético
e se complete a fase M (Epstein & Cross 1992; Fish ef al,. 1992; Richardson ef al,
1992; Schwob and Nasmyth 1993).

Em eucariotas multicelulares o panorama é mais complicado pois existe ndo
uma s6 Cdk mas uma familia complexa de destas subunidades cataliticas, e que
embora estruturalmente relacionadas s3o funcionalmente distintas. Mais uma vez,
diferentes ciclinas estdo relacionadas com diferentes fases do ciclo e, desta vez, por
diferente associagdo a diferentes Cdks (por exemplo Fang e Newport 1991; Baldin ef
al,. 1993; van den Henwel ef al, 1993; Knoblich ef al, 1994; para revisGes ver
Solomon 1993; Nigg, 1995). Os complexos ciclina-Cdk envolvidos nos varios
eventos do ciclo diferem quer a nivel das subunidades ciclina quer a nivel da
subunidade Cdk associada. Por exemplo, e muito simplificadamente, a transi¢do G2-
M ¢ controlada pela cinase cdc2 associada com as ciclinas G2 (ciclinas A e B) ao
passo que a passagem po Gl e S parece ser controlada pelas cinases Cdk4/6 e Cdk2

em conjunto com as ciclinas G1 (ciclinas D e E) (para revisdo ver Sherr 1995).

' Cdk- cyclin dependent kinase

20 ponto START foi inicialmente definido como o ponto do ciclo celular em que a célula se
compromete a iniciar os mecanismos conducentes a divisio. Uma vez ultrapassado este ponto a
célula ndo pode voltar atras no ciclo e tem de prosseguir os processos que a conduzem a divisdo.
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Fig. 1.3- Ordem no ciclo celular. Neste esquema apresentam-se algumas das moléculas
envolvidas no controlo das diferentes fases do ciclo celular. As cinases estdo respresentadas
sob a forma de quadrados e as fosfatases sob a forma oval. O efeito activador ou repressor de
cada molécula ¢ indicado por um sinal + ou - respectivamente. No texto incluem-se
descrig6es mais detalhadas de cada molécula.
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1.1.4- Mecanismos de controlo

O controlo do ciclo celular é efectuado, sobre as proteinas que regulam as
fases do ciclo, por diversos mecanismos que actuam a varios niveis. O controlo
principal parece residir na modificagdo da actividade das proteinas necessarias por
fosforilacao/desfosforilagdo. E este controlo ndo € so exercido pelas cinases tipo Cdk,
pois mesmo a activagdo dos diferentes complexos ciclina-Cdks esta ela mesma, na

maioria dos casos, dependente da ac¢do de uma rede complexa de cinases e de

fosfatases. E deste modo, por exemplo, que o ponto de controlo que em G2/M

monitoriza se a sintese/reparagdo de DNA se completou, bloqueia a activagdo do
MPF (ver por exemplo Hayles et al 1994; revisto em Roberge 1992). Mas as
modificagdes pos-traducionais por fosforilagio/desfosforilagdo de proteinas néo sédo o
tinico modo que as células tém de controlar o ciclo celular. Alguns dos outros

mecanismos consistem na regulagdo de

e Transcricao

E.g., as células podem a controlar a actividade dos complexos ciclina-Cdk
através de uma expressio regulada das ciclinas. O controlo transcricional da
expressdo das ciclinas resulta na acumulagio ordenada e periodica das ciclinas G1 e
G2' permitindo que a sua concentragio intracelular apenas atinja um pico na fase em
que sdo necessarias. Em S. cereviseae este controlo transcricional envolve vias de
retroacgio (feedback) positivas e negativas. As ciclinas G1 CLNI e CLN2, assim
como a ciclina G2 CLB2, sdo capazes de estimular a transcri¢do dos seus proprios
genes (Cross e Tinkelenberg 1991; Dirick e Nasmyth, 1991; Amon ef al, 1993). E,
muito importante, a ciclina CLB2, cuja fungdo se executa na fase G2, ¢ também
capaz de suprimir a transcri¢do das ciclinas CLN1 e CLN2, necessarias na fase
G1(Amon ef al, 93). Obtém-se assim um mecanismo das células controlarem o inicio
de processos chaves na altura exacta: as ciclinas G1 permitem a execugio da fase G1
e impedem simultdneamente a realizagdo da fase G2, enquanto as ciclinas G2

permitem a entrada em M e impedem a entrada numa fase G1/S.

1 e e . e .4 ). ~ .
Ciclinas G1 e ciclinas G2- ciclinas necessarias para a execugéo das fases G1 ¢ G2, respectivamente.
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e Proteolise

Em leveduras, a substitui¢do da transcrigdo periodica de qualquer das ciclinas
G1 e G2 por transcrigdo continua néo ¢ incompativel com uma progressdo ordenada
ao longo do ciclo (ver por exemplo Ghiara ef al, 1991, Amon et al, 1994). E além
disso os ciclos celulares embrionarios de muitas espécies, incluindo Xenopus e
Drosophila, dependem exclusivamente dos produtos maternos depositados no ovo
durante a oogenese, e prosseguem normalmente na auséncia completa de transcrigao.

Um destes mecanismos pos-transcricionais reside no controlo da estabilidade
das ciclinas G2. A degradagdo abrupta destas proteinas durante a mitose resulta na
inactivagdo da cinase cdk associada e permite a saida de mitose (Glotzer et al, 1991,
Holloway et al, 1993; Surana et al, 1993). Dados obtidos em Drosophila e S.
cereviseae indicam que a reacumulagio de ciclinas G2 ap6s a mitose € dependente da
presenca de ciclinas G1 (Amon et al, 1994; Knoblich ez al, 1994) uma vez que o
sistema de degradagdo das ciclinas G2, activado durante a mitose, parece permanecer
activo durante a interfase seguinte até ser inactivado por ciclinas G1. Deste modo, a
acumulagio de ciclinas G2 apds a mitose ndo pode acontecer antes da acumulagdo de
ciclinas G1. Presumivelmente este controlo impede a entrada numa segunda mitose
antes que uma fase S tenha ocorrido (Enoch ef al, 1992; Kelly ef al, 1993, Saka e
Yanagida 1993; Weinert ef al, 1994). Conhece-se menos acerca dos controlos que
impedem a entrada numa segunda fase S antes da ocorréncia de mitose. Um modelo
atractivo envolve a existéncia de um factor de licenciamento, postulada com base em
experiéncias realizadas com extractos de ovos de Xenmopus, mas cuja identidade
molecular permanece desconhecida (Blow e Laskey 1988; Blow 1993; Coverley ef al,
1993). De acordo com este modelo, o inicio da fase S depende da presenga no nucleo
do factor de licenciamento. Este factor devera acumular-se no citoplasma durante a
interfase e s ter acesso a regido do nucleo apds o desaparecimento da membrana
nuclear durante a mitose. Uma vez no ntcleo é necessario e consumido durante a
execugdo da replicagdo do DNA (fase S). Para que uma segunda fase S possa ocorrer
é necessario que novo factor tenha acesso ao nucleo e para tal € necessario que as

células passem primeiro por mitose.

Durante a mitose, parece ser necessaria a degradagdo especifica de certas

proteinas para que se dé a execugdo ordenada das diferentes etapas. Por exemplo,
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proteinas cromossomais como de coesdo e segregagao cromossOmica, sofrem uma
degradacio abrupta nesta fase. Esta degradagdo observada processa-se numa ordem
especifica. Por exemplo, a ciclina A ¢ degradada antes da transi¢ao metafase/anafase,
enquanto que a degradagdo da ciclina B ocorre imediatamente apés esta transigao
(Surana et al, 1993; Holloway et al, 1993). Acerca dos mecanismos que medeiam esta
cascata proteolitica sabe-se ja que sdo, pelo menos em parte, mediados pela ubiquitina
(Glotzer et al, 1991, Hershko ef al,. 1991). Observou-se que inibidores da
ubiquitinagdo embora impegam a entrada em anafase ndo tém este efeito por
impedirem a degradagdo da ciclina B (e.g. Holloway ef al,. 1993). E a degradacio de
outras proteinas, executada pelo recém identificado complexo APF', que contém as
proteinas CDC16, CDC23 e CDC27 (em levedura, mas ja foram identificadas
proteinas homologas noutros organismos), que leva as células para além da metafase
(Tugendreich e al,. 1995; Irniger et al,. 1995; King et al,. 1995; para revisdo ver

cde2 ,
¢ responsavel pela

Glotzer 1995). Interessantemente o complexo ciclina B/p34
degradagdo da sua propria ciclina por activagio do complexo APF (Luca ef al, 1991).
Exemplos de outras proteinas que sdo degradadas durante a mitose, embora ndo se
tenha mostrado que o complexo APF é o responsavel pela sua degradagdo, séo as
envolvidas na coesdo das cromatides irmis até ao final da metafase, como as proteinas
cut2 de S. pombe (Funabiki et al,. 1996) e pimples de Drosophila (Stratmann e
Lehner, 1996), ou ainda a topoisomerase II, as INCENPs (proteinas que se situam

entre as cromatides irmas), e a CENP-E (uma proteina motora tipo cinesina) (Heck ez

al, 1988; Cooke et al,. 1987;Yen et al,. 1992),

o] O
é‘bc? gbc?\* 6@‘?0
St et ok
G\‘) %é 0@‘\

Fig. 1.4- Sequéncia de degradagdo de proteinas ao longo da mitose. Durante a mitose a
degradagdo de certas proteinas egue uma ordem especifica. As proteinas que tém de ser
degradadas para que a anafase comece e responsaveis pela separagdo das cromatideos irmaos
ainda nfo estdo identificadas (na figura representadas como factor X).

' APF- de Anaphase Promoting Factor, factor promotor da anafase.
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¢ Inibidores

Até muito recentemente a proteina sucl era o unico inibidor identificado de
um complexo ciclina/Cdk mas a descri¢do de uma série de proteinas de baixo peso
molecular que tém a capacidade de inibir especificamente associagdes especificas de
ciclina/Cdk veio indicar que este ¢ afinal um mecanismo vulgar de controlo a divis@o
celular. Estes inibidores (chamados CKIs' - entre os quais se incluem as p16, p21 e
p27) ligam-se aos complexos ciclina-CDKs interligando-os a sinais externos, tais
como factores de crescimento e antimitogéneos, integrando a divisdo celular com
estimulos ambientais e de desenvolvimento (para revisdes ver Sherr 1995; Heichman

e Roberts 1995; Hunter e Pines 1995).

1.2- MITOSE

A mitose resulta na segregagdo fiel do material genético para as células filhas
bem como na divisdo e distribuigdo de organelos celulares. Embora seja
essencialmente um processo continuo é tradicionalmente dividida em quatro fases
facilmente observaveis. A primeira destas fases, a profase, comeca quando as longas
fibras de cromatina se condensam em cromossomas compactos visiveis ao
microscopio Optico. A medida que a condensagdo cromossémica avanga observa-se
uma divisdo longitudinal dos cromossomas nos dois cromatideos irmédos.
Simultaneamente, a partir dos centrossomas que préviamente se dividiram e
separaram, os microtibulos formam arranjos paralelos que se estendem dum lado ao
outro da célula formando o fuso mitético. A fase seguinte, metafase, caracteriza-se
pelo desaparecimento da membrana nuclear e pela ligagdo dos cromossomas aos
microtubulos do fuso mitético. Uma vez unidos a ambos os polos do fuso os
cromossomas deslocam-se para a zona central do fuso, formando a chamada placa
metafasica. A ligagio dos cromossomas ao fuso efectua-se pela interacgdo dos
microtubulos com uma estrutura especializada na superficie dos cromossomas, na
regiio da constricgdo priméria, chamada cinétocoro. Cada cromatide liga-se, por
intermédio do seu cinétocoro, a microtubulos que emanam de cada um dos polos,

ficando no final os dois cromatideos irmos ligadas a polos opostos do fuso. Uma vez

' Cki - de eyclin dependent kinase inhibitor.
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ligados a ambos os polos os cromossomas movimentam-se apra a zona central do fuso
formando a placa metafasica. Durante a fase seguinte, a anafase, ocorre a separagao
dos cromatideos irmdos que entdo se movimentam para polos opostos do fuso
(anafase A), e os polos do fuso afastam-se ainda mais um do outro (anafase B). Na
telofase, a ultima fase da mitose, a cromatina descondensa-se, reforma-se a membrana
nuclear, o fuso mitético é despolimerizado e a célula divide-se em duas c€lulas filhas
(citoquinése). Esta € a descrigdo, muito sumdria, de uma mitose tipica em células
eucariotas superiores ¢ embora possam existir diferengas de organismos para
organismo, estas sdo geralmente de detalhe e as linhas gerais encontram-se

conservadas.

.

INTERFASE
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> PRO-METAFASE

'
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Fig. 1.5- Fases da mitose. Tradicionalmente dividida em profase, metafase,
anafase, e telofase, alguns autores consideram ainda uma pro-metafase,
durante a qual se da a captura dos cromossomas pelos microtibulos.

1.2.1- Cromossomas

Durante a mitose os cromossomas assumem uma forma altamente compacta,

com os cromatideos irmios unidos em toda a extensdo, sendo visivel uma zona de

constrigio primaria (cinétocoro) através da qual se ligam aos microtibulos do fuso
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mitético. Pouco se sabe ainda de como a condensagdo cromossomica se processa,
sabendo-se apenas que parece ser iniciada pela ac¢do da cinase NimA, um enzima que
por sua vez ¢ activado pela cdc2 (O’Connell et al. 1994; Lu e Hunter 1995; Ye et al.
1995). A NimA tem ainda a particularidade de ser a tnica cinase descrita, até agora,
cuja degradagdo € necessaria para que as células saiam de mitose (Pu e Osmani 1995).
A regulacdio da coesdo dos cromatideos irméos tem uma importéncia crucial na
distribuicdo correcta dos cromossomas durante a mitose (para revisdes ver Miyazaki e
Orr-Weaver, 1994; Holm, 1994; Holloway, 1995). Durante a pro-metafase os
cromatideos irmdos tém que estabelecer ligagdes com os polos opostos do fuso,
processo que ¢ simplificado pelo facto de estar unidos um ao outro. A coesdo entre
ambos permite ainda o monitorizar do processo. Os cromossomas com ligagdes
bipolares estdo sobre tensdo, por for¢as mecanoquimicas, que, puxando-os para ambos
os polos, os movimentam para a placa central do fuso (McIntosh 1991). Se um dos
cinétocoros num dos cromossomas for destruido ou removido, 0 cromossoma move-se
na direc¢io do polo ao qual ainda se encontra ligado pelo outro cinétocoro. Os polos
do fuso parecem exercer forgas nos dois sentidos, puxando e empurrando 0s
cromossomas. Bragos isolados dos cromossomas, que se separarm dos seu
cinétocoro, afastam-se dos polos do fuso aopasso que o cinétocoro se move na
direc¢iio do polo (Mclntosh e Koonce, 1989; Cassemeris et al, 1994). A auséncia da
tensdo exercida por ambos os polos sobre um cromossoma, provocada por
cromossomas livres ou ligados a um sé polo, é detectada e provoca um atraso no
inicio da anafase (Li e Nicklas 1995). O modo como esta detecg¢do se processa pode
estar relacionada com presenga de um epitopo fosforilado que se observa apenas em
cinétocoros que ndo se ligaram aos microtubulos do fuso (Gorbsky e Ricketts 1993).
A coesdo entre os cromatideos, embora essencial para a formagio da placa
metafasica, tem de desaparecer de modo a permitir a segregagdo dos cromatideos
irméos durante a anafase. A separagdo final e irreversivel dos cromatideos um do
outro ocorre rapida e simultaneamente em todos 0s cromossomas na transi¢do
metafase/anafase. O desaparecer da coesdo ¢ controlado nas diferentes partes do
cromossoma, tanto durante a mitose como durante a meiose. Uma perca sequencial da
coesdo, primeiro nos bragos dos cromossomas e depois na regido centromérica, €
essencial para a distribuigfo correcta dos homologos e irmédos nas meioses 1 e Il

(Kerrebrock et al, 1992; Miyazaki e Orr-Weaver 1992). Esta coesdo entre cromatideos
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parece ser estabelecida por proteinas especificas (ja referidas e ver também Bickel ef
al. 1996) e simultdneamente pelo entrecruzamento das cadeias de DNA que se
estabelece durante a replicagdo. A existéncia deste entrecruzamento explica a
necessidade da acgdo da topoisomerase II (um enzima que cataliza a descatenagdo das

cadeias de DNA) durante a mitose (Holm er al. 1989; Shamu e Murray 1992).

1.2.2- Microtubulos e centrossomas

Os microtibulos, tubos ocos compostos maioritdriamente por heterodimeros
de a- e de PB-tubulina, tém uma diversidade de fungdes biologicas, sendo essenciais
por exemplo para o transporte intracelular, mobilidade dos axonemas bem como
actuando como citoesqueleto. Tanto a a-tubulina como a B-tubulina sdo proteinas que
se encontram evolutivamente conservadas, e que estdo codificadas por familias
multigénicas (revisto em Luduefia, 1993). Intracelularmente os microtibulos
organizam-se (nucleiam) a partir de centros organizadores de microtubulos
(MTOCs1 ), e.g. o centrossoma. Devido ao modo como as subunidades de tubulina se
associam os microtubulos apresentam polaridade, sendo que uma das extremidades
dos microtibulos apresenta uma taxa incorporagdo/desincorporagdo de heterodimeros
de tubulina cerca de 4x superior a outra extremidade. As extremidades com este ritmo
superior de polimerizagdo/despolimerizagio sdo denominadas de extremidades mais, e
por oposigdo chama-se extremidades menos a outra ponta dos microtibulos. No
interior das células os microtubulos nucleiam a partir dos MTOCs com a extremidade
menos embebida neste organelo e com a extremidade mais a estender-se para o
citoplasma. O facto da extremidade menos estar associada ao MTOC parece conferir
estabilidade aos microtibulos impedindo a despolimerizagéo.

Estdo descritas vérias drogas que afectam a estabilidade dos microtuibulos. A
presenga de taxol ou de nocodazole e vinbastina em baixas concentragdes estabiliza os
microtibulos (de Brabander er al,1986; Jordan et al, 1992). Por outro lado altas
concentra¢cdes de colchicina, de nocodazole ou de vinblastina causam numa
despolimerizagdo destas estruturas (Salmon er al, 1984; Jordan et al, 1992). O
tratamento de células com qualquer destas drogas resulta numa paragem do ciclo na

metafase mitotica. A utilizacdo destas drogas tem facilitado a preparagdo de

'"MTOC - de microtubule-organising center
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Fig. 1.6- Centros organizadores de microtubulos (MTOCs) em células animais
e em fungos. Os centrossomas s3o os centros organizadores de microtibulos,
durante a mitose, em células animais (lado esquerdo da figura), ao passo que
em leveduras e outros fungos (lado direito da figura) os organelos equivalentes
s30 os corpos polares do fuso (SPB). Os organelos estdo representados durante
a mitose e ndo estdo a escala. A extremidade menos dos microtiibulos encontra-
se junto aos MTOCs (embebidas no material pericentriolar representado a
cinzento nos centrossomas) € a extremidade mais extende-se para longe deles.
No caso dos fungos 2 membrana nuclear nio se desagrega durante a mitose
crescendo os microtubulos para o interior do nucleo).

FASE G1

MITOSE

Fig. 1.7 - Alteracdes morfoldgicas no centrossoma ao longo do ciclo celular.
Em células animais a duplicagdo dos centriolos ocorre durante a fase S mas os
crentrossomas sO se separam no inicio da mitose. Também é nesta altura que
ocorre um aumento na quantidade do material pericentriolar (representado a
cinzento) bem como um aumento dos microtubulos nucleados por cada
centrossoma.
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cromossomas para analise microscopica bem como, no caso da vinblastina, auxilado
no tratamento do cancro.

E a partir dos centrossomas que, em células animais, se organiza o fuso
mit6tico. Estas estruturas consistem em dois centriolos (cilindros de nove tripletos de
microtibulos em posi¢do perpendicular relativamente um ao outro) rodeados por um
material amorfo, denso quando observado ao microcépio electronico, denominado
material pericentriolar, e do qual emanam os microtiibulos. Os centrossomas parecem
ser compostos por uma diversidade elevada de proteinas o que poderé reflectir uma
complexidade funcional. Efectivamente, estes organelos tém de se duplicar, separar
para extremos opostos da célula, nuclear microtibulos e segregar o material genético.
E para cada uma destas fungdes € esperada uma etapa de controlo, como por exemplo
a que assegura que a duplicagdo centrossémica ocorre uma € s6 uma vez em cada
ciclo. Em leveduras e outros fungos, o organelo equivalente ao centrossoma € o corpo
polar do fuso (SPB1 ). Embora funcionalmente equivalentes s#o, no entanto
estruturalmente diferentes. O SPB ¢é composto por trés camadas distintas ao
microscopio, consistindo numa placa central, embebida directamente na membrana
nuclear, ¢ em duas camadas amorfas, uma intranuclear e outra citoplasmatica
chamadas placas interna e externa respectivamente. Tal como nos centrossomas, 0s
microtubulos irradiam a partir das camadas amorfas, com a extremidade mais
afastando-se do SPB.

Os centrossomas sofrem mudancas caracteristicas durante o ciclo celular. A
entrada em mitose, por exemplo, ¢ acompanhada por um aumento no nimero de
microtubulos nucleados pelo organelo (de 5 a 10 vezes mais) e também por um
aumento dramatico na quantidade de material pericentriolar e no nivel de fosforilagéo
das proteinas centrossomais (para revisdes ver Kellogg et al, 1994; Rose ef al, 1993).

O conhecimento sobre a estrutura e modo de funcionamento do centrossoma
encontra-se fragmentado na descricdo de proteinas que se sabem associadas a este
organelo. Ha ja uma lista longa, se bem que incompleta, de proteinas centrossomais
(Kalt e Schliwa, 1993). Estes autores proposeram uma classificagdo das proteinas
centrossomais em quantro grupos, baseada na localizagdo dessas proteinas ao longo
do ciclo celular. Algumas proteinas, e.g. a y-tubulina (ver abaixo), localizam-se

apenas nos centrossomas, enquanto que outras, e.g. a cdc2 e as ciclinas, tém também

'SPB- de Spindle pole body.
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Fig. 1.8 - O ciclo centrossomico em células animais. Os centrossomas consitem num par de
centriolos rodeados de material pericentriolar. Durante a fase G1 estes centriolos separam-se
e durante a fase S seguinte é visivel o aparecimento de novos centriolos proximos dos
centriolos maduros. Durante a fase G2 estes centriolos recém criados atingem o tamanho dos
centriolos maduros. Quando a mitose comega as caracteristicas dos microtibulos nucleados
modificam-se e o seu nimero aumenta. Os centrossomas separam-se no inicio da mitose,
afastando-se para lados opostos do nucleo, utilizando os microtubulos interpolares que se
interdigitam e onde estio localizadas varias proteinas motoras. Na anafase os centrossomas
afastam-se ainda mais (anafase B). Quando ocorre a citocinése cada centrossoma ¢
incorporado na respectiva célula filha. A figura ndo esta a escala.
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Fig. 1.9- Ciclo dos microtubulos em S. pombe e S. cereviseae. Em S. pombe o
fuso forma-se durante a fase M apds os microtubulos citoplasmaticos se terem
despolimerizado. Em §. cereviseae o fuso forma-se durante a fase S, e a
separagdo cromossomica ocorre durante a fase M.

fung¢bes noutros locais da célula. A identificagdo dessas proteinas centrossomais
resulta essencialmente do esforgo de varios laboratérios que desenvolveram técnicas
de obtengdo de extractos ricos em centrossomas, da utilizagdo de soros obtidos de
pacientes com doengas autoimunes, e de técnicas de genética cldssica (revisto em
Rose et al, 1993)

O isolamento da y-tubulina, inicialmente de Aspergillus nidulans e
posteriormente de muitos outros organismos, mostrou que esta é um componente
ubiquo dos centrossomas de eucariotas superiores (revisto em Joshi, 1993; 1994; ver
também Sobel e Snyder, 1995). A y-tubulina é uma proteina essencial que se localiza
no material pericentriolar e que se liga a extremidade menos dos microtibulos
(Stearns e kirschner 1994; Li e Joshi 1995). Os dados ja reunidos indicam que a y-
tubulina interage directamente com o heterodimero de a-tubulina e B-tubulina e que é
essencial para o nuclear dos microtubulos a partir dos centrossomas durante a mitose
(ver por exemplo Masuda e Shibata 1996). Em Drosophila a y-tubulina associa-se a
duas outras proteinas centrossomais, a CP190 e a CP60 (Jordan et al, 1993), e este
complexo poderd fazer parte das estruturas em forma de anel visiveis dispersas no

material pericentriolar (Moritz et al, 1995). E a partir destes aneis que Os OS
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microtibulos poderdo iniciar a sua nucleagdo. Estas estruturas em forma de anel foram
ja isoladas de extractos ovos de Xenopus e da sua composi¢do proteica parecem fazer
parte, além das tubulinas a-, - € y-, quatro outras proteinas com 75kDa, 109kDa,
133kDa e 195kDa (Zheng et al, 1995).

Uma outra proteina essencial para a fungdo dos centrossomas € a pericentrina
(Doxsey et al, 1994). Esta proteina de ~220kDa localiza-se no material pericentriolar,
e tal como a y-tubulina, parece ser essencial para o nuclear de microtibulos a partir
dos centrossomas. Ambas as proteinas sdo necessdrias para que OS centrossomas se
tornem competentes (nucleiem os microtubulos mitéticos) (revisto em Archer e
Solomon 1994). O papel especifico da pericentrina, bem como o de outras proteinas
centrossomais essenciais como a centrin e a NuMA, se bem que essencial permanece
ainda desconhecido (Schiebel e Bornens 1995; Cleveland 1995).

A fosforilagdo de proteinas centrossomais também parece ser importante para
a sua fung¢do mitética. Vandre ef al, 1984; 1989) mostraram que ocorre a fosforilagéo
de componentes centrossomais durante a mitose e que apos o incicio da anafase estas
proteinas sdo desfosforiladas. A utilizagdo de anticorpos MPM-1 ¢ MPM-2, que se
ligam a epitopos fosforilados em mitose, também indica um aumento substancial das
proteinas centrossomais fosforiladas nessa fase do ciclo (Vandre et al, 1984; revisto
em Rose et al, 1993). A pré-incubag@o com estes anticorpos ou com fosfatase alcalina
inibe fortemente a capacidade dos centrossomas de nuclearem microtubulos
(Centonze e Borisy, 1990). As cinases responsaveis por este incremento na
fosforilagdo de proteinas centrossomais ainda ndo estdo identificadas. A cinase cdc2 e
a ciclina B foram detectadas na regido dos polos do fuso (Alfa et al, 1990; Bailly et al,
1992) bem como a ciclina A foi detectada nos centrossomas no inicio da mitose
(Bailly et al, 1992). Masuda et al (1992) mostraram que embora a cdc2 fosforile
componentes centrossomais, ndo € suficiente para que a nucleagdo dos microtibulos
se inicie. Se se depletarem extractos em cinase MAP também n#o se observa um
efeito significativo na capacidade dos centrossomas nuclearem microtubulos. A
activagdo dos centrossomas requer a actividade de uma outra cinase, podendo a cdc2
controlar esta activagdo indirectamente, fosforilando essa outra cinase (Ohta er al

1993; Masuda e Shibata 1996).
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Fig. 1.10-Efeitos opostos da fosforilacdo de proteinas na estabilidade dos
microtibulos e na capacidade de nucleagdo dos centrossomas. A fosforilagdo de
proteinas que ocorre durante a fase M (provavelmente em parte devida a cdc2 ¢ a
cinase MAP) diminui a estabilidade dos microtubulos. Por outro lado, a fosforilagio
de proteinas centrossomais causa um aumento na capacidade dos centrossomas de
nuclearem microtubulos.

1.2.3- Dinamica do fuso, movimento cromossémico ¢ motores

A compreensdo da estrutura do fuso mitético modificou-se profundamente na
ultima década com a observagdo de que os microtubulos sdo estruturas dindmicas,
atravessando periodos de elongagdo gradual interrompidos por intervalos de
encolhimento rapidos (Mitchison e Kirschner 1984; Walker et al, 1988). Este
processo, de instabilidade dindmica,é significativamente modificado quando as células
transitam de interfase para mitose. A reorganizagdo dos longos, e relativamente
estaveis, microtubulos citoplasmaticos interfasicos num fuso mitético formado por
microtubulos instidveis da-se principalmente pela regulagdo da frequéncia de
recuperagdo e de catastrofe. As velocidades de elongacdo e de encurtamento sdo
aproximadamente iguais em interfase e mitose, mas a frequéncia a que as transi¢des
de crescimento para encurtamento se verificam (frequéncia de catastrofe) aumenta
cerca de 10x na passagem para mitose e, por outro lado, a transi¢do oposta (frequéncia

de recuperagdo) reduz-se (Belmont et al, 1990; Gliksman et al, 1992; Verde et al,
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1992). Além disso, o numero e tamanho intracelular dos microtubulos também se
reduz aquando da entrada mitose.

Experiéncias in vitro indicaram que estas mudangas sdo também reguladas por
fosforilagdes especificas, durante a mitose, de proteinas que interagem com os
microtubulos (Belmont et al, 1990; Verde et al, 1992; Vandre e Willis 1992). Sabe-se
que a cinase cdc2 tém um papel essencial no despoletar fosforilagdes, pois em
mutantes cdc2 em que a cinase estd inactiva o bloqueio em G2/M da-se com os
microtubulos num arranjo interfasico, mas em mutantes em que a cinase esta activa o
bloqueio efectua-se com os microtubulos organizados num fuso mitdtico (Stone ef al,.
1993).

A proteina NuMA ¢ necessaria para a formagéo e estabilizagdo de um fuso
mitdtico bipolar (Yang e Snyder 1992). A injecgdo de anticorpos anti-NuMA impede
a forma¢do do fuso, e se injectados ja apds este se ter formado os polos do fuso
colapsam um sobre o outro. Esta proteina de 240kDa ¢ especificamente fosforilada
durante a mitose, altura em que se desloca do nucleo para os polos do fuso (Sparks et
al, 1995). Existem ainda evidéncias de que a NuMA podera ser necessaria para a
reformagdo do nucleo no final da mitose (revisto em Cleveland, 1995).

Uma classe especial de proteinas associadas ao aparelho mitdtico sdo as
proteinas motoras, responsaveis pela geragdo de for¢as que puxam € empurram o0s
cromossomas na direcgdo dos polos do fuso, além de serem também responsaveis pela
separagdo dos centrossomas. Estas proteinas convertem a energia quimica no ATP em
movimento e dividem-se em duas classes: dinainas e cinesinas. Como regra geral, as
dinainas sdo responsaveis pelo movimento na direcgdo da extremidade menos dos
microtibulos, enquanto que as cinesinas'’ movem organelos na direc¢do da
extremidade mais. Como excepgdo a esta regra pode-se apontar a proteina tipo
cinesina de Drosophila codificada pelo gene ncd e que € um motor menos” .

Algumas das cinesinas j& descritas parecem estar implicadas na separag@o dos
centrossomas, localizando-se nos microtibulos provenientes dos dois polos e que se
cruzam no centro do fuso. Se estes microtubulos foram destruidos por irradiagéo, o

fuso colapsa e os polos convergem, sugerindo que estes microtibulos ¢ forgas

"'No texto optamos por utilizar o termo cinesina para nos referirmos tanto a proteina cinesina como a
outras proteinas da mesma familia e vulgarmente descritas como tipo-cinesina.

? Define-se comoe motor mais protinas motoras que movimentem organelos em direc¢do a extremidade
mais dis microtibulos e, por oposi¢do, como motor menos proteinas motoras que movimentem
organelos na direcgdo menos dos microtibulos.
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Fig. 1.11 - Proteinas motoras mais e menos envolvidas na separagdo dos
centrossomas. Os centrossomas separam-se porque motores mais associados a
estes organelos os empurram ao longo de microtiibulos originados no
centrossoma oposto (1); porque motores mais multiméricos os empurram ao
longo de microtubulos anti-paralelos originados a partir dos dois centrossomas
(2); ou porque motores mais ligados a um microtiibulo os empurram fazendo
forca num microtubulo de polaridade oposta (3). Os centrossomas podem ainda
ser puxados através de motores menos associados ao cortex celular (4). Os
motores menos associados & membrana celular podem ajudar a manter os
centrossomas junto do nucleo.
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exercidas sobre eles mantém os polos do fuso separados (revisto em Mclntosh e
Koonce, 1989; Ault e Rieder, 1994). Por outro lado, Walters et al (1993) mostraram
que o movimento dos centrosomas que se estdo a separar para formar o fuso ¢ o
mesmo quer os microtubulos do fuso interajam ou ndo, sugerindo que, pelo menos em
alguns sistemas bioldgicos, este movimento € controlado pelos microtubulos astrais
ligados & membrana citoplasmatica. A cinesina de Xenopus Xplkl parece estar
envolvida na estabilizagdo dos microtibulos antiparalelos do fuso mitético (Vernos et
al, 1995). Esta proteina apresenta homologia com a KLP3A de Drosophila (Williams
et al, 1995). Mutantes neste ultimo gene apresentam um fenotipo interessante,
observando-se que embora a interdigitagdo de microtubulos antiparalelos na zona
central do fuso seja suprimida, o elongamento do fuso na anafase B da-se
normalmente, sugerindo os autores que esta proteina € necesséria para o acumular de
materiais necessarios para a citocinése na zona central do fuso.

As cinesinas bimC, de A. nidulans, cut7, de S. pombe, CIN8 e KIP1, de S.
cereviseae, KLP61F, de Drosophila, e Eg5, de Xenopus, devido a elevada homologia
entre si e devido a semelhanga das suas propriedades bioquimicas definem uma sub-
familia de cinesinas (a sub-famila bimC) (revisto em Moore ¢ Endow, 1996; Walczak
e Mitchison, 1996). Estas proteinas s@o necessarias para a separagéo dos centrossomas
e para que o fuso bipolar se mantenha estavel. A utilizagdo de anticorpos contra estas
proteinas, ou mutacdes nestes genes causam um colapso do fuso mitdtico pré-anafase
e uma falha na separagfio dos polos na anafase B. E possivel que esta proteinas actuem
por ligagdo a microtabulos provenientes dos dois polos, e os afastem exercendo forga
em direccdo a extremidade menos. A fungdo das cinesinas tipo bimC parece ser
regulada por fosforilagdo. Por exemplo, a localiza¢do da Eg5 humana no fuso mitético
estd dependente de esta ser primeiro fosforilada pela cinase cdc2, num residuo de
treonina que se situa num dominio conservado em todos os membros desta sub-
familia (Blangy et al, 1995). Se este residuo for mutado a proteina ndo ¢ capaz de se
ligar aos componentes do fuso.

Foi ainda isolada recentemente uma cinesina e Xenopus, a Xklp2, que embora
ndo relacionada com a Eg5 parece ter uma fungdo semelhante (Boleti et al, 1996).
Esta proteina localiza-se nos centrossomas ao longo do ciclo celular e nos

microtubulos mitéticos. A incubagdo de extractos de ovos de Xenopus com anticorpos

23




Introdugio

anti-Xklp2 causa uma falha na separagdo dos centrossomas. Caso os fusos ja estejam
formados a incubagdo com os anticorpos provocam um colapso do fuso.

Interessante € a descri¢dio de um outra cinesina recentemente descrita em
Xenopus, a Xkcml, que suprime a despolimerizagdo dos microtibulos durante a
formagdo do fuso mitético originando microtibulos anormalmente Jongos (Walczak et
al, 1996). A utilizagdo de anticorpos permitiu observar que esta cinesina se localiza
nos polos do fuso e nas regides centroméricas. A descri¢do desta cinesina sugere um
novo papel para as proteinas motoras: como acopuladoras do movimento dos
cromossomas com o despolimerizar dos microtibulos, fungdo que ja tinha sido
sugerida com a descri¢do da proteina do cinétocoro CENP-E (revisto em Desai e

Mitchison, 1995).

1.3- Regulacio da cdc2 durante a mitose. Um modelo geral.

O modelo geral do ciclo celular sugere que a célula atravessa etapas diferentes
durante um ciclo completo e que cada etapa é regulada pela ocorréncia de
fosforilagdes/desfosforilagdes de proteinas chave (Murray e Kirschner 1989; Lewin
1990; Nurse 1990). Uma classe particular de cinases, as Cdks, parece ter um papel
fundamental neste modelo orquestrando a ocorréncia das diferentes fases do ciclo
(para revisdo ver Norbury e Nurse 1992).

O melhor exemplo de uma Cdk ¢ a cdc2, responsavel pelo iniciar e terminar da
mitose em S. pombe. A actividade deste enzima, do qual estdo identificados
homologos em todos os organismos estudados, € baixa em interfase, aumenta
rapidamente antes da mitose e desaparece abruptamente no final desta fase. Como os
niveis desta proteina ndo sdo regulados nem transcriptionalmente nem
traducionalmente durante o ciclo celular, a actividade catalitica da proteina esta
sugeita a um significativo controlo por modificagdes pos-traducionais (e.g. Draetta et
al. 1988; e ver adiante). A especificidade da cdc2, por outro lado, parece ser regulada
por associagdo a diferentes ciclinas. Assim, por exemplo, quando em mitose a cdc2 se
associa a ciclina B tem uma fung¢&o na organizago do fuso mitético, enquanto que se
complexada com a ciclina A estd mais envolvida na condensagdo dos cromossomas. A
ciclina A é, além disso, degradada ligeiramente antes da ciclina B, sendo este um

outro modo de regular a actividade da cinase.
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A actividade catalitica do enzima € regulada positivamente por fosforilagdo no
residuo de treonina na posi¢do 161 (T161) e regulada negativamente por fosforilagéo
de residuos de treonina e tirosina (T14 e Y15 respectivamente) situados na regido de
ligagdo ao ATP! (revisto em Morgan 1995). Observou-se os residuos T14 e Y15
estdo fosforilados durante a interfase sendo abruptamente desfosforilados no final de
G2, permitindo a activagdo do enzima e a entrada em mitose. Simultdneamente, a
fosforilagdo do T161 aumenta durante a mitose acompanhando a activacéo da cdc2,

desaparecendo imediatamente ap6s esta fase (Poon e Hunter 1995).

1.3.1- As cinases weel, mikl e mytl inibem a mitose fosforilando a
p34cdc2

A entrada em mitose € bloqueada caso a replicagio do DNA nédo esteja
completa, tendo-se observado que este ponto-de-controlo funciona, pelo menos em
parte, por activagdo de enzimas responsaveis pela fosforilagdo do residuo Y15 da
cdc2. Em S. pombe identificaram-se duas cinases, a weel e a mikl, que impedem a
entrada em mitose até que a fase S se complete, fosforilando este residuo da cdc2
(Smythe and Newport 1992; Russell and Nurse 1987a; Lundgreen et al, 1991).
Surpreendentemente, a estrutura primdria destas proteinas sugeria que pertenceriam a
familia de cinases serina/treonina, mas estes enzimas fosforilam a cdc2 em residuos de
tirosina e de serina, definindo assim uma nova classe de cinases com especificidade
dupla (Featherstone e Russell 1991).

A cinase weel €, por sua vez, regulada por fosforilagdo, sofrendo mudangas
drasticas no seu nivel de fosforilagdo e de actividade catalitica ao longo do ciclo. Este
enzima, activo durante a interfase, ¢ inactivado abruptamente na entrada em mitose
por dois mecanismos diferentes: um envolvendo a fosforilagdo do dominio catalitico
C-terminal pela cinase nim1 (Coleman et al, 1993), e outro envolvendo a fosforilagdo
da regido N-terminal por uma segunda cinase, ainda ndo identificada (Tang et al,
1993). Desconhece-se igualmente a fosfatase que desfosforila a weel para que esta

recupere a actividade catalitica interfasica.

'A posigdo dos residuos indicados no texto correspondem a protefna cdc2 de Xenopus. Noutros
organismos estes residuos encontram-se conservados mas em posi¢do ligeiramente diferente. Assim,
por exemplo, o residuo T167 de S. pombe corresponde ao T161 de Xenopus.
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A fosforilagdo inibidora no residuo T14 € observada sémente em eucariotas
superiores (Norbury et al,. 1991). Ao passo que a fosforilagdo no residuo Y15 ndo
parece interferir com a ligagdo do ATP, o mesmo néo ¢ claro relativamente ao residuo
T14. Embora inicialmente se pensasse que a weel fosforilaria tanto o T14 como o
Y15, verificou-se que é incapaz de fosforilar a T14 da cdc2 in vivo (McGowan e
Russel 1993). O enzima responsavel pela fosforilagdo deste residuo, mytl,
inicialmente descrito como estando associado as membranas celulares, € no entanto
capaz de fosforilar tanto o residuo T14 como o residuo Y15 (Kornbluth er al, 1994). A
andlise da estrutura primaria deste enzima, recentemente isolado em Xenopus, indica
que se trata de um enzima de especificidade dupla tipo weel, com a caracteristica
adicional de possuir um dominio transmembranar (Mueller er al,. 1995). As
fosforilagdes em T14 e Y15 parecem portanto constituir vias paralelas de regulagdo da

cdc2 e que poderdo ser controladas independentemente uma da outra.

1.3.2- A cinase Cdk7 activa a cdc¢2 fosforilando o residuo T161

Nem todas as fosforilagGes que ocorrem na cdc? a inactivam. Em particular, a
fosforilagdo do residuo T161 € necessdria para que o enzima tenha actividade
catalitica (Gould ef al, 1991; Ducommun et al,, 1991; Solomon et al, 1992), tendo-se
verificado que a desfosforilagdo deste residuo ocorre concumitantemente com a
inactiva¢do da cdc2 aquando da saida de mitose (Lorca er al, 1992). A cinase
responsavel pela fosforilagdo do T161, denominada de CAK', foi isolada quase que
simultaneamente por diversos grupos a partir de estrela-do-mar e de Xenopus (revisto
em Solomon, 1993; Clark, 1995). Surpreendentemente verificou-se que a cinase CAK
activa ¢ um complexo de uma proteina de 40kDa tipo Cdk, que tinha ja sido
préviamente isolada como produto do gene MOI15 (Shuttleworth er al, 1990),
associada a uma proteina tipo ciclina (Fisher e Morgan, 1994). A Cak mostrou estar
activa constutivamente ao longo do ciclo celular e é também ela mesma uma

fosfoproteina que necessita estar fosforilada para ter actividade catalitica (revisto em

"CAK - de cdc2 activating kinase
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Clark, 1995). De modo a facilitar-se a nomenclatura, o nome da proteina CAK foi

entretanto mudado para Cdk7 e a ciclina associada denominada ciclina H.

CINASE ¢ > CINASE
INACTIVA ACTIVA

>« G

@ <_EL T160 4‘_(_:_‘{&7_ ®
<® wee'l/mik‘ T4 Y15 | cdc2§_> @)

myt1
CDK

Fig. 1.12- As cinases Cdk sdo activadas/inactivadas por alteragdes ao seu
estado de fosforilagdo e por associagdo/ dissociagdo com moléculas tipo
ciclina. O esquema apresentado reflete o grau de conhecimento actual
relativamente a cdc2, ndo sendo necessariamente valido para todas as cdks.

1.3.3- A fosfatase cdc2S induz a mitose desfosforilando a p34cdc2

A activagdo da cdc2 estd dependente da acg¢@o da fosfatase cdc25, que a
desfosforila nos residuos Y15 e T14 (Gautier et al, 91; Millar et al, 91; Lee et al, 92).
A analise genética inicial, em S. pombe, sugeriu que a cdc25 estaria directamente
envolvida na activacdo da cinase cdc2 (Russell e Nurse, 1986) e, quando a clonagem
da proteina mostrou que esta possuia homologia com fosfatases e que era capaz de
desfosforilar substratos in vitro, foi imediatamente proposto que ela seria a fosfatase
que activaria a cinase cdc2 (Moreno ¢ Nurse 1991; Dunphy ¢ Kumagai 1991). A
cdc25, tal como a cdc2, parece encontrar-se altamente conservada podendo, por
exemplo, a proteina homologa de Drosophila (denominada string) activar o MPF em
extractos de Xenopus (Kumagai e Dunphy 91; Gautier et al, 1991). Também como no
caso da cdc2, em organismos superiores existe mais do que uma proteina tipo cdc25.
Em vertebrados, por exemplo, estdo descritas as proteinas cdc25A, cdc25B e cc_ic25C,
enquanto que em Drosophila ja se identificaram duas formas, string e twine
(Galaktionov, K e Beach, 1991; Jinno et al, 94; Jimenez et al. 1990). Estas proteinas

da mesma familia aparentam ter fungdes diferentes estando, por exemplo, a cdc25B e
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a cdc25C envolvidas na transi¢do G2/M, enquanto que a cdc25A € necessdria para a
execu¢do da fase S. Em Drosophila a fungdio dos dois homoélogos descritos ¢ também
distinta pois, ao contrario do string, o twine parece ser necessario apenas durante a
meiose (Alphey et al. 1992).

A actividade catalitica da cdc25 € por sua vez regulada durante o ciclo celular
sendo modificada por fosforilagéo/desfosforilagdo. A proteina, que embora apresente
alguma actividade catalitica durante a interfase, ¢ rapidamente activada durante a
transicdo G2/M devido a hiperfosforilagdo do dominio regulador N-terminal
(Kumagai & Dunphy 1992; Izumi et al. 1992). Interessantemente, a actuar sobre a
cdc2S5 parece existir uma rede de cinases e fosfatases, cuja actividade varia ao longo
do ciclo celular, verificando-se que a subida da actividade cindsica estimuladora
coincide com a descida da actividade fosfatasica inibidora imediatamente antes da
mitose (Kumagai & Dunphy 1993). A descoberta de que certas cdks sdo capazes de
activar a cdc25 parece indicar a existéncia de um circuito de autoactivagéo positivo

que conduz ao inicio da mitose (Hoffman et al,. 1994).

1.4- A REGULACAO DA MITOSE EM DROSOPHILA

A embriogénese de Drosophila dura aproximadamente 24 horas sendo seguida
de trés fases larvares (instares) e da formacdo da pupa, durante a qual ocorre a
metamorfose e a formagdo do individuo adulto. O ciclo de vida completo dura
aproximadamente dez dias a 25°C, durante os quais se verificam apenas dois periodos
principais de divisdo celular: durante a embriogénese e no final do periodo larvar,

imediatamente antes do comec¢o da metamorfose.

1.4.1- Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embriondrio da Drosophila pode ser dividido em varias
fases no que respeita a natureza do ciclo celular e o seu controlo. As primeiras 13
divisdes nucleares ocorrem num unico citoplasma (embrifio sincicio), com todos os
nucleos dividindo-se em sincronia. Estas divisdes sdo extremamente rapidas, durando

as primeiras nove divisdes cerca de dez minutos cada uma, consistindo apenas em

28




Introdugio

I

SN

Fig. 1.13- Distribuicdo dos niicleos em embrides sincicio de Drosophila. A figura representa
as primeiras 14 divisdes nucleares no sincicio. Durante as primeiras divisdes os nucleos
permanecem no centro do embrido, migrando para o cortex nos ciclos 8 e 9, excepto alguns
nucleos que permanecem no centro e que deixardo o ciclo mitético. Dos nucleos que atingem
0 cortex, 0s que migraram para o polo posterior celularizam nos ciclos 9 e 10 e virdo a

e Alberts, 1983).

formar a linha germinal. O resto dos nicleos continua a dividir-se em sincronia até que antes
da mitose 14, os nucleos adquirem uma fase G2 durante a qual celularizam (adaptado de Foe
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fases S e fases M sucessivas sem intervalos visiveis. Além da auséncia de fases G1 e
G2 ¢ ainda de notar a auséncia de controlos de retroacg¢do capazes, por exemplo, de
assegurar que uma fase S se encontre completa antes de a fase M seguinte se iniciar.
Estas divisdes iniciais ocorrem no centro do ovo e, por volta do ciclo 7, a maioria dos
nucleos migram para a superficie. Os nucleos que permanecem no interior do embrido
saem da sincronia da divisdo mas continuam, no entanto, a executar a replicagdo do
DNA. Os restantes nucleos que migram para o cortex do embrido, continuam a
dividir-se e atingem a superficie do ovo no inicio do ciclo 10, onde se distribuem
numa monocamada. Estes nucleos dividem-se sincronamente mais trés vezes, até que
na interfase do ciclo 14 ocorre uma mudanga subita no programa do desenvolvimento.
Nesta altura forma-se a membrana celular entre os nucleos ficando o embrido com
cerca de 6000 células. Imediatamente a seguir a celularizagdo ocorre a gastrulagéo,
seguindo as células recém formadas um padréo definido de movimento e migragéo. O
14° ciclo mitdtico marca também uma mudanga no modo como a mitose € regulada, e
o ciclo celular alonga-se adquirindo as células uma fase G2 visivel. A partir de entdo
as divisdes mitdticas deixam de se realizar em sincronia, passando a ocorrer em
dominios especificos do embrido, com fases G2 variando entre 30min e 150min (Foe
1989). A fase G1 parece ser introduzida s6 no ciclo 17 e, simultdneamente, a maioria
das células do embrido deixa de se dividir. Estes nucleos que abandonam a diviséo
celular sofrem uma série de endoreduplicagdes, tornando-se poliploides, e perdem a
capacidade de reentrarem no ciclo mitético.

A maioria do crescimento da larva, devido ao baixo namero de divisdes
celulares, é pois alcangado por crescimento celular, havendo muito pouca actividade
mitdtica no primeiro e segundo estados larvares. A actividade mitética que ocorre
ainda da-se a um nivel baixo no cérebro e nos discos imaginais das larvas. A maioria
das mitoses do desenvolvimento larvar ocorrem durante o terceiro estado, durante a
preparagdo para a metamorfose. Os ciclos celulares nestas células mitoticamente
activas diferem dos da embriogénese, pois a seguir a introdugdo de fase G1 no ciclo
17, todas as células tem agora as quatro fases tipicas do ciclo celular de eucariotas.

Uma vez que as primeiras divisdes sd3o demasiado rapidas, ndo ocorre
transcrigdo no embrido, tendo sido os mRNAs e proteinas necessdrios para que essas

divisdes ocorram, depositados no ovo pela mde. Os nucleos no ciclo 10 da
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blastoderme sincicia ja sdo capazes de transcrigdo, mas so a partir do ciclo 14 € que

comega verdadeiramente a ocorrer transcrigdo zigotica.

FERTILIZAGAO CELULARIZAGAO /v \q SISTEMA NERVOSO

M S
\ TECIDOS IMAGINAIS

13 DIVISOES DIVISOES
NUCLEARES POSBLASTODERMICAS

a

TECIDOS POLITENICOS
LARVARES

Fig. 1.14- Ciclo celular nos embrides de Drosophila. As primeiras 13
divisdes no embrido sincicio realizam-se na auséncia de fases Gl e G2,
sendo a fase G2 introduzida por altura da celularizagdo. Apés o ciclo 17 as
células que irdo formar o sistema nervoso e os tecidos imaginais adquirem a
fase G1 passando a ter as quatro fases normais do ciclo celular.

1.4.2- Mutantes mitoticos em Drosophila

Os mutantes com alteragdes no desenrolar da mitose podem mostrar uma
consideravel pleiotropia nos seus fenotipos. Neste aspecto os mutantes mitdticos de
Drosophila diferem consideravelmente dos de leveduras, em que os mutantes sio
maioritariamente letais condicionais (ts) e seleccionados pelo facto de as células
pararem num ponto especifico do ciclo apés a mudanga da temperatura permissiva
para uma temperatura ndo permissiva. Os mutantes mitdticos de Drosophila sio
usualmente seleccionados como mutagdes letais recessivas, e a partir de um fenétipo
observavel durante o desenvolvimento. Consequentemente as aberragdes mitdticas
muitas vezes s6 comecam a ser visiveis & medida que as proteinas selvagens se
esgotam, e deste modo o ponto de paragem do ciclo celular pode néo ser preciso. Um
numero largo de mutagdes mitdticas € letal nas fases larvares tardias ou nas primeiras
fases de pupa (Ripoll et al, 1985; Gatti ¢ Baker 1989; Glover 1989). Os defeitos
mitdticos normalmente ndo se manifestam sendo nas fases tardias do desenvolvimento
uma vez que os embrides mutantes homozigdticos estdo abastecidos de produto

selvagem suficiente (neles depositado pela mae heterozigética) que lhes permite
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atravessar a embriogénese. A maioria dos tecidos larvares a partir de entfio apenas
cresce e poliploidiza, com a excepgdo dos tecidos imaginais € as células do sistema
nervoso central. Estes ultimos tém que proliferar durante as fases de larva e pupa para
virem a formar as estruturas do individuo adulto. Consequentemente muitos mutantes
mitoticos possuem discos imaginais pequenos e mostram anormalidades mitéticas nos
neuroblastos larvares. O fenotipo mitdtico pode ser assim examinado em preparagdes
de cérebros de larvas destes mutantes. Entre as muta¢Ges ja identificadas algumas
afectam a condensagdo cromossOmica, outras induzem uma paragem em metafase,
outras mostram falhas na separagdo dos cromossomas em anafase € outras ainda

parecem afectar a citoquinése (para revisdo ver Glover 1991; Gonzalez et al, 1994).

1.4.3- Regulacio mitotica do embrio sincicio

Uma vez que as proteinas necessarias para que se formem os milhares de fusos
mitdticos iniciais sdo depositados no ovo pela mée, € possivel isolar mutagdes que
afectem o desenrolar da mitose e que mostrem um efeito materno. Fémeas mutantes
homozigoéticas adultas produzem embrides que s@o incapazes de completar as divisdes
iniciais (Glover, 1989).

A actividade de certos genes parece ser requerida apenas nesta fase do
desenvolvimento, e.g. os genes gnu (giant nuclei), plu (plutonium) e png (pan gu)
(Freeman et al, 1986; Shamanski and Orr-Weaver 1991). Mutagdes nestes genes
levam ao desenvolvimento de nicleos gigantes nos embrides sincicios. Estes nucleos
gigantes sdo causados pela ocorréncia de sucessivas fases S na auséncia de divisdo
nuclear. No caso dos ovos gnu nem sequer € necessario que se dé a fertilizagdo para
que se observe o desenvolvimento destes nucleos gigantes (Freeman et al, 1986;
Freeman e Glover, 1987). Um dos aspectos mais interessantes no fendtipo deste
mutante é que, embora a divisdo nuclear ndo se realize, os centrossomas continuam a
replicar-se e migram, como normalmente, para o cortex do embrido, apds se terem
dissociado completamente dos nucleos. Embora ndo formem fusos mitdticos estes
centrossomas continuam capazes de nuclear microtubulos astrais. O aumento do
nimero e a migragdo dos centrossomas nos embrides gnu indica uma indepéndencia
do ciclo centrossémico relativamente ao ciclo de divisdo nuclear. Estes trés genes
parecem actuar numa via comum uma vez que se verifica uma interac¢do forte entre

mutantes duplos.
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Uma segunda classe de genes € a dos que além de necessarios para as divisdes
iniciais do sincicio sdo também necessarios nas fases posteriores do desenvolvimento.
Por vezes, algumas fémeas homozigdticas com mutagdes neste tipo de genes, embora
mostrem aberragdes mitdticas durante as fases larvares do seu desenvolvimento, sdo
capazes de sobreviver até a fase adulta e de depositar ovos que morrem durante a
embriogénese,. Os alelos mais fortes desta classe de genes sdo no entanto muitas
vezes letais nas fases larvares tardias ou de pupa, como por exemplo os nos genes asp,
o0 polo e o aurora (Gonzalez et al, 1990; Sunkel e Glover 1988; Glover et al, 95) de

que se falard mais adiante.

1.4.4- Regulacio mitética das primeiras divisdes zigoticas

A seguir a celularizagdo, o inicio da transcri¢do de genes zigéticos permite ao
embrido produzir proteinas que ndo foram colocadas pela mie no ovo e substituir
aquelas que embora fazendo parte do suprimento materno foram ja degradadas ou
simplesmente esgotadas. Caso sejam mutados os genes correspondentes a estes
produtos o desenvolvimento péra nesta fase, resultando numa letalidade zigética. O
gene string (stg) enquadra-se nesta categoria, sendo as células incapazes de iniciar a
mitose 14, parando o desenvolvimento na transi¢do G2-M da interfase 14 (Edgar e
O’Farrell 1989, 1990). Um resultado semelhante é observado para mutagdes no gene
da ciclina A, embora a paragem do desenvolvimento se observe um pouco mais tarde,
durante os ciclos 15 € 16 (Lehner and O'Farrell 1990). Em ambos os casos as divisdes
iniciais processam-se normalmente devido a abundéncia das proteinas selvagens no
ovo. No entanto, estas proteinas sofrem uma degrada¢do maci¢a aquando da
celularizagdo e os embrides homozigdticos sdo incapazes de prosseguir os ciclos de
divisdo na sua auséncia.

Foram também descritas mutagdes em genes que em embrides recém-
celularizados sdo necessdrios para a transi¢do metafase-anafase. Mutagdes no gene
fizzy, por exemplo, provocam uma paragem no ciclo 15 com uma predominéncia de
figuras metafésicas e com niveis de ciclina A e ciclina B elevados (Dawson et al,
1993). Mutagdes num outro gene, three rows (thr), t€m um fendtipo similar mas ndo
resultam numa paragem no ciclo 15, causando antes um atraso na metafase
(observando-se células com os cromossomas alinhados na placa metafasica mas em

que ambas as ciclinas se encontram ja degradadas). No caso de mutagdes no three

33



Introdugio

rows, embora ndo se observe o movimento dos cromossomas na anafase, as células
entram eventualmente em interfase, descondensando os cromossomas (Philp et al,
1993; D'Andrea et al, 1993).

O homologo em Drosophila da ciclina E é requerido para a introdugo de Gl
no ciclo 17 da embriogénese (Richardson et al, 1993). Mutag¢des neste gene provocam
uma paragem no ciclo celular apés a divisdo 16, antes que a fase S se inicie (Knoblich

et al, 1994).

1.4.5- Regulacio mitética das divisées na larva

Alguns dos produtos depositados no ovo sdo incorporados nas células, quando
estas se formam, no ciclo 14. Mesmo que o zigoto seja incapaz de sintetizar uma certa
proteina na sua forma funcional, o fornecimento materno ¢ muitas vezes suficiente
para as poucas divisdes celulares a efectuarem-se ainda no embrido. Devido a
maioria do desenvolvimento larvar se efectuar sem que ocorra divisdo celular, a
auséncia de um produto necessario para mitose ndo provoca a morte do individuo
nesta fase do desenvolvimento. S6 nas ultimas fases do desenvolvimento larvar a
divisdo celular assume um papel essencial a sobrevivéncia do organismo. Muitos dos
mutantes em genes implicados na divisdo celular t¢ém deste modo um fenétipo letal
larvar tardio ou durante a fase de pupa.

Entre os mutantes descritos com estas caracteristicas incluem-se os nos genes
polo, merry-go-round (mgr), aurora (aur) e urchin (urcn ou KLP61F) (Sunkel &
Glover 88; Gonzalez et al, 88; Glover et al, 95; Heck ef al, 93). O produto de qualquer
destes genes parece ser requerido para a duplicagdo e separagdo correctas dos
centrossomas, observando-se em cérebros de larvas homozigéticas a formacdo de
fusos mitoticos monopolares. As muta¢des mgr e aur parecem permitir a replicagdo
dos centrossomas mas ndo a sua separagdo. Isto leva a formagdo de estruturas
monopolares em que os centrossomas duplicados nucleiam microtibulos que estdo
ligados a um arranjo circular de cromossomas. Um arranjo semelhante de
cromossomas associados a um fuso monopolar ¢ observado em células mutantes para
0 urcn, mas neste caso cada monopolo contém multiplos centrossomas, o que sugere
que o produto deste gene ¢ requerido para a segregacdo dos centrossomas ou para
manter a separag@o dos polos do fuso (Wilson et al,. 1992). De todos, s6 o gene mgr

ndo se encontra ainda clonado, codificando o polo e o aurora cinases tipo ser/tre, € o
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urchin uma proteina da familia das cinesinas (Llamazares ef a/, 1991; Glover et al,
1995; Heck et al, 1993).

Um outro gene que parece ser requerido para o funcionamento de fuso
mitdtico é o gene asp. Mutacdes neste gene resultam em malformagdes do fuso
mitotico, incluindo o agrupamento de microtubulos do fuso e a formagdo de meios
fusos sem polo opostos. Mas a caracteristica mais acentuada no fenétipo destas
mutagdes é o aparecimento de um fuso meidtico anormalmente longo e com os
microtibulos sinuosos em vez de rectos (dai o nome abnormal spindle, asp)
(Gonzalez et al, 90; Casal et al, 90).

Estdo também descritos mutantes de genes que parecem afectar fases mais
tardias da mitose, como por exemplo mutagdes em genes necessarios para uma
associagdo correcta dos cromossomas com o fuso mitdtico e para a separagdo das
cromatides. A este grupo de genes parecem pertencer o zwl( (que codifica uma
proteina que se localiza na regido do cinétocoro na transigdo metafase-anafase), o
abnormal anaphase resolution (ou aar, que codifica uma subunidade reguladora da
fosfatase PP2A) e o rough deal (ainda ndo clonado) (William et al, 1992; Gomes et
al, 1993; Karess and Glover 1989). As figuras mitoticas destes mutantes mostram que
uns cromossomas ficam para tras na placa mitotica enquanto que outros se movem

para os polos durante a anafase.

1.5- O GENE polo

O locus polo foi identificado pelo alelo polol , isolado como uma mutagéo
recessiva semi-letal induzida pela droga EMS (Sunkel and Glover 1988). O facto de a
mutagdo ser semi-letal implica neste caso que apenas cerca de 7% dos individuos
homozigébticos atingem a fase adulta, morrendo a maioria como larvas nas fases
tardias do terceiro estado ou durante a pupacdo. Foi ainda descrito um segundo alelo,
poloz, obtido por insercdo no genoma de elementos transponiveis P. Este alelo
apresenta um fenotipo mais extremo, em que nenhum individuo homozigético polo2
sobrevive, ndo passando as larvas do segundo estado larvar (Sunkel and Glover 1988).
Os transheterozigéticos polo//p0102 sdo viaveis, mas numa frequéncia muito inferior

., Ji
ao homozigoético polo™.
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Fig. 1.15- Figuras mitdticas em cérebros selvagens. Em a) apresenta-se uma
metafase tipica. Os minusculos cromossomas 4 estdo localizados no centro
desta figura e os outros cromossomas encontram-se em tornno deles. E visivel
o emparelhamento somatico das cromatides homologas, que se mantém durante
a metafase. Em b) apresenta-se uma anafase, em que sfo visiveis as cromatides
separadas movendo-se em direcgdo aos polos, com os bragos dos cromossomas
apontando para aplaca metafésica. A barra de escala indica 10um. Ambas as
figuras mitéticas foram obtidas por esmagamento de um cérebro de uma larva
selvagem e a cromatina corada com Giemsa (Figura centilmente cedida por
Helen White-Cooper).
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Fig. 1.16- Figuras mitoticas em neuroblastos de larvas mutantes no gene polo..
Na figura apresentam-se vérios defeitos mit6ticos observados no mutante polo:
a) uma metafase relativamente normal em que o emparelhamento somético de
um dos autossomas est4d quebrado; b) uma anafase em que as cromatides estio
hipercondensadas e desorganizadas em relagdo aos polos; ¢) uma metafase em
que os cromossomas estio hipercondensados, outra vez com o
emparelhamentos somético destruido, e em que embora os cromossomas
estejam distribuidos num circulo néo ¢ classificada como uma figura mitética
circular porque os bragos dos cromossomas n3o apontam para o exterior do
circulo; d) uma anafase com os cromossomas ligeiramente hipercondensados e,
num dos polos, arranjados em circulo; e) uma metafase tetraploide com os
cromossomas numa orientagdo circular; f) uma anafase em que os
cromossomas se apresentam hipercondensados e em arranjos circulos em torno
dos polos.Ha também mais cromatides num dos polos que noutro. A barra de
escala indica 10um. As figuras mitéticas foram obtidas por esmagamento de
cérebros de uma larvas mutantes e a cromatina corada com Giemsa (Figura
gentilmente cedida por Helen White-Cooper).
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Embora durante o seu desenvolvimento larvar mostrem mitoses defeituosas,
alguns individuos homozigoticos polol chegam a atingir o estado adulto. Entre as
alteragdes observadas durante o desenvolvimento larvar inclui-se um indice mitdtico
elevado em neuroblastos, sendo frequente observar fusos monopolares ou fusos com
os polos muito largos. O fendtipo do mutante original mostra que 70% de todas as
metafases em cérebros de larvas no terceiro estado, assim como 90% das anafases,
sdo anormais. A maioria destas metafases apresenta figuras metafésicas circulares,
quer euploides quer poliploides, em que os cromossomas se encontram dispostos em
circulo a volta de um unico polo. Nas anafases ¢ visivel uma condensagéo extrema das
cromatides e com uma orientagdo anormal dos cromossomas em relagdo aos polos

(Sunkel e Glover 1988; Llamazares et al, 1991). Os embribes derivados de ovos
‘ depositados por médes homozigoticas p0101 nunca chegam a eclodir, mostrando
mitoses altamente anormais, com redes de microtibulos ramificadas e irregulares,
associadas a massas de cromatina hipercondensada. Nestes embrides ndo ¢ possivel
visualizar os centrossomas usando-se anticorpos contra componentes associados a
centrossomas como o CP190' ou a y-tubulina, indicando que ou os centrossomas nio
i se formam ou possuem uma estrutura anormal a que estes componentes ndo se
| associam (ambos os componentes referidos estio presentes nos embrides
\
| homozigéticos, podendo mesmo o CP190 ser localizado como agregados dispersos
nos nicleos poliploides dos embrides polol (Sunkel e Glover 1988)). De notar que
nestes embrides a cromatina, embora muito desorganizada, parece continuar a
condensar-se e descondensar-se, e a replicagdo do DNA continua a processar-se,
originando nucleos poliploides com massas de cromatina dispersas no interior (Sunkel
and Glover 1988).

Assim, e embora as caracteristicas do fen6tipo sejam bastante diversas, parece
que a proteina codificada pelo gene polo € necessdria para a formagdo e
funcionamento de um fuso mitético bipolar e que essa acgdo podera ser exercida nos
polos desse fuso

A analise da meiose em testiculos de machos homozigoéticos polol revela fusos
multipolares que resultam numa n#o-disjuncdo da cromatina, indicando que este gene

¢ necessario nio s6 em mitose mas também em meiose.

' CP190 ¢ anova denominag@o para a proteina anteriormente denominada Bx63 ou DMAP190.
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O gene polo encontra-se ja clonado e sequenciado (Llamazares et al,. 1991,
Tavares 1992), tendo-se verificado que codifica uma proteina de 577 aminodcidos,
que apresenta nos primeiros 250aa da regido terminal-amina elevada homologia com o
dominio catalitico de cinases pertencentes a familia serina/treonina. A
imunolocalizagdo da proteina mostrou que esta apresenta uma distribui¢do ciclica
durante os ciclos mitdticos em embrides sincicios: a proteina polo localiza-se no
citoplasma durante a interfase e 4 medida que o ciclo progride a localizagdo altera-se,
vindo o antigénio a associar-se com os cromossomas condensados durante a metafase
e a anafase (Llamazares et al, 1991). A actividade da proteina polo como cinase foi
demonstrada quando se verificou, em ensaios in vitro, que € capaz de fosforilar
caseina (Fenton and Glover 1993; este trabalho). Fenton e Glover mostraram ainda
que a cinase polo parece estar inactiva durante a maior parte do ciclo celular em
embrides sincicio, tendo apenas um ponto especifico de actividade, coincidente com a
transi¢do anafase/telofase. E curioso notar que, em embrides sincicio, é também neste

periodo do ciclo que ocorre a replicagdo dos centrossomas.

1.5.1- O gene polo encontra-se conservado noutros organismos

Muito recentemente, e ja no decurso deste trabalho, foram publicados
resultados que indicam que o gene polo de Drosophila se encontra conservado noutras
espécies. Nos ultimos trés anos foram descritas as cinases Plk1 em células humanas (
Lake & Jelinek 1993, Holtrich et al, 1994, Golsteyn et al, 1994; Hamanaka et al,.,
1994), Snk, Fnk e Plk' em células de rato e de murganho (Simmons et al,. 1992;
Clay et al, 1993; Lake & Jelinek 1993; Hamanaka ef al,., 1994; Donohue et al,. 1995),
CDC5 em Sacharomyces cereviseae (Kitada et al, 93), e a cinase plol em
Schizosaccharomyces pombe (Ohkura et al, 1995) que apresentam elevada homologia
com a proteina polo. Estas proteinas tém em comum uma organizagdo estrutural
semelhante, com o dominio catalitico situado no terminal amina seguido de um
dominio C-terminal de fun¢do desconhecida. O maior grau de identidade entre as
diferentes proteinas é observado na regido terminal amina, coincidindo com o dominio

catalitico, sendo as cinases Plk de vertebrados as que possuem um indice mats elevado

' Pik- polo-like kinase
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Fig. 1.17-Comparagdo da estructura primdria das proteinas tipo polo. E no
terminal amina das diferentes proteinas que se encontra a regido de maior
homologia, € que corresponde ao dominio catalitico das cinases. Na regido C-
terminal observar-se muito menos homologia e esta reside especialmente em
trés sub-dominios pequenos. A existéncia destes sub-dominios conservados em
todas estas cinases sugere que terdo um papel importante na estructura/fungo
das proteinas. Na figura indicam-se os residuos de aminoacidos conservados
em todas as proteinas dentro de caixas.
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Fig. 1.18- Arvore filogenética das cinases tipo polo descritas na literatura,
calculada pelo algoritmo Clustal do programa DNASTAR. polo- cinase de
Drosophila, Mplk1, Snk e Fnk -cinases de murganho; Plk1-cinase humana;

CDCS5- cinase de S. cerevisiae; plol- cinase de S. pombe; Xplk1- cinase de
Xenopus.
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de identidade com o polo (~65%). As regides C-terminal apresentam menor
homologia, € que reside especialmente em trés blocos distintos (denominados PH2,
PH3 e PH4), sendo o melhor indice de identidade desta regido também observado com

as proteinas Plk de vertebrados (~45%).

67kDa
68kDa
68kDa

68kDa

pol [N § [ | 770a
cocs [ R 0 E [ ] sowpa

78kDa

78kDa

Fig. 1.19- Esquema comparativo das diferentes cinases polo ja identificadas
nos diferentes organismos. As regides de elevada homologia (dominio
catalitico, PH2, PH3 e PH4) sdo representadas a escuro. A massa molecular
das diferentes proteinas estd também indicada a direita.

A cinase Snk', um dos trés homologos descritos em murganho, € a que apresenta um
menor grau de homologia quer a nivel do dominio catalitico quer a nivel da regido C-
terminal. A compara¢do da estrutura primaria das cinases cinases tipo polo, com
outras cinases ja descritas, indica que definem uma nova sub-familia de cinases
(Hanks e Hunter 1995).

Foi também recentemente descrita uma cinase em ratinho, denominada Sakz,
como se tratando de um membro da familia das cinases tipo polo (Fode et al, 1994).
No entanto, embora apresentado um nivel significativo de homologia no dominio
catalitico com o da proteina polo (~42%) ndo possui os trés blocos conservados de
homologia caracteristicos na regido C-terminal. A proteina Sak, também ao contrario

das cinases tipo polo, possui diversos dominios “PEST”, presentes em proteinas com

! Snk- serum-inducible kinase
? Sak- Snk/Plk-akin kinase
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tempos de semi-vida intracelular curtos. Estas divergéncias parecem indicar que ndo

se trata de um verdadeiro membro desta sub-classe de cinases.

1.5.2- A cinase Plk1 é necessaria durante a mitose

A cinase Plk de vertebrados é, tal como a cinase polo, apenas expressa em
tecidos com capacidade de divisdio celular (Clay et al, 1993; Lake e Jelinek 1993,
Hamanaka et al,, 1994; Holtrich et al,. 1994). Esta observagdo sugere um papel na
divisdo celular, ideia que é reforgada pelo facto de os niveis de mRNA da Plk se
acumular periodicamente ao longo do ciclo celular, atingindo um pico imediatamente
antes ou durante a mitose (Lake e Jelinek 1993), ¢ pela observagdo de que a
concentracdo intracelular da proteina também flutua ao longo do ciclo acompanhando
os niveis de mRNA (Golsteyn ef al,. 1994; Hamanaka et al,. 1995). E interessante
notar que as flutuagdes do mRNA do Plk ao longo do ciclo se devem a mecanismos de
regulacio pds-transcricional, uma vez que o nivel de transcrigdo deste gene se mantem
constante (Lake e Jelinek 1993).

Foi ja demonstrado que a cinase Plkl, tal como a cinase polo, tem um
maximo de actividade catalitica durante a mitose, mas neste caso com um padrdo de
variagio similar ao observado para a cinase p34°® (Golsteyn e al,,1995; Hamanaka
et al, 1995). A cinase polo de Drosophila, por outro lado, cuja a actividade foi apenas
determinada em embrides sincicio, parece estar maximamente activa um pouco depois
de a p34Cdcz ser inactivada, ja durante a anafase e telofase (Fenton e Glover 1993).
Nio ¢ ainda claro se esta discrepancia nos pontos de actividade méaxima nos dois
organismos reflete somente uma maior precisio com que a fase mitdtica pode ser
determinada nas divisdes sincronas nos embrides de Drosophila, ou se reflete uma
diferenga fundamental no padrdo de regulagdo mitdtica entre estes dois sistemas. O
padrdo de actividade ciclica da Plk1 € coincidente com a sua localizagdo intracelular:
a cinase encontra-se associada aos centrossomas em células ainda em interfase e
mantém-se nos polos do fuso mitético durante a metafase, migrando para a regido
equatorial do fuso durante a anafase, localizando-se finalmente sobre o “midbody” no
final da telofase (Golsteyn et al, 1995). Deste modo durante o periodo em que tem
actividade maxima, a cinase encontra-se associada com diferentes elementos do fuso

mitdtico.
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E possivel que nem todas as cinases tipo polo sejam necessarias para a
execugdo da fase M. E interessante notar que a microinjecgdo de RNA “antisense” do
gene Plk em células NIH3T3 (células de murganho) inibe a sintese de DNA, enquanto
que a injecgdo de mRNA estimula essa mesma sintese (Hamanaka et al,. 1994). Com
base nestes resultados os autores sugerem que o Plk podera também desempenhar uma
funcdo durante as fases G1 ou S. A ideia que que cinases tipo polo terdo um papel a
desempenhar nas fases G1/S € apoiada pela descri¢do das cinases Snk e Fnk. Ambas
sdo expressas transientemente quando células NIH3T3 sdo estimuladas com factores
de crescimento (Simmons et al, 1992; Donohue ef al, 1995) senda das poucas cinases
descritas como sofrendo uma transcri¢do induzida por agentes mitogénicos. O pico de
acumulagdo de mRNA destas cinases ¢ durante a fase G1, enquanto que o da Plkl se
d4 mais tarde e ndo se deve a um aumento da transcri¢do. A falta de mais informagéo
sobre a actividade das cinases Snk e Fnk ndo permite ainda concluir se serdo ou néo

requiridas para a passagem pelas fases G1 e S.

1.5.3- Os homoélogos em leveduras

As cinases tipo polo também parecem exercer uma fungdo durante a mitose em
levedura. Tal como a mutagdo polol, os mutantes do gene CDCS5 em S. cereviseae
boqueiam a divisdo nuclear nas ultimas fases da mitose, com um fuso mitdtico
alongado entre a celula mée e a gemula, sem que ocorra separagdo (Hartwell et al, .,
1973; Byers e Goetsch 1974; Kitada et al,., 1993). Esta cinase ¢ também essencial
para o desenrolar da meiose pois quando células diploides homozigéticas para um
mutante CDC35 ts s3o submetidas a temperatura restritiva durante a meiose, a divisdo
para numa fase a seguir a duplicag@o do “spindle-pole body” e na presenga de um fuso
de aberrante (Shild e Byers, 1980). Um papel regulador directo deste enzima sobre o
comportamento dos microtibulos mitéticos € sugerido pela observagdo de que
mutantes CDC5 ts perdem a susceptibilidade a droga MBC', droga esta que impede
a mitose por interac¢do directa com a B-tubulina (Wood e Hartwell, 1982). E curioso
notar que o gene CDCJ foi isolado e clonado como sendo um supressor do dbf4, um

gene requerido para se iniciar a replicagdo do genoma na transigdo G1/S (Kitada et al,,

'"MBC - metil-benzimidazole-2-il-carbamato
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1993) mais uma vez sugerindo que as cinases tipo polo poderdo exercer uma fungéo

extra-mitotica.
D. melanogaster polo

fusos monopolares fusos assimétricos fusos multipolares

S. cerevisiae cdcb

S. pombe plo1

L] (e

fusos monopolares

Fig. 1.20- Fendtipo dos mutantes em proteinas tipo polo em diferentes
organismos. Entre as caracteristicas principais do mutante em Drosophila
estdo a formagdo de fusos monopolares, em que os cromossomas se dispdem
num arranjo circular em torno do polo, fusos assimétricos, em que um dos
polos é aberrante, e fusos multipolares na meiose de machos homozigdticos.
A divisdo nos mutantes cdc5, de S. cerevisiae, observa-se uma paragem com
um fuso mitdtico alongado entre a célula mée e a célula filha. Em S. pombe
observam-se dois fenétipos distintos: paragem em mitose com fusos
monopolares, e paragem no final da mitose apds a divisdo do material
genético mas sem que ocorra septagdo.

Em S. pombe o fendtipo resultante da perca de funcdo do gene plo/ apresenta
caracteristicas inesperadas. A disrup¢do deste gene, além de provocar uma paragem
em mitose, em que cromossomas condensados se encontram associados a fusos
monopolares como os observados no mutante polo! de Drosophila, induz também
uma incapacidade das células efectuarem a septagdo apds a divisdo nuclear (Ohkura et
al, 1995). Simultdneamente, a sobrexpressdo do plo/ tem a capacidade de induzir a
formagdo do septo em qualquer altura do ciclo celular e, na presenga de p34Cdcz activa,

pode causar também a formagdo de fusos monopolares. Estas observa¢des definem
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assim dois papeis essenciais para a cinase p/o/ : como um enzima que coopera com a
p34Cdcz para regular o comportamento do fuso mitético, e como a cinase primaria

capaz de independentemente induzir os eventos tardios da divis&o celular da septag&o.

1.5.4- Tém as proteinas homélogas uma fun¢io homéloga ?

A descricdo de proteinas com elevada homologia com polo em
diferentes organismos coloca a questdo se havera alguma equivaléncia funcional
biolégica entre elas. Ha ainda muito pouca informagdo bioquimica acerca dos
homologos em células de vertebrados. A andlise genética, por outro lado, fornece uma
quantidade de informagdo consideravel acerca da fungdo biolégica destas cinases em
Drosophila, e em leveduras (Sunkel e Glover 1988; Hartwell et al, 1973; Ohkura er
al,, 1995) embora seja dificil afirmar se executam a mesma fungdo. E dificil fazer
comparagdes devido a natureza diferente (com as inerentes diferencas na divisdo
nuclear e ciclos celulares) dos trés organismos. Por exemplo, embora nos alelos
estudados da CDC5 niio paregam existir defeitos na formagdo de um fuso bipolar, € de
notar que esta proteina parece também ter um efeito no comportamento dos
microtubulos dada a sua interac¢do com a droga MBC (Wood e Hartwell 1982). A
auséncia de fusos monopolares no mutante CDC5 pode simplesmente refletir o
timing ndo convencional de formago do fuso mitético em S. cerevisiae, que se inicia
durante a fase S. A observa¢do de que em células humanas a Plk1 se localiza no fuso
mitdtico durante a metafase e no midbody durante a telofase (Goldsteyn et al,
1994,1995) parece indicar que a fungfo da proteina plk1 € idéntica as de Drosophilc ¢

levedura.
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Material e Métodos

2.1- Estirpes de Drosophila melanogaster e linhas celulares

Neste trabalho usaram-se as estirpes selvagens Oregon R e Canton S de
Drosophila melanogaster. As moscas foram mantidas a temperatura ambiente, ou a
18°C, em meio proprio (Ashburner, 1989). Os ovos polol utilizados neste trabalho
foram obtidos a partir de individuos adultos homozigoticos resultantes do stock B°Y;
rupoloI st e ca/ Tm3, Sb.

Como linhas celulares utilizaram-se as linhas K¢ (de células embrionarias de
Drosophila melanogater) e Sf9 (de Spodoptera frugiperda). Os stocks de células Kc e
Sf9 foram mantidos em azoto liquido e descongelados quando necessario. As células
Kc foram mantidas a 26°C em meio D22 (Sigma) com 5% de FCS e as células Sf9 a
27°C em meio Ex-cell 401 (Sera Lab) também suplementado com 5% FCS. A ambos
os meios foram complementados com uma solugdo de penicilina, estreptomicina e
fungizona. Para observagdo das células utilizou-se um microscopio invertido Nikon e

a contagem era realizada com auxilio de uma cdmara de NewBauer.

Meio de cultura de Drosophila - 5 g de Agar; 60 ml de melago; 28g de extracto de levedura,;
70 g de farinha de milho; 0,5g de Nipagin; agua até 500 ml.

2.2- Congelamento e descongelamento de linhas celulares

Para congelamento das linhas celulares recolheram-se células em crescimento
exponencial por centrifugagdo a baixa velocidade (1000 rpm, 5-15 min, centrifuga de
bancada) ressuspenderam-se em 90% de FCS, 10% de DMSO, e congelaram-se em
criotubos por periodos de 1 h a-20°C, 12ha -70°C e depois transferidos para azoto
liquido, sendo ai mantidos até posterior utilizagao.

No descongelamento das células, os criotubos eram aquecidos rapidamente
nas mios, as células lavadas com 10 ml do meio apropriado e ressuspendidas no

volume final de meio de cultura.

2.3- Marcacio de células com ortofosfato

I 2 [
Cresceram-se células Kc em frascos Nunc de 60cm” e antes da adig¢do do 2p.

ortofosfato lavaram-se as células duas vezes com meio D22 sem fosfato (Sigma)
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suplementado com FCS a 5%. Apés a adigdo do “p_ortofosfato (2mCi/ml,
Amersham) as células foram incubadas 16h a 26°C, findas as quais se lavaram trés
vezes as células com PBS, que tinha sido préviamente arrefecido em gelo. As células
foram entdo ressuspensas em 500ul de tampdo IP + lug/ml aprotinina, pepstatina e
leupeptina, também préviamente arrefecido, e lisadas por varias passagens através de
uma agulha de 24G. O lisado foi clarificado por centrifugagdo e a proteina polo

imunoprecipitada do sobrenadante como descrito em 2.10.

PBS - NaCl 137mM; Kcl 2.7mM; Na,HPO,.7H,0 4.3mM; KH,PO, 1 .4mM; pH~7.3.
Tampdo IP- Tris 50mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0.5%, aprotinina lug/ml,
leupeptina lug/ml, aprotinina lug/ul.

2.4- Preparacio de células competentes

As células de E.coli (usualmente da estirpe XL-1 Blue (Stratagene)) foram
preparadas segundo o método de permeabilizagio com cloreto de calcio.
Resumidamente, cresceram-se células em 50ml de meio LB até a densidade optica
atingir 0s D.O.¢o0nm=0,2. As células foram entdo colocadas em gelo durante 15min,
recolhidas por centrifugagdo (15min a 1500g), ressuspensas em 20ml de CaCl,
100mM (previamente arrefecido a 4°C), e de imediato novamente colocadas em gelo
durante 20 min. Apos este periodo, recolheram-se as células por centrifugagdo, 15
min a 4°C a 1500g, ressuspenderam-se em 0,5 mi de CaCl, e deixaram-se a 4°C
durante a noite. O grau de competéncia era entdo testado e as células guardadas, em

9% de glicerol, a -70°C até serem utilizadas.

Meio LB - 10 g/L de Triptona, 5 g/L de extracto de levedura; 5 g/L NaCl. Quando necessario
meio solido adicionou-se bacto-agar para 1.5%.

2.5- Preparacdes de DNA plasmidico

Os plasmideos foram preparados a partir de culturas saturadas de células (E.
coli) crescidas a 37°C com agitagdo, em meio LB com 50 mg/ml de ampicilina. O
isolamento em pequena escala foi realizado utilizando-se um conjunto de reagentes

Magic Miniprep (Promega), e o isolamento em média escala foi feito com um

conjunto MidiPrep (Qiagen).
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2.6- Doseamento de DNA e de proteinas.
O DNA em cadeia dupla foi doseado num fluorimetro Hoeffer. As proteinas

foram doseadas segundo o método de Bradford (Bradford, 1976).

2.7- Clonagem de DNA

Os fragmentos de DNA a subclonar foram recuperados de geis de agarose por
excisdo da banda corada com brometo de etideo (Sambrook e a/, 1990). O fragmento
de agarose contendo o DNA era colocado num eppendorff furado na base, e contendo
13 de vidro silanizada. A agarose era entdo congelada a -20°C e o DNA recuperado
por centrifugagdo (5 min, centrifuga eppendorff de bancada) para um segundo
eppendorf. O brometo de etideo foi entdo extraido com n-butanol (previamente
saturado com agua) o DNA precipitado com etanol e, apds secagem ao ar,

solubilizado em ddH»O (Sambrook ez al, 1990).

As reacgdes de ligacdo foram realizadas num volume de 20ul contendo o
fragmento de DNA a subclonar e o plasmideo linearizado (numa proporg¢éo de 1:3),
2ul de tampdo de ligase (10x) e 2U de T4 DNA ligase. As reacgdes de ligagdo foram
efectuadas a temperatura ambiente durante 2horas.

Da mistura de ligagdo utilizavam-se 10ul para transformar 100ul de células
competentes. A mistura era incubada em gelo 20min, findos os quais se colocava a
37°C por 2min. Adicionavam-se entdo 400ul de meio LB, incubava-se a 37°C durante

30min com agitagdo e plaqueavam-se em 4 placas contendo ampicilina, IPTG e XGal.

2.8.- Geis de agarose e de poliacrilamida
Os geis de agarose foram feitos em tampdo TAE (Sambrook et al, 1990) e os
geis de poliacrilamida com SDS, foram feitos segundo o método de Laemmli

(Laemmli, 1970) descrito em Ausubel ef al. (1993).

Tampio Tris-acetato 10X (TAE 10X) - 48,4 g/L. de Tris base; 11,4 ml/L de acido acético; 9,3
g/L de EDTA.

Tampdo SDS de amostra - ao tampdo nommal descrito em Ausubel er al. (1993) foi
adicionado EDTA para 10mM.

2.9- Producio de proteina polo em sistema de baculovirus
2.9.1- Producdo de plasmideo recombinante. O fragmento de DNA

codificando para a proteina desejada, incluindo o coddo ATG inicial, foi inserido no
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vector pVL 1393 utilizando-se as técnicas descritas de clonagem acima descritas.

2.9.2- Tranfec¢io de células Sf9. Misturaram-se 20ul de lhipofectina
(GIBCO) com um volume igual de uma solugdo contendo vector AcRP23lacZ
(100ng), préviamente linearizado com o enzima de restriccdo Bsu 361, e plasmideo
recombinante (500ng) diluidos em agua. Esta mistura foi deixada a temperatura
ambiente 15 minutos e depois adicionada a células Sf9 em plaquas de 35mm (~1 x10°
células por placa e em 1.5ml de meio EX-Cell 401 sem FCS). Apos incubagio
durante a noite adicionou-se 1.5ml! de meio (suplementado com 5% de FCS) e
deixaram-se crescer as células por mais dois dias, findos os quais se recolheu o
sobrenadante que se utilizou entdo em ensaio de placa de agarose com diluigdes 1/10

a 1/1000, para detectar placas virais recombinantes.

2.9.3- Plaqueamento de baculovirus em agarose para isolamento de
placas ou titulacido. Plaquearam-se cerca de 2x10° células em placas de 60mm e
deixaram-se aderir durante uma hora. As células deviam ter uma distribuigdo
homogénea e estar cerca de 50% confluentes. O meio de cultura foi entdo recolhido,
as células cobertas com 1ml de diluigdo viral (1/10 a 1/1000), e incubadas durante
lhora. Apés este periodo cobriram-se as células ~om 4ml de agarose de baculovirus
1.1% em meio Ex-cell 401 a 46°C. Deixou-se a infec¢do decorrer durante 5 dias a
27°C, e no quinto dia cobriram-se as placas com uma segunda camada de 2ml de
agarose contendo Neutral Red e Xgal (feita nas propor¢des de 8ml de meto, 2ml de
2.5% agarose de baculovirus, 0.1ml de neutral red 10mg/ml, 0.Iml de Xgal
25mg/ml). Incubou-se entdo a 27°C durante varias horas, até os corantes se
difundirem e se puderem identificar as placas virais como “buracos” num fundo
vermelho opaco de células vivas. As placas de virus selvagem devem ainda aparecer
coradas de azul. As potenciais placas virais positivas foram colhidas com uma pipeta

de Pasteur.

2.9.4- Identificacido de placas virais positivas. Plaquearam-se células Sf9
em placas de 10mm (cerca de 10’ celulas por placa) com 1ml de meio, e adicionou-se-
lhes directamente a placa viral em agarose. Apos cinco dias de incubagdo a 27°C o

sobrenadante foi recolhido e guardado a 4°C. As placas foram lavadas com PBS e
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fixadas dois minutos com uma mistura 1:1 de metanol:acetona a 0°C. Esta mistura foi
escorrida e as placas secas completamente. Incubou-se entdo com o anticorpo
MA294 anti-polo durante uma hora, lavou-se 3x com PBS durante 8min e incubou-se
com o segundo anticorpo (conjugado com peroxidase) durante lh. Apds novas
lavagens adicionou-se DAB com sulfato de niquel e peroxido de hidrogénio, e parou-
se a reac¢do lavando-se com agua destilada. As placas positivas foram entdo
identificadas por observagio ao microscopio.

Os virus recombinantes que produziam polo foram ainda melhor
caracterizados utilizando-se o sobrenadante recolhido para produzir infecg¢des em
pequena escala. Infectaram-se células Sf9 crescidas em placas de 60mm, e
recolheram-se estas células apos 1, 2, 3 e 4 dias. As células foram entdo lisadas em
tampdo de amostra de geis de SDS e o extracto analizado em gel de poliacrilamida.
Os geis foram corados com Coomassie blue ou utilizados em western blot para se

detectar os niveis de proteina polo produzida.

2.9.5- Infec¢do de células para produgio de stock viral. A produgio de
stock de virus recombinante foi efectuada em frascos de 25cm’ com cerca de 3x10°
células. As células foram infectadas com 20ul de sobrenadante viral (recolhido na
identificacdo de placas virais positivas), e deixadas a crescer durante cinco dias.
Findo este periodo o sobrenadante foi recolhido, os detritos celulares retirados por

centrifugacdo (10min a 3000rpm), e o sobrenadante (stock viral) guardado a 4°C.

2.9.6- Infeccao de células para producio de proteina. A produgdo de
proteina foi geralmente efectuada em frascos de 150cm’ com 3,6x10 células. O meio
de cultura das células foi retirado e as células infectadas com o stock de virus
recombinante ndo diluido (suficiente para cobrir as células) durante 2 horas. O
sobrenadante foi entdo substituido por 20ml de meio fresco e as células deixadas a
crescer durante 2 dias, findos os quais foram recolhidas por centrifuga¢do a 3000rpm
durante 10min. As células foram entdo ressuspensas em 0.1 volumes de tampdo de
lise (50mM Tris pH7.5, DTT 1ImM e EGTA 0.1mM) e lisadas congelando e
descongelando 4 vezes. Centrifugou-se a 14000g durante 10min a 4°C e o
sobrenadante foi guardado a -20°C em aliquotas ou utilizado directamente em ensaios

de cinase.
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2.10- Imunoprecipitacoes

Os extractos proteicos (quer de células Sf9 quer de embrides de Drosophila)
foram primeiramente tratados com proteina G - agarose (ie, proteina G conjugada a
grios de Sepharose (Sigma)) (préviamente equilibrada em tampdo IP (50% w/v)),
usualmente 1 volume de extracto para 1 volume de proteina G, durante 1h a 4°C com
agitagdo suave. No final deste tempo a agarose foi recolhida por centrifugagao (10s a
3000g). Simultaneamente incubava-se proteina (G-agarose com anticorpo Ma294
(geralmente 20ul anticorpo-100ul proteina G-agarose) também durante 1h a uma
temperatura de 4°C. Findo este tempo a proteina G-agarose/Ma294 era lavada trés
vezes com tampdo IP, para remogdo do anticorpo livre, e adicionada ao extracto
proteico entretanto tratado com proteina G-agarose. Geralmente adicionou-se 10ul
proteina G-agarose/Ma294 para 20ul de extracto. Deixou-se a imunoprecipitagdo
decorrer durante lh a 4°C com agitagdo suave e no final recolheu-se o
imunoprecipitado por centrifugagdo (10s a 3000g). O imunoprecipitado foi entdo
lavado uma vez com tampdo IP + NaCl 500mM, duas vezes com tampdo IP e
finalmente uma vez com tampdo IP sem inibidores de proteases. No final das
lavagens o imunoprecipitado foi imediatamente utilizado em ensaios de cinase ou

guardado a 4°C até ser utilizado.

Tampdo IP- Tris 50mM pH 8, EDTA ImM, Trton X-100 0.5%, aprotinina lug/ml,
leupeptina lug/ml, aprotinina lug/ul.

2.11- Ensaios de cinase

O ensaio de cinase padrio era realizado misturando-se 5Sul da cinase
imunoprecipitada com 5ul de tampdo de cinase 2x, 0.5ul de [g-*P]ATP, 1ul de
caseina-o. desfosforilada a 20mg/ml e 1ul de ATP 2mM. A mistura era incubada a
20°C durante 20min findos os quais a reac¢@o era parada por adi¢do de 15ul tampéo
de amostra de SDS e as amostras fervidas 3 min e analisadas em geis de
poliacrilamida. Em certas experiéncias a caseina foi substituida por histona H1
desfosforilada (GIBCO) também a 20mg/ml. Os ensaios de cinase realizados em
extractos de embrides ou de microtubulos estdo descritos nas secgdes respectivas dos

resultados.

Tampdo de cinase 2x - Hepes 20mM pH7,5 , KCI 150mM, MgCl, 10mM, DTT 2mM e
EGTA ImM.
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2.12- Tratamento com fosfatases

A amostra a tratar com fosfatase adicionou-se 1/10 de tampdo da fosfatase 10x
(no caso de se tratar de um imunoprecipitado lavou-se este 2 vezes com tampdo da
fosfatase e deixou-se num volume final de 10ul de tampao) e 3U de fosfatase. As
fosfatases utilizadas foram a fosfatase alcalina intestinal bovina e a fosfatase acida de
batata (ambas Boehringer Manheim). A mistura foi incubada 15min a 37°C e a
reacgdo parada com adigdo de tampao de amostra de SDS. No caso de se tratar de um
imunoprecipitado, em vez da adigdo de tampdo de amostra o imunoprecipitado era

lavado 3 vezes com tampdo IP e utilizado de seguida em ensaios de cinase.

Tamp3o da fosfatase alcalina - Tris 50mM pH8, NaCl 25mM ¢ MgCl, 5mM
Tampao da fosfatase acida - PIPES 10mM pHS6.

2.13- Analise de aminoacidos fosforilados

A analise de fosfoaminoacidos foi efectuada em proteinas extraidas de geis de
poliacrilamida de acordo com o protocolo de Van der ef al (1993), seguida de
hidrélise acida a 110°C. As fosfoproteinas, contendo 32p 3 analisar foram separadas
em gel de poliacrilamida e localizadas no gel, seco sobre papel 3MM, por exposigio a
um filme de autoradiografia. As bandas de interesse foram cortadas do gel seco, e um
maximo de papel foi raspado tendo-se o cuidado de ndo danificar o gel. Os
fragmentos de gel foram re-hidratados durante Smin com 400ul de bicarbonato de
amoénio 50mM pH 7,3 - 7,5. Os pedagos re-hidratados foram entdo moidos até
poderem ser pipetados com uma micropipeta de 200ul. A pega de vidro utilizada para
moer o gel foi lavada 2x com 200ul de bicarbonato que se juntaram ao gel moido.
Adicionou-se ainda 40ul de 2-mercaptoetanol e 8ul de SDS 10% ao gel moido. A
mistura foi fervida 2-3min e incubada, com agitagdo, pelo menos 90min a
temperatura ambiente. Apos centrifugagdo a 10000rpm durante 2min o sobrenadante
foi retirado e guardado num outro tubo. O pellet foi novamente incubado 90min com
400ul de bicarbonato de amonio, 4ul de SDS 10% e 20 ul de 2-mercaptoetanol. Apods
nova centrifugagio os dois sobrenadantes foram juntos e recentrifugados. O
sobrenadante obtido foi entdo arrefecido em gelo e misturado com 20ug de albumina,
250ul de TCA 100% (w/v) e deixado em gelo durante uma hora. A mistura foi

centrifugada a 4°C a 13000rpm numa microcentrifuga durante 15min e o
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sobrenadante descartado. O pellet foi entdo lavado com 500ul de etanol puro
(préviamente arrefecido em gelo) e seco ao ar ap6s nova centrifugagao.

As proteinas foram ento sugeitas a hidrolise acida a 110°C (lhora com HCI
6N), e os residuos fosforilados foram separados em cromatografia de camada fina
ascendente, em placas de celulose, utilizando-se acido isobutirico:NH,OH 0,5M (5:3)
como solvente. Os fosfoaminoacidos foram detectados por autoradiografia e

identificados por comparag@o com padrdes.

2.14- Preparacio de extractos de microtibulos

Os extractos de microtibulos foram preparados de acordo com uma
modificagdo do protocolo descrito por Goldstein et al 1986. Os embrides de
Drosophila foram recolhidos apds duas horas de postura, lavados com PBS contendo
Triton X-100 0,1%, descorionados com hipoclorito de sédio 50% durante 1min, e
lavados em tampao de lise. Os embrides foram entdo homogenizados em gelo € o
extracto centrifugado a 16000g durante 30 min a 2°C. O sobrenadante foi
recentrifugado a 135000g durante 90min a 2°C. Os microtubulos do extracto foram
polimerizados pela adigdo de taxol e de GTP para concentragdes finais de 20uM e de
ImM, respectivamente, e incubagdo a 37°C durante 10min. Findo este periodo o
extracto foi arrefecido em gelo 15min e colocado sobre uma almofada de sacarose
15% (preparada com tampdo de lise + taxol 20ul + GTP 1mM), sendo entdo
centrifugado a 54000g durante 30min a 2°C. O pellet foi ressuspenso em tampéo de
lise + taxol 20ul + GTP ImM + NaCl 0,4M , incubado a 37°C durante 30min e
centrifugado (microcentrifuga) 30min a 4°C. O pellet final foi ressuspendido em
tampao de lise e guardado a -70°C. Este pellet consiste maioritariamente em tubulina
e numa pequena fracg¢@o de proteinas associadas a microtubulos.

Alternativamente, para se obter um extracto enriquecido em microtibulos mas
contendo MAPs, seguiram-se 0s passos iniciais do protocolo anterior substituindo-se
a centrifugagio pela almofada de sacarose por uma centrifugag¢do a 120000g durante

90min a 2°C. Os passos seguintes foram mantidos excepto quando indicado.

Tampéo de lise - PIPES 0.1M pH6,6 , EGTA 5,0mM , MgSO, 1mM, glicerol 0,9M ,‘ PMSF
2mM e DTT 1mM.
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2.15- Western blotting

As amostras foram corridas em geis de poliacrilamida e tranferidas para
membrana de nitrocelulose por electroblot durante 1h a 300mA. A membrana foi
entdo bloqueada 1h com 7% de leite em p6 em TBST. Apos lavagem da membrana
durante 15min com TBST + 1% leite magro em pd, incubou-se com o anticorpo
primario, em TBST + 1% leite em p6, durante 1h. Os blots foram entdo lavados
durante 30min em TBST + 1% leite em po, e de seguida incubados 1h com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase de rabano. Apés 30min de lavagens
com TBST os filtros foram revelados com os reagentes de deteccdo de ECL
(Amersham) de acordo com as instrugdes do fabricante. Toda a técnica foi realizada a

temperatura ambiente.

TBST - Tris S0mM pH7,5 , NaCl 150mM, Tween 20 0.05%.
Tampdo de transferéncia - Tris 25mM pH8,3 , Glicina 191mM.

2.16- Ensaio de cobertura (Ligand blotting)

As amostras foram separadas em gel de poliacrilamida e transferidas para
membranas de nitrocelulose como descrito para western blots. Apds a transferéncia as
membranas foram incubadas com PBS + 5% leite em pé durante 30min. As
membranas foram de seguida lavadas Smin com tampdo PEMF + DTT imM, ¢
incubadas 2h com os ligandos (extractos de células Sf9 ndo infectadas ou extractos de
células Sf9 infectadas com VpoloB4) em tampdo PEMF + DTT ImM a temperatura
ambiente. No final da incubag@o removeram-se as proteinas ndo ligadas com trés
lavagens de Smin cada com TBST. O poloB4 ligado a proteinas bloqueadas na
membrana foi detectado com anticorpo MA294 e com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase conforme descrito para a técnica de western blot. Este

protocolo foi adaptado de Kirsch ez al. (1990).

Tampio PEMEF - Pipes 0.1mM pH6,6 , EGTA ImM, MgSO, 1mM e NaF 25mM.
PBS - NaCl 136,8mM , KCI1 2,7mM , Na,HPO, 16mM, KH,PO, 1,5mM.
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EXPRESSAO DA PROTEINA POLO IN VIVO
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Este projecto teve inicio imediatamente apds a clonagem e sequenciagdo do
gene polo (do qual foram clonados e sequenciados quer a regido genémica, contendo o
gene completo, quer dois cDNAs) (Tavares, A. 1992; Llamazares et al, 1991). A
analise da sequéncia do gene indica que codifica uma proteina de 67kDa de elevada
homologia na regido N-terminal com o dominio catalitico de cinases de proteinas.
Assim sendo, para se proceder a uma caracterizagdo mais detalhada da fungio deste
gene, foi necessario desenvolver-se um ensaio em que se detecte a actividade
catalitica da proteina polo. O desenvolvimento deste tipo de ensaio permitiria a
identificacfio de possiveis substratos endogenos fisiologicos e assim ter uma nogéo

mais exacta do seu papel biolégico.

3.1- EXPRESSAO DE PROTEINA POLO EM BACULOVIRUS

Para a produgdo in vivo de proteina polo em células eucariotas construiu-se um
baculovirus recombinante, codificando a cinase completa, que foi utilizado na
infecgdo de células SfY em cultura.

O primeiro passo na construgdo deste virus recombinante consistiu na insergéo
da regifio codificante do gene polo no vector pVL1393. Para tal isolou-se o fragmento
PvuI-Not I do cDNA 2a2, contendo toda a regido codificante para a proteina polo (o
enzima Pvu I digere o DNA 156bp a montante do coddo ATG inicial, e o local de
digestdo do enzima Not I estd apos o coddo de terminagdo). O fragmento de DNA
isolado foi inserido nos locais de restrigdo Sma I - Not I do vector pVL1393, ¢ os
transformantes positivos foram confirmados por mapa de restri¢éo e por sequenciagdo
do local de ligagdo Sma I/ Pvu I. O plasmideo purificado de um dos transformantes
positivos foi entdo utilizado, em conjunto com DNA de virus AcRP23lacZ na co-
transfec¢do de células Sf9 (ver protocolo seguido no Capitulo 2) (Fig. 3.1).

Os virus recombinantes foram isolados apds trés etapas de ensaio em placa, e

a produgio de proteina polo foi confirmada realizando-se “western blots” in situ com
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Fig. 3.1- Construgdo de um baculovirus recombinante contendo o gene polo. O
fragmento Pvu [-Not I do cDNA 2a2, contendo a regido codificante completa
do gene polo, foi subclonada nos locais Sma I- Not I do vector pVL1393,
criando a quimera pVL-polo (A). Este plasmideo foi entdo co-transfectado com
DNA viral linearizado para células Sf9. A existéncia de regides de
recombinag@o em ambos os tipos de DNA (regides a negro) permitem que
ocorra a recombinagio in vivo , originado um virus recombinante com o gene
polo (B). Este virus permitira a expressdo da proteina polo completa.

DNA VIRAL LINEAR pVi-poio VIRUS RECOMBINANTE

os anticorpos monoclonais anti-polo MA81 e MA294 (Fig. 3.2). De trinta e seis placas

virais iniciais, apenas duas produziram uma proteina reconhecida pelos anticorpos.

Estes virus recombinantes foram denominados VpoloB2 e VpoloB4. Quando
analizados em “western blot” extractos de células Sf9, apos 4 dias de infec¢do com
qualquer dos dois fagos recombinantes, verifica-se que o anticorpo MA294 reconhece
em ambos os extractos uma proteina de 67kDa (Fig. 3.3). Esta proteina tem o mesmo
peso molecular aparente da proteina polo observada de extractos de embrides de
Drosophila. A concentrago da proteina reconhecida pelos anticorpos €, no entanto,
muito diferente nos dois extractos. O virus VpoloB4 parece induzir uma produgéo de
proteina superior a do virus VpoloB2. O baculovirus VpoloB4 ¢ a proteina produzida
em células infectadas por este virus (denominada poloB4) foram os utilizados em
todas as experiéncias futuras indicadas neste trabalho.

E possivel detectar-se proteina poloB4, por “western blot”, em extractos de
células Sf9 a partir de 24h pos-infecgéo. A concentragdo desta proteina no extracto
aumenta até 4 dias apos a infecgdo (periodo maximo de tempo a que se estudou a

expressdo da proteina). No entanto, nos extractos realizados apos 2 ou mais dias de |
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Virus WT

VpoloB4

Fig. 3.2- Detec¢do de proteina polo recombinante em células Sf9. Dois dias apds a infecgdo
de células Sf9 com virus selvagem ou com virus recombinante, detectou-se a proteina polo
recombinante com o anticorpo Ma294 realizando-se “Western blots™ in situ. As células que
se encontram a produzir a proteina recombinante sfo visiveis no painel poloB4 como tendo

uma cor mais escura.

< 67kDa

<= 32kDa

Fig. 3.3- Detecgdo de proteina polo recombinante em extractos de células Sf9.
Analise por “western blot” de extractos de células Sf9 apos 4 dias de infecgdo
com virus poloB2 ou poloB4. Como controlo analizou-se uma mesma
quantidade de proteina total de um extracto de células Sf9 que nio foram
infectadas. As proteinas foram detectadas com o anticorpo Ma294.
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Fig. 3.4- Produgdo de proteina polo recombinante em células Sf9. Analisaram-se em gel de
poliacrilamida extractos de células Sf9 obtidos a partir de células nfo infectadas (coluna 1)
ou de células infectadas (2 ou 4 dias apds infecg8o, colunas 2 e 3 respectivamente). A
proteina poloB4 foi detectada por western blot com o anticorpo Ma294.
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Fig. 3.5- A proteina poloB4 tem actividade cindsica. Com o anticorpo Ma294 realizaram-se
imunoprecipita¢des a partir de células Sf9 infectadas com virus selvagem (coluna 1) ou
infectadas com virus recombinante poloB4 (coluna 2). Os imunoprecipitados foram utilizados
em ensaios de cinase e a marcagio da caseina detectada por autoradiografia. A seta indica a
posigdo da caseina.
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infecgdo é visivel em “western blot” o aparecimento de uma banda de baixo peso
molecular, indicando que provavelmente comega a ocorrer degradagdo da proteina
(Fig. 3.4). Por este motivo na continuagdo dos nossos estudos utilizou-se proteina

poloB4 obtida de extractos de células apoés dois dias de infecgo.

Quando analisadas em “western blot”, ndo ¢ detectada qualquer diferenga entre
os padrdes de migragdo da proteina poloB4 e da proteina polo nativa. Quando os geis
de SDS sdo efectuados de modo a obter-se maior resolugdo na zona dos 60kDa ambas
apresentam uma banda dupla caracteristica (Fig. 4.5B). Analizou-se também por
“western blot” as proteinas imunoprecipitadas com o anticorpo MA294 a partir de
extractos de células Sf9 infectadas com VpoloB4 ou de extractos de embrides de
Drosophila. Os resultados indicam que quando se utilizam quantidades idénticas de
anticorpo MA294 se imunoprecipitam quantidades idénticas de proteina polo e de

proteina poloB4 (Fig. 3.6).

Um grande numero de cinases produzidas com recurso a baculovirus mostram
possuir actividade catalitica idéntica as proteinas nativas. Deste modo utilizou-se
também a proteina poloB4 no desenvolvimento de um ensaio em que a actividade
catalitica da cinase pudesse se detectada de modo reprodutivel (ver adiante descrigéo
deste ensaio). A analise dos resultados obtidos nestes ensaios de cinase mostra que
tanto o enzima polo nativo de embrides de Drosophila como o enzima recombinante
poloB4 sdo capazes de utilizar a caseina como substrato exégeno. Mais, quando uma

quantidade idéntica de anticorpo na imunoprecipitagdo das duas proteinas obtém-se

’ S 1A gt . ~ 32 ’ . . .
um nivel idéntico de incorporagdo de ““P na caseina nos ensaios de cinase (Fig. 3.6).

Tanto a proteina polo nativa como a proteina recombinante poloB4 sofrem uma
redugdo no nivel de actividade catalitica se conservadas a -20°C apbés a

imunoprecipitagdo (Fig. 3.7).

3.2- EXPRESSAO DA PROTEINA POLO EM E. COLI

Um dos objectivos iniciais deste projecto seria o isolamento de proteinas que

interajem com a proteina polo, utilizando-se uma coluna de afinidade com proteina
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Fig. 3.6- Comparacdo das massas moleculares e actividades cataliticas das cinases polo
nativa e poloB4. A) Analizou-se por western blot um extracto de 10 embrides wt € um
extracto de células Sf9 infectadas com virus recombinante VpoloB4 (colunas 1 e 2
respectivamente). A proteina reconhecida pelo anticorpo Ma294 foi detectada por ECL. B)
A proteina polo imunoprecipitada com anticorpo Ma294 de extractos de embrides ou de
extractos de células Sf9 infectadas foi analizada por western blot (colunas 3 e 4,
respectivamente). Utilizou-se a mesma quantidade de anticorpo nas duas imunoprecipitagdes.
C) Utilizou-se uma quantidade igual de imunoprecipitados polo wt € poloB4 em ensaios de
cinase (colunas 5 e 6, respectivamente), com a caseina como substrato. A caseina fosforilada
(seta) foi detectada por autoradiografia apds analise em gel de poliacrilamida.

1 2 3 4

Fig. 3.7- Realizaram-se ensaios de cinase com proteina poloB4 que tinha sido
imunoprecipitada e mantida durante uma semana a 4°C (coluna 1) ou a -70°C (coluna 2). Na
coluna 3 o ensaio foi realizado com proteina polo selvagem guardada uma semana a -70°C.
Como controlo realizou-se um ensaio com proteina poloB4 imunoprecipitada de um extracto

obtido no mesmo dia (coluna 4). 6
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polo ligada covalente a uma matriz. Para a construgdo de tal coluna seria necessario
ter-se acesso a uma quantidade elevada de proteina polo pura, pelo que se tentou a
produgdo de polo em sistemas bacterianos sob a forma de proteina de fusdo com um
polipéptido ancora (“tag”), que permitisse uma facil purificagdo da proteina expressa.

No entanto, embora se utilizassem diferentes vectores com diferentes “tags” a
expressdo de proteina completa polo nunca foi alcangada. A regido codificante foi
subclonada nos vectores pMAL (BioLabs), pGEX (Pharmacia) ¢ pET (Novagen)
utilizando-se diferentes locais de restricdo. Os vectores quimericos foram sempre
analizados por mapa de restri¢do e as regides de ligagdo fragmento/vector confirmadas
por sequenciagdo. A expressdo foi tentada em diversas estirpes de E. coli (DH5a, TG2
e XL-1) e a indugdo da expressdo testada a varias temperaturas (20°C, 25°C, 30°C e
37°C). Tentou-se ainda induzir a expressdo das proteinas com diferentes
concentragdes de IPTG (1/100, 1/10, 10x, 100x, e 1000x da concentragdo indicada no
protocolo dos fabricantes).

Nenhuma das condigdes testadas resultou na expressdo de proteina polo. A
produgdo de proteina polo em bactéria € nula. A possibilidade de a proteina ser
imediatamente reconhecida pela maquinaria proteolitica bacteriana € possivel pois
nunca se detectou proteina polo mesmo em extractos de células com 15min de
indugdo. A expressdo de partes da proteina no entanto ndo apresentou qualquer

problema (ver exemplo apresentado na Fig. 3.8).

3.3- DISCUSSAO

Os sistemas de producgdo de proteinas in vivo, e em especial o sistema que
emprega o uso de baculovirus na produgdo de proteinas em células Sf9, tém revelado
excelentes resultados na produgdo de enzimas que retém a actividade catalitica. Isto é
tanto mais verdade para proteinas que requerem modificagdes pds-traducionais de
modo a adoptarem uma conformagdo cataliticamente activa. No caso especifico de
expressdo de proteinas envolvidas no controlo do ciclo celular, os exemplos incluem

as ciclinas A e B, a fosfatase cdc25 e as cinases weel e cdc2, todas elas expressas em

c€lulas Sf9 numa forma activa.
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Fig. 3.8- Proteinas de fusdo em E. coli. Diversos blocos da proteina polo foram produzidos
em E. coli sob a forma de proteina de fusio com a proteina que se liga & maltose (MBP). A)
Esquema dos framentos do gene polo subclonados no vector pMAL-c (BioLabs). Estes
fragmentos sdo subclonados a jusante do gene codificante para a MBP e na mesma gretha de
leitura.Deste modo a proteina de fusdo produzida terd como N-terminal a MBP. B) As
diferentes proteinas de fusdo foram analisadas por gel de poliacrilamida corado com Azul de
Coomassie (painel superior), e por “western blot” com o anticorpo Ma294 (painel inferior).
Para cada quimera correu-se em gel extracto de bactérias apés a indugdo com IPTG (i) e uma
aliquota da proteina purificada por coluna de maltose (p). A coluna D. ext. refere-se a
extracto de Drosophila. Em “western blot” apenas se detecta a proteina polo selvagem de
Drosophila e a quimera N-ter (de lembrar que o anticorpo foi produzido contra um
polipéptido igual ao N-ter).
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Mostramos agora neste trabalho que este sistema ¢ também eficaz na produgéo
de cinase polo. A transformacdo de células Sf9 com um baculovirus recombinante
contendo o gene polo resulta na expressdo de uma proteina indistinta da proteina polo
nativa em ensaios bioquimicos. Quer em “western blot”, quer no seu grau de
fosforilagdo (ver adiante), quer nos ensaios de cinase efectuados ao longo deste
estudo, a proteina poloB4 apresentou sempre um comportamento idéntico a proteina
polo nativa imunoprecipitada de embrides de Drosophila. Deste modo concluimos
que a proteina produzida neste sistema pode ser utilizada em ensaios futuros em
substitui¢do a proteina nativa.

O recurso a imunoprecipitagdo nio é, no entanto, o melhor processo de se
purificar quantidades elevadas de proteina expressa. Como se pretendia também tentar
isolar, por recurso & construgdo de uma coluna de afinidade contendo proteina polo
imobilizada, proteinas que interagissem com esta ultima era necessario ter-se acesso a
uma elevada concentragdo da cinase polo. A produgdo de proteinas em sistemas
bacterianos, em que a proteina de interesse ¢ produzida fundida a um polipeptido de
facil purificagdo, tem sido também utilizada frequentemente devido a sua relativa
facilidade e eficacia. Deste modo recorreu-se a este sistema para se tentar produzir e
purificar uma quantidade elevada de proteina polo. No entanto todas as nossas
tentativas se revelaram infrutiferas. Embora se tenham testado diferentes vectores e
diferentes condi¢des de expressdo ndo foi possivel obter-se a produgdo de proteina
polo completa nestes sistemas, muito embora tenha sido facil a producdo de partes da

proteina.
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ANALISE BIOQUIMICA DA CINASE POLO
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4.1- A proteina polo é uma cinase

A analise da estrutura primaria da proteina polo tinha revelado uma homologia
significativa com o dominio catalitico de cinases proteicas, indicando que a proteina
polo seria provavelmente ela mesmo uma cinase. Assim tornou-se prioritdrio o
desenvolvimento de um ensaio in vitro onde a actividade catalitica do enzima pudesse

ser determinada (ensaio de cinase).

4.1.1- Ensaios com proteina polo produzida in vitro

No desenvolvimento dos ensaios de cinase utilizou-se inicialmente proteina
polo produzida in vitro a partir dos cDNAs 2a2 e 9a2. Estes cDNAs encontram-se
clonados no vector pNB40 que, por possuir os promotores para as RNA polimerases
SP6 e T7, permite a sua utilizagdo directa em sistemas de transcri¢do in vitro. A
proteina polo foi assim sintetizada por tradugdo e transcrigdo in vitro (utilizando-se o
enzima SP6 e um lisado de reticulocito de coelho (Amersham) de acordo com as
instrugdes do fabricante). O produto final da tradugdo in vitro foi utilizado
directamente, sem ser purificado, nos ensaios de cinase. As reacgdes de cinase foram
iniciadas adicionando-se 6yl do produto obtido no sistema de tradug@o in vitro a uma
mistura de 2ul de tampdo K (Tris 50mM pH7.5, MgCl, 10mM, EDTA 6mM, DTT
ImM), 6ul de ATP 1mM, 6pl de substrato (caseina-o. ou histona H1 ambas a 3mg/ml)
e 1ul [y—32P]ATP. As misturas de reacgo foram incubadas 20min a 25°C, as reacgdes
terminadas por adi¢do de um igual volume de tampdo de amostra-SDS, e as proteinas
fosforiladas foram analizadas em gel de poliacrilamida e detectadas por
autoradiografia. Como controlo negativo realizaram-se ensaios com a mistura do
sistema de tradug&o in vitro ao qual ndo foi adicionado mRNA . Os resultados obtidos
neste tipo de ensaios, apresentados na Fig. 4.1, mostram que a proteina polo produzida
no sistema de tradugdo in vitro ¢ capaz de utilizar a histona H1 como substrato e que

ndo reconhece a caseina. A fosforilagdo da histona H1 resulta especificamente da
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actividade catalitica da proteina polo pois na reac¢do controlo em que a proteina ndo
esta a ser traduzida a histona H1 nfo aparece marcada (fig.4.1 pista 3). Nas reac¢bes
em que a proteina polo se encontra presente detecta-se ainda a marcagdo de uma
proteina de 67kDa (ponta de seta na fig. 4.1) e que podera corresponder ao produto da
autofosforilagdo do polo. Foram obtidos os mesmos resultados quer o cDNA inicial
utilizado fosse o 9a2 ou o 2a2. Este tipo de ensaio mostra assim que a proteina polo

quando produzida num sistema de tradug@o ir vitro tem actividade catalitica cinasica.

4.1.2- Ensaios com proteina polo nativa

O ensaio de cinase utilizado frequentemente no decurso deste projecto foi
desenvolvido utilizando-se proteina polo imunoprecipitada de embrides de Drosophila
com anticorpos monoclonais.

Em colaboragio com o Prof. David Glover, na Escécia, produziram-se
diversos anticorpos monoclonais contra a regido N-terminal da proteina polo. Dos
anticorpos obtidos e com base no seu comportamento em “western blot” seleccionou-
se 0 anticorpo monoclonal MA294 para a continuagdo dos nossos estudos. Este
anticorpo revelou-se excelente para imunoprecipitar a proteina polo, quer de extractos
de embrides quer de extractos de células Sf9 (ver outros capitulos). A proteina assim
imunoprecipitada pode ser usada directamente em ensaios de cinase utilizando-se a
caseina e a histona H1 como substratos exdgenos (descrigdo do ensaio de cinase em
2.11). Com este tipo de ensaio verificou-se que, quer a proteina nativa quer a proteina
recombinante, utilizam como substrato preferencial a caseina-a e s6 muito
ineficazmente a histona H1 (Fig. 4.2) confirmando que a proteina polo é uma cinase
proteica.

No decurso deste trabalho Brian Fenton a trabalhar no laboratério do Prof.
David Glover também utilizou anticorpos monoclonais anti-polo (neste caso os
anticorpos MA84 ¢ MA75) para imunoprecipitar a proteina polo de embrides e para
determinar a sua actividade catalitica, tendo obtido resultados idénticos aos nossos,
isto é, que a cinase imunoprecipitada de embrides de Drosophila é capaz de usar como

substrato a caseina mas ndo a histona H1 (Fenton & Glover 1993).
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Fig. 4.1- Ensaios de cinase com a proteina polo traduzida in vitro. Realizaram-se ensaio de
cinase com proteina polo transcrita e traduzida a partir do cDNA 2a2 (pistas 4, 6 e 8) oudo
cDNA 9a2 (pistas 3, 5 e 7). Como substrato exogeno utilizou-se a caseina-a (pistas 2, 7 e 8)
ou a histona H1 (pistas 1, 5 € 6). A ponta de seta a direita da autoradiografia indica uma
proteina de 67kDa que aparece marcada apenas nas amostras em que a proteina polo esta a ser
traduzida. A seta indica a posigdo da histona HI no gel corado com Azul de Coomassie. A
esquerda do painel indica-se a massa molecular dos marcadores de peso molecular em kDa.

H1 Caseina

1 2 3 4

Fig. 4.2- Ensaios de cinase com proteina polo nativa. Realizaram-se ensaios de cinase com
proteina polo imunoprecipitada de extractos de embrides (colunas 1 ¢ 3), ou com proteina
poloB4 (colunas 2 e 4). Como substrato exdgeno utilizou-se caseina-a (colunas 3 ¢ 4) ou
histona H1 (colunas 1 e 2). A seta indica a posigdo da caseina.
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4.2- A cinase polo pertence a familia das cinases serina/treonina

A analise da estrutura primadria da cinase polo indica que esta proteina pertence
possivelmente a familia das cinases tipo serina/treonina, isto €, que fosforilam os
substratos em residuos de serina e/ou de treonina. De modo a confirmar-se esta
especificidade efectuou-se a andlise dos residuos de aminoacidos fosforilados pela
cinase polo na caseina.

Apds o ensaio de cinase isolou-se a caseina por electroforese (SDS-PAGE) e
determinou-se a sua posigdo no gel seco por impressdo em autoradiografia. A banda
correspondente a caseina foi entdio extraida do gel seco e os fosfoaminoacidos foram
identificados, ap6s hidrolise acida, por TLC. A andlise da autoradiografia
correspondente a separagdo dos fosfoaminoacidos em placa de TLC mostra que a
cinase polo fosforila a caseina em residuos de serina e de treonina (Fig. 4.3). Néo se
observou marcacio alguma em residuos de tirosina. A cinase ndo parece ter qualquer
preferéncia por um dos tipos de residuo, isto €, entre a serina ¢ a treonina, quando
fosforila a caseina e o mesmo resultado ¢ obtido quer se utilize cinase
imunoprecipitada de embrides de Drosophila quer se utilize cinase recombinante

poloB4 (Fig. 4.3).

4.3-A proteina polo encontra-se fosforilada in vivo

Muitas das cinases envolvidas na regulagdo do ciclo celular tém a sua
actividade regulada por modificagbes pos-traducionais. A modificagéio mais frequente
consiste na transferéncia de grupos fosfato e a activagdo/inactivagdo dessas cinases
depende muitas vezes de serem fosforiladas e/ou desfosforiladas em fases especificas
do ciclo. E portanto possivel que a proteina polo seja também ela propria uma
fosfoproteina e que tenha a sua actividade catalitica de algum modo alterada pelo
estado de fosfortlagéo.

De forma a analizar-se se a proteina polo se encontra fosforilada in vivo
cresceram-se células K¢ em cultura em meio contendo [32P]-ortofosfato. Recolheram-
se as células 16h apos a adigdo do [32P] -ortofosfato, homogenizaram-se por passagem

numa agulha de 26G e imunoprecipitou-se a proteina polo do extracto proteico obtido
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utilizando-se o anticorpo MA294. O produto da imunoprecipitagdo foi analizado por
electroforese e o resultado da exposi¢do da autoradiografia é apresentado na fig. 4.4.
Verifica-se que o principal produto da imunoprecipitagdo € uma fosfoproteina de peso
molecular aparente de 67Kda, que é o peso molecular aparente do polo em SDS-

PAGE. Este resultado indica pois que a proteina polo € uma fosfoproteina.

No decurso deste trabalho observou-se por vezes em “western blots” que a
proteina polo migrava em geis de SDS-PAGE como uma banda dupla. Sabendo-se
que a fosforilagdo de proteinas pode alterar-lhes a retardagdo neste tipo de geis,
pensou-se que as duas bandas observadas em “western blot” poderiam corresponder a
formas da proteina polo fosforiladas diferentemente. De modo a comprovar-se esta
hipétese submeteram-se extractos de embrides a uma incubag@o com fosfatase alcalina
durante 30min e analisou-se por “western blot” se a migra¢do da proteina polo se
modificava. Este tipo de ensaio permitiu identificar a banda de maior peso molecular
aparente em geis de SDS-PAGE como correspondendo a uma forma fosforilada da
proteina polo uma vez que o tratamento dos extractos com fosfatase alcalina a

elimina (fig. 4.4, B e C).

A migragdo da proteina como um dubleto em gel de poliacrilamida foi um
resultado dificil de reproduzir. Alids a deteccdo de mudangas na mobilidade
electroforética de uma proteina induzidas por fosforilagdo ¢ na generalidade
técnicamente dificil. Estas alteragdes na mobilidade ocorrem em muitas mas ndo em
todas as proteinas. A p34Cdcz , por exemplo, que tem sido intensamente estudada
quanto a modificagdes no seu estado de fosforilagdo é também muito dificil de ser
resolvida, por electroforese, nas diferentes formas fosforiladas (ver por exemplo Edgar
et al, 1994). Embora se pense que a adigdo de grupos fosfato afecta a carga ou a
estrutura terciaria das proteinas, mesmo em condigdes em que se usa SDS, a razdo das
mudangas na mobilidade permanece obscura (Cooper 1991). Na procura de um
sistema reprodutivel em que as formas diferentemente fosforiladas da proteina polo
pudessem ser separadas tentamos utilizar geis de tamanhos diferentes, diferentes
concentragdes de acrilamida, diferentes proporg¢des de acrilamida:bis-acrilamida e

diferentes amperagens durante a corrida do gel. Nenhum método se revelou 100%
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Fig. 4.3- O polo fosforila a caseina em residuos de serina e de treonina. Apds a realizago de
ensaios de cinase com polo imunoprecipitado de embrides de Drosophila ou poloB4, a
caseina foi extraida do gel e os aminoécidos fosforilados resolvidos em placa de TLC ap6s
hidrélise acida. A figura apresenta a autoradiografia da placa de TLC e a posi¢io de
fosfoaminoécidos padréo é indicada no lado direito do painel (tir- tirosina, tre- treonina, ser-
serina). Neste ensaio utilizaram-se quantidades iguais de imunoprecipitados polo wt e
poloB4, e de caseina como substrato, nas reac¢des de fosforilago.
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Fig. 4.4- 4 proteina polo é uma fosfoproteina. A) A proteina polo foi imunoprecipitada de
um extracto de células Kc crescidas em meio com ™ P-ortofosfato. O imunoprecipitado foi
analizado por SDS-PAGE e autoradiografia. B) A proteina polo imunoprecipitada de
extractos de embrides selvagens (coluna wt) ou de células Sf9 (coluna poloB4) foi analizada
em gel de poliacrilamida (120:1 acrilamida:bisacrilamida) e detectada em western blot com o
anticorpo Ma294. C) A proteina polo imunoprecipitada de embrides de Drosophila foi
incubada com fosfatase alcalina (CIP) e analisada em western blot. Como controlo analizou-
se também uma aliquota idéntica que n#o foi incubada com fosfatase.
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reprodutivel sendo geis de 20x20cm, 120:1 acrilamida:bis-acrilamida, corridos a
40mA os que forneceram melhores resultados. Mas, mesmo nestas condigdes, a

separagdo em duas bandas permaneceu dificil de reproduzir.

4.4- A proteina polo tem de se encontrar fosforilada para ter actividade
catalitica

Sabendo-se que a proteina polo apresenta diferentes estados de fosforilagdo,
estudou-se de que modo os diferentes graus de fosforilagdo definem a sua actividade
catalitica. Deste modo, apds imunoprecipitagdo, a proteina polo foi incubada com
fosfatases e a sua actividade catalitica determinada de seguida. Verifica-se que o
tratamento com fosfatase acida de batata (AP), ou com fosfatase alcalina intestinal
bovina (CIP), tem como efeito a supressdo completa da actividade catalitica da cinase
polo (fig.4.5, pistas B e D). De modo a verificar-se se as fosfatases foram eficazmente
removidas antes da realizag@o do ensaio de cinase, misturaram-se quantidades iguais
de polo tratada com fosfatase (usada nas pistas B ou D) e de polo ndo tratada com
fosfatase (usada na pista A) e a mistura foi utilizada no ensaio de cinase. Os resultados
indicam que a actividade catalitica desta mistura, quando analizado o nivel de
fosforilagdo da caseina, € idéntica a de polo ndo tratada com fosfatase (comparar pista
A com pista C, e pista A com pista E na fig. 4.5). Estes resultados indicam que as
fosfatases foram eficazmente removidas no final da incubagéo apds terem inactivado a
cinase polo.

O mesmo resultado ¢ observado se se imunoprecipitar a cinase polo de
extractos de embrides préviamente tratados com fosfatase alcalina intestinal bovina.
Para este tipo de ensaio trataram-se extratos de embrido com CIP durante 30 min a
30°C, como indicado anteriormente, e no final imunoprecipitou-se a proteina polo. A
actividade catalitica foi entdo determinada e comparada com a da cinase
imunoprecipitada de extractos ndo tratados com fosfatase e também incubados a 30°C
durante 30min. Mais uma vez se verifica que o tratamento com fosfatase suprime a

actividade catalitica da cinase polo (Fig. 4.6, pista B).
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CIP AP
1 2 3 45

Fig. 4.5- O tratamento com fosfatases elimina a actividade catalitica da cinase polo. A
proteina polo imunoprecipitada de extractos de embrides selvagens foi utilizada directamente
em ensaios de cinase (pista 1) ou sugeita a tratamento com fosfatase alcalina (pista 2) ou com
fosfatase Acida (pista 4) antes do ensaio de cinase. De modo a testar-se se a remogédo da
fosfatase alcalina foi eficaz, aliquotas idénticas de imunoprecipitado utilizado nas pistas 1 e 2
foram misturadas para o ensaio de cinase (pista 3). A remog#o da cinase acida foi analizada
de igual modo (pista 5) utilizando-se imunoprecipitados identicos aos analizados em 1 e 4.

Id

Fig. 4.6- O tratamento com fosfatase alcalina elimina a actividade catalitica da cinase polo.
A proteina polo, imunoprecipitada de um extracto de embrides (coluna 1) ou
imunoprecipitada de um extracto de embrides préviamente incubado com fosfatase alcalina
(coluna 2), foi utilizada em ensaios de cinase com a caseina como substrato. Na pista 3
utilizou-se metade do imunoprecipitado usado em 1 misturado com metade do
imunoprecipitado usado em 2 como controlo 4 lavagem da fosfatase. A seta i direita do painel
indica a posig8o da caseina na autoradiografia.
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4.5- DISCUSSAO

De modo a prosseguir-se a analise bioquimica da proteina polo desenvolvemos
um ensaio de cinase em que a sua actividade catalitica pudesse ser determinada. Com
recurso a este tipo de ensaio verificou-se que a cinase polo nativa é capaz de utilizar a
caseina-a. como substrato mas que a sua capacidade de fosforilar a histona H1 ¢
negligivel. A publicagdo posterior de que os homologos CDCS, Plk1 e plk possuem a
mesma capacidade (Kitada et al, 1993; Golsteyn ef al, 1995; Hamanaka et al, 1995;
Lee et al, 1995) veio de algum modo confirmar os nossos resultados.

Curiosamente, os resultados obtidos nos ensaios de cinase com proteina polo
obtida de sistemas bioldgicos (embrides de Drosophila ou células Sf9) sdo opostos
aos obtidos nos ensaios realizados com a proteina obtida a partir de sistemas de
| transcrigdo e de tradugdo in vitro. Isto é, num caso a cinase fosforila preferencialmente
|
| a caseina e noutro preferencialmente a histona H1. Uma explicagfio possivel para estes
E resultados contraditorios podera ser a ocorréncia de modificagdes pos-traducionais de
‘ que a proteina polo seja alvo e que lhe alterem a especificidade passando a cinase a ser
capaz de aceitar como substrato proteinas diferentes. Essas modificagdes podem ser
necessarias para que a proteina produzida in vitro possa aceitar a histona HI como
substrato tal como a proteina polo nativa ou a expressa em células Sf9 o fazem. No
entanto, este aspecto da actividade catalitica do enzima polo ndo foi explorado em
maior detalhe no decurso deste projecto.

Fomos ainda capazes de mostrar que a proteina polo € ela mesma uma
fosfoproteina e, muito interessantemente, que o tratamento com fosfatases elimina por
completo a sua capacidade de fosforilar a caseina. Este dado sugere que a cinase polo
podera ser um componente intermédio numa das cascatas de cinases/fosfatases que
controlam o iniciar e decorrer da mitose. Esta no¢do de que a cinase ¢ activada por
modificagbes pos-traducionais € reforgada pela determinacdo da fase do ciclo em que
as cinases polo e Plk1l, em Drosophila e células humanas respectivamente, parecem
exibir o seu maximo de actividade catalitica. No primeiro exemplo verificou-se que
durante as rapidas divisdes nucleares que ocorrem no embrido sincicio, a cinase polo
sofre uma subita activagio exibindo um pico de actividade maxima durante a anafase

cdc2

e telofase, imediatamente a seguir ao declinio de actividade da cinase p34™~~ (Fenton
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e Glover 1993). Por outro lado, em culturas de células humanas, o padrdo de
actividade da Plk1 acompanha a da cinase p34°®? (Goldsteyn er al, 1995; Hamanaka
et al, 1995; Lee ef al, 1995). Esta ligeira diferenga na altura de actividade maxima das
duas cinases pode refletir uma diferenga inerente ao controlo dos ciclos embrionarios
invulgarmente rapidos quando comparados com os ciclos de células somaticas; ou
advir apenas da precis3o superior com que o estado mitético pode ser determinado nos
sistemas embriondrios relativamente a culturas de células sincronizadas. Em qualquer
dos casos é no entanto evidente que deve existir um mecanismo a regular o nivel de

actividade das cinases tipo polo no decurso do ciclo celular.

Embora a activagio brusca da cinase polo sugira um controlo por modifica¢des
pos-traducionais, deve existir uma segunda via de controlo uma vez que apenas se
detectam transcritos do gene polo em células com capacidade proliferativa, ou seja,
capazes de entrar em divisdo. Esta observagdo estende-se também aos homdlogos plk
em mamiferos, o que indica claramente um controlo ao longo do desenvolvimento
celular. Mostrou-se ainda, que o nivel de mRNA dos genes plk e CDCS5, flutua ao
longo do ciclo celular. Estes mensageiros sofrem uma acumulagdo periddica, que
atinge o maximo nas fases G2/M, e deixam de ser detectados imediatamente apds a
mitose (Lake e Jelinek, 1993; Kitada et al,1992). Esta variagdo na abundéncia dos
mRNA parece ser regulada por mecanismos de pos-transcrigdo, uma vez que ensaios
de “run-off” mostram que o nivel de transcri¢do parece ser igual tanto em G1 como
em G2/M, que é quando os mensageiros estdo no seu minimo e maximo de
abundancia, respectivamente (Lake e Jelinek, 1993). O tempo de semi-vida dos
mensageiros parece ser assim um factor determinante na regulagdo da actividade das
cinases tipo polo. A existéncia na regido 3" ndo transcripta do cDNA de Snk e do polo
de sequéncias ATTTA (Simmons et al 1992; Llamazares et al, 1991), que se pensa
conferir instabilidade a alguns mRNAs (Shaw e Kamen, 1986), podera sinalizar os

mensageiros destes genes para uma degradagéo rapida.




CAPITULO 5

ACTIVIDADE DA PROTEINA MUTANTE

POLO1



Resultados

A estratégia desenvolvida neste projecto de forma a identificar-se substratos
fisiologicos da cinase polo exige que se utilizem extractos proteicos embrionarios
desprovidos de cinase polo activa ou em que esta actividade esteja pelo menos
substancialmente reduzida. Uma possibilidade dbvia é a utilizagdo de embrides de
mutantes no locus polo como material biologico. Dos dois alelos descritos, polol €
poloz, sO o primeiro podera ser utilizado uma vez que o alelo p0102 ¢ letal ndo sendo
portanto possivel obter-se individuos homozigéticos adultos. Por outro lado, o alelo
polol ¢ semi-letal, apresentando um grau de sobrevivéncia em individuos
homozigédticos de cerca de 7% (Sunkel e Glover 1988). As fémeas homozigdticas que
atingem a fase adulta séo estéreis e depositam um numero pequeno de ovos, mas que é
mesmo assim suficiente para ser utilizado na obtencdo de extractos proteicos.

Os ovos depositados por fémeas homozigdticas polol/polol (doravante
referidos como embrides polol) apresentam mitoses anormais desde os primeiros
estadios da embriogénese (Sunkel and Glover, 1988). Estes embrides, que conseguem
formar cerca de cem nucleos poliploides, nunca chegam a celularizar. Durante as
primeiras divisdes nucleares, os nicleos destes embrides sofrem variagGes ciclicas
nas membranas nucleares, conforme é observavel pela marca¢do das laminas com
anticorpos especificos, e estas mudangas parecem estar sincronizadas com a
condensa¢do cromossoémica. No entanto, embora estes aspectos da mitose sejam
mantidos, pelo menos durante as primeiras mitoses, a morfologia dos nucleos e dos

fusos mitdticos € completamente anormal.

5.1-Embrides polol

Devido a estes aspectos aberrantes dos embrides polol procurou-se verificar
se estes ndo iniciariam processos de degradagdo proteica pouco tempo apds o
momento da sua postura. A observag@io directa ao microscopio de embribes
homozogéticos, apos descorionagdo, mostra que cerca duas horas apds a postura

comega a ser evidente uma certa desorganizagdo no interior destes embrides, quando
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Fig. 5.1- Embrides selvagens e embrides polol. A) Embrides selvagens antes (1) e apés (2)
terem celularizado (ciclo 14) (~3h a 4h, a 18°C). B) Embrides polo’ com a mesma idade dos
apresentados em A). E visivel uma elevada desorganizagdio interna e, se se seguir estes
embrides, a desorganizagdo aumenta e nunca celularizam.
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em comparagdo com embrides selvagens (Fig. 5.1). O grau de desorganizagdo nos
embrides mutantes aumenta com o tempo, € os embrides nunca chegam a celularizar
(Fig. 5.1).

O aspecto dos embrides polol ao microcopio sugere que podera estar a ocorrer
degradagdo proteica. De forma a definir o grau de degradagdo proteica colheram-se
embrides polol a diferentes intervalos de tempos apds a postura e, apos
homogenizacdo, analisaram-se em SDS-PAGE. Como controlo fizeram-se extractos
de embrides selvagens colhidos apds periodos de tempo idénticos. Pelos resultados
apresentados na Fig. 5.2 verifica-se que entre embrides selvagens e polol recolhidos
até duas horas apds a postura ndo se observam diferengas, em geis corados com
Coomassie Blue (Fig. 5.2 colunas 1 e 3). No entanto, em embrides com 4h comega ja
a observar-se degradag¢do de proteinas nos embrides mutantes (Fig. 5.2 colunas 2 e 4,
e colunas 5 e 6).

Em virtude destes resultados todas as experiéncias futuras foram realizadas
utilizando-se embrides p0101 colhidos até duas horas apos a postura, e seleccionando-
se ao microscdpio aqueles que ndo apresentassem sinais evidentes de desorganizagéo

interna.

5.2- Os niveis de mRNA e de proteina polol sio normais em embrides
1
polo

De modo a analizar-se se o fendtipo observado no mutante se deve a
deficiéncias na transcri¢do ou na traducdo do gene polo procedeu-se ao doseamento
do mRNA e proteina correspondentes a este gene em individuos polol.

O mRNA a analizar foi isolado de fémeas homozigéticas adultas porque estas
sdo mais faceis de obter do que embrides polo’ e, simultdneamente, por fornecerem
maior quantidade de RNA. Os resultados no final ndo devem ser diferentes dos
obtidos com mRNA de embrides homozigéticos, uma vez que a quase totalidade do
mRNA presente em embrides nas primeiras fases do desenvolvimento é ai depositada
pela mée, que neste caso € ela mesmo homozigética.

Por Northern blot € possivel observar que ndo existem diferengas significativas

nos niveis de mRNA codificante para o polo entre moscas mutantes e moscas
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A B
polo1 wt
<2h 4h <2h 4h

= 205

= 116
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6 7

Fig. 5.2- Comparagdo de extractos de embrides mutantes com extractos de embries
selvagens. A) Correram-se em gel de poliacrilamida extractos de 25 embrides p0101 (pistas 1
e 2) ou de 25 embrides selvagens (pistas 3 e 4). Apresenta-se a fotografia do gel corado com
azul de Coomassie. Nos embrides com <2h ndo h4 diferenga entre os extractos mutante e
selvagem. B) Mesmo ensaio que em A) usando-se um outro gel de modo a observar-se
melhor a degradagfo de proteinas em embrides mutantes com 4h.
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selvagens (Fig. 4.3, painel A). Ndo sé o nivel de transcri¢do parece ser semelhante
como o tamanho dos transcritos também ¢ idéntico. A mutagio polo’ ndo parece pois

afectar o nivel da transcri¢do do mensageiro.

Para se analizar se haveria alteragdes a nivel da tradugdo da proteina polo
realizaram-se de seguida “western blots” utilizando-se extractos de embrides
homozigédticos polol. Correram-se em gel de poliacrilamida extractos de embrides
selvagens lado a lado com extractos de embrides polo’ (os extractos foram obtidos a
partir 10 embrides nos dois casos) e detectaram-se as proteinas, apOs transferéncia
para membrana de nitrocelulose, com o anticorpo monoclonal MA294.

Os resultados ndo indicam qualquer diferenga entre os dois tipos de embrides,
isto é, a proteina polo parece ter mesma concentragdo em embrides selvagens e em
embrides polo’ (Fig. 4.3, painel B). Donde se conclui que os niveis de tradugdo da
proteina polo sdo mantidos no mutante. Além disso a observagdo de que o peso
molecular aparente da proteina detectada pelo anticorpo ¢ idéntico nos dois tipos de
extractos, indica que a mutagéo polol deve ser pontual ou entdo que se trata de uma

pequena delecg@o.

5.3- A proteina polol nio tem actividade catalitica

Uma vez que os niveis de transcri¢do e de tradugdo sdo aparentemente normais
no mutante polol pensou-se que esta mutag@o poderia ter como efeito uma supresséo
da actividade catalitica do enzima. De forma a dosear-se a actividade catalitica da
proteina mutante utilizou-se em ensaios de cinase a proteina mutante polol
imunoprecipitada de embrides homozigdticos. A actividade catalitica da proteina
mutante foi entfio comparada a da proteina polo imunoprecipitada de igual numero de
embrides selvagens (utilizaram-se na imunoprecipitagdo extractos de 15 embrides de
cada tipo).

Conforme se verifica pelos resultados obtidos, apresentados na Fig. R4.3
(painel C), os embrides polol encontram-se desprovidos de uma forma activa da
cinase capaz de fosforilar a caseina. Este ensaio de cinase foi repetido utilizando-se

’ 1 . .. . . .
proteina polo e polo’ imunoprecipitada com os anticorpos monoclonais anti-polo
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northern blot western blot ensaio de cinase

Fig. 5.3- A proteina polol ndo tem actividade catalitica. A) Correram-se 5ug de RNA total,
preparado de fémeas homozigdticas wt ou polol, em gel de agarose. O RNA foi detectado,
apos transferéncia para membrana de nifrocelulose, utilizando-se como sonda marcada
radioactivamente o cDNA 2a2. A seta indica a localizagdo da banda com 2,2kb (marcadores
nio indicados). B) Analizaram-se em gel de poliacrilamida (10%) os extractos de dez
embrides wt e de dez embrides polol. Apos transferencia para membrana de nitrocelulose o
imunoblot foi realizado com o anticorpo Ma294. A seta indica a proteina polo (67 kDa). C)
Utilizaram-se extractos de 25 embrides polol e de 25 embrides wt em imunoprecipitacGes
com o anticorpo Ma294. O imunoprecipitado foi entfio usado em ensaios de cinase, coma
caseina como substrato, e o resultado analizado em gel de poliacrilamida. A seta indica a
posic¢do da caseina marcada radioactivamente, detectada em autoradiografia.
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Fig. 5.4- A proteina mutante polol ndo é correctamente fosforilada. Extractos de 15 embrides
selvagens ou polo] foram sugeitos a SDS-PAGE (pistas 1 e 2) juntamente com extractos
idénticos mas que foram incubados com fosfatase alcalina (CIP) (pistas 3 ¢ 4). A proteina
polo foi entdo detectada por western blot com o anticorpo Ma294. 83
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MAS81 e MA73 tendo-se obtido um resultado ao observado com o anticorpo MA294

(resultados ndo mostrados).

5.4- A proteina polol néo ¢é fosforilada correctamente

Sabendo-se que a proteina nativa polo se encontra fosforilada na sua forma activa,
estudou-se se o fendtipo observado em embrides mutantes polol ¢ devido a defeitos
na fosforilagdo da proteina. Para este fim analizaram-se por “western blot” extractos
de embrides p0101 e de embrides selvagens tratados com fosfatase alcalina, juntamente
com extractos de ambos os tipos néo tratadas com fosfatase.

Os resultados obtidos, apresentados na Fig. 4.4, indicam que ja antes do
tratamento com fosfatase alcalina a quase totalidade da proteina polo1 migra na banda
de menor retardagdo em SDS-PAGE, indicando que se encontra sob a forma néo-
fosforilada (ou menos fosforilada). O tratamento com fosfatase em nada altera a
retardagdo da proteina polol nos geis. A mutagdo polol parece portanto impedir que a
proteina seja eficazmente fosforilada. Este defeito na fosforilagdo pode ser devido a
uma modificagdo directa do residuo alvo da fosforilagdo ou porque a mutagdo causa
uma modifica¢do da estrutura tercidria da proteina impedindo a fosforilagdo dos

residuo(s) apropriado(s).

5.5- DISCUSSAO

A mutagdo polol foi induzida pelo agente mutagéneo EMS. Este agente
provoca usualmente mutagdes pontuais ou pequenas delec¢des no genoma. No caso
especifico do mutante polol ndo foi ainda identificado que tipo de mutagdo ocorreu
mas os resultados que aqui apresentamos sugerem que provavelmente serd uma
mutagfo pontual, visto que a proteina mutada e a proteina nativa apresentam um peso
molecular aparente idéntico em geis de SDS-PAGE. E razoavel admitir que a
mutagdo ndo afecta a regido promotora do gene uma vez que tanto os niveis de mRNA
como de proteina traduzida sdo comparaveis aos observados em embrides selvagens.

Neste trabalho apresentamos evidéncias de que a proteina polol ndo tem actividade
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catalitica uma vez que, ao contrario da proteina selvagem, ndo ¢ capaz de fosforilar a
caseina. No entanto, a possibilidade de ser apenas a especificidade da cinase que se
encontra alterada ndo é eliminada pelos nossos estudos.

Quando se realizam “western blots” com extractos proteicos de embrides de
Drosophila verifica-se que a proteina polo exibe dois padrdes de retardagéo diferentes.
A banda de menor migragdo correspondera a uma forma fosforilada da proteina uma
vez que € sensivel ao tratamento com fosfatases. Em embrides polol, no entanto,
somente uma banda € observada, correspondendo a de menor retardagdo, indicando
que a proteina mutante ndo € correctamente fosforilada. Sabendo-se ja que a forma
activa da cinase parece corresponder a forma fosforilada da proteina, este dado sugere
que a mutagdo polol tem o efeito de tornar a proteina inactiva por evitar que seja
eficientemente fosforilada, fornecendo uma base bioquimica para a afirmagdo anterior
de que o polol é um hipomorfo (Sunkel e Glover 1988).

E necessaria uma certa cautela na interpretagdo dos resultados aqui obtidos. O
facto de se observar em “western blot” apenas a banda de maior mobilidade em
extractos de embrides mutantes ndo significa necessariamente que a proteina polol
ndo seja uma fosfoproteina. A mutagdo pode causar a inactivagdo sem afectar a
fosforilagdo da proteina. Isto porque a deteccdo de isoformas fosforiladas por
retardagdo (ou acelerago) em gel de poliacrilamida € problematica e pode variar com
o contexto da sequéncia. A mutagdo pode pertubar um local da estrutura secundaria de
modo a que a fosforilagdo deixe de afectar a mobilidade da proteina. Ou pode ainda
haver mais que um local de fosforilagdo na proteina polo e a fosforilagdo activadora
nido ser a causadora da mudanga na mobilidade. A identificagdo do local de mutagéo
polol podera vir deste modo fornecer informagdes preciosas acerca do funcionamento

e/ou da activagdo da cinase polo.
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Para que se possa compreender a fungdo biologica de qualquer cinase torna-se
sempre necessario identificar os seus substratos fisiolégicos. Uma vez que ndo se
encontram descritos métodos que permitam identificar-se os alvos da acgdo bioldgica
de uma cinase tentdimos desenvolver uma abordagem que auxiliasse a resolugdo deste

problema.

6.1- Desenho de ensaios que permitam identificar substratos fisioldgicos
da cinase polo

O desenho experimental dos nossos ensaios baseia-se no principio de que em
extractos de embrides polol, nos quais a cinase esté inactiva, os substratos da cinase se
devem encontrar numa forma desfosforilada. E legitimo pensar que os substractos
fisiologicos da cinase polo se devem encontrar desfosforilados nestes embrides uma
vez que a cinase € essencial a viabilidade celular, ndo tendo portanto uma fungéo
redundante. Simultineamente espera-se que num extracto de embrides selvagens esses
mesmos substratos endogenos se encontrem numa certa propor¢do ja fosforilados,
uma vez que a cinase tera a actividade catalitica a niveis normais. Deste modo, se a
extractos destes dois tipos de embrides se adicionar cinase polo em conjunto com [y—
32P]ATP, a cinase adicionada serd capaz de fosforilar os seus substratos endégenos no
extracto de embrides polol (porque ai se encontravam desfosforilados), mas ndo
podera fosforilar essas mesmas proteinas em extratos de embrides selvagens (uma vez
que devem ja estar fosforiladas). Se estes dois tipos de extractos forem analisados em
SDS-PAGE, apds a incubagdo com cinase polo e [7—32P]ATP, devera entdoser
possivel detectar-se estes substratos fisiologicos. Eles corresponderdo as proteinas
marcadas com maior intensidade nos extractos de polol do que nos extractos de

embrides selvagens (ver esquema do ensaio na Fig. 6.1). De modo a que estes ensaios
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Embrido WT Embrido polo1
Substratos da
cinase polo
forma
fosforilada
forma
desfosforilada
EXTRACTO PROTEICO
INACTIVAR CINASES
ENDOGENAS
ADICIONAR POLO + ATP-32P
— — FOSFORILAGAO
INESPECIFICA
— mm | | FOSFORILAGAO
ESPECIFICA

Fig. 6.1- Esquema do ensaio a realizar para seldeterminar substratos fisiologicos da cinase
polo. Prevé-se que em embrides mutantes polo , devido a que o enzima se encontra inactivo,
os seus substratos fisiolégicos se encontrem por fosforilar (quadrados brancos). Em embrides
selvagens esses mesmos substratos poderdo ja estar fosforilados (quadrados pretos) devido a
que o enzima nativo se encontra activo. Extractos de ambos os tipos de embrides Ipoderﬁo ser
fosforilados com enzima polo adicionado exdgenamente, mas nos embrides polo™ a
incorporagio de P nos substratos devera ser superior, devido a razio acima indicada. Deste
modo a detecgdo de proteinas com uma marcagio mais intensa em extractos polol que wt
indica deverdo corresponder a substratos fisiologicos da cinase (fosforilagdo especifica). Se o
enzima polo for capaz de fosforilar proteinas que no sejam seus substratos endégenos devera
faze-lo a um nivel igual em ambos os tipos de extracto (fosforilagdes inespecificas).
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Embridao WT Embrido polo1

EXTRACTO PROTEICO

ADICIONAR ATP-32P

\

<] FOSFORILAGAO
DEVIDA AO POLO

Fig. 6.2- Esquema de ensaio a realizar de modo a determinar-se substratos fisiologicos da
cinase polo. Assume-se que preparando-se extractos de embrides num volume minimo de
tampdo se obtém basicamente um extracto citoplasmatico (cell-free extract) em que muitas
das reacgdes intracelulares possam ser reproduzidas, a semelhanga do que € obtido com
extractos de ovos de Xenopus. Se se prepararem extractos de embrides polo” e de embrides
selvagens, e se incubarem estes extractos com [y—szP]ATP espera-se reproduzir reacgdes de

‘ fosforilagdo que ocorrem normalmente no interior dos embrides. As diferencas verificadas
entre os dois tipos de extracto dever-se-do a auséncia de actividade polo nos extractos polol,

e deverdo poder ser detectadas em autoradiografia como bandas mais intensas nos extractos

| de embrides selvagens do que em extractos de embrides polo], indicando possiveis substratos

| enddgenos desta cinase.
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se possam realizar ¢ ainda necessario inactivar as cinases endogenas no extracto, antes
da adigdo da cinase polo, pois a sua actividade catalitica confundiria os resultados.

E ainda previsivel que neste tipo ensaio a cinase polo possa fosforilar
inespecificamente outras proteinas para além dos seus substratos fisiologicos. Este
problema ¢ eliminado pelo facto de se correrem lado a lado os dois tipos de extracto.
As bandas que correspondem a fosforilagdes inespecificas deverdo aparecer com
intensidades iguais nos dois tipos de extracto, sé aparecendo as coorespondendo a

fosforilagGes especificas com intensidades diferentes.

De modo a confirmar-se os resultados obtidos com o ensaio atras explicado
um segundo tipo de experiéncias podem ser planeadas tendo como principio uma
ideia oposta da anterior. Em vez de se analizar o estado de fosforilag@o dos substratos
fisioldgicos da cinase p.io nos dois tipos de embrides (mutantes € selvagens) poder-
se-4 antes analisar a actividade das cinases enddgenas em extractos desses mesmos
embrides. Se se possuir um sistema ‘“cell free” (isto ¢, em que muitas das reacgdes
bioquimicas que ocorrem no interior da célular continuem a ocorrer mas desta feita no
tubo de ensaio) em que a cinase polo presente esteja activa e um sistema “cell free”
idéntico mas em que a mesma cinase se encontre inactiva, entdo as diferencas
observadas nas reacgdes de fosforilagdo a ocorrer em ambos os sistemas terdo como
origem a diferenca de actividade da cinase polo. Este tipo de ensaio devera apresentar
um resultado oposto do anteriormente descrito. Neste caso os substratos fisioldgicos
da cinase polo deverdo aparecer mais intensamente marcados nos extractos de
embrides selvagens do que nos extractos de embrides mutantes uma vez que € no
primeiro tipo de extractos que a cinase tem actividade catalitica (ver esquema do
ensaio na Fig. 6.2). Este ensaio tem ainda a vantagem de se modificar o sistema

biologico o minimo possivel pois ndo ha que inactivar as cinases endogenas.

6.2- Inactivagdo de cinases endégenas em extractos de embrides

Para que se possam utilizar extractos proteicos totais como fonte de substratos
para a cinase polo € necessario proceder-se primeiro a inactivagdo das cinases

endogenas que ai se encontram presentes. Uma vez que os embrides contém uma
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quantidade elevada de cinases activas, se se incubarem extractos de embrides na
presenca de [y—32P]ATP verifica-se que uma diversidade complexa de proteinas €
marcada radioactivamente. Assim sendo, se a estes extractos se adicionar polo sera
muito dificil saber-se, de entre todas as proteinas fosforiladas, quais o serdo devido a
acgdio especifica desta cinase. O método por nos escolhido para se inactivar estas
cinases endogenas foi a inactivag@o por calor.

Estudou-se assim qual o efeito da incubagdo de extractos de embrides a
diferentes temperaturas sobre a actividade catalitica enddgena. Incubaram-se extractos
de embrides selvagens a diferentes temperaturas durante um intervalo fixo de tempo,
findo o qual se lhes adicionou [y—32P]ATP e se procedeu a nova incubagéo a 20°C por
20min. Observou-se entdo, por analise em SDS-PAGE, qual a fracgdo da actividade
cinasica total que ainda se mantinha. Na Fig. 6.3 apresenta-se o resultado da adigéo de
[y—3 2P]ATP a extractos apos estes terem sido incubados durante 15min a 20°C, 40°C,
50°C, 55°C e 60°C. Como se observa, a incubag¢do dos extractos neste intervalo de
temperaturas tem como efeito uma diminui¢@o acentuada da actividade cinasica total.
A 50°C ainda se detecta alguma actividade cindsica capaz de uma fosforilagdo fraca de
algumas proteinas (visivel em filmes sobreexpostos) mas a 55°C verifica-se que €

abolida a totalidade da actividade cindsica endégena.

A incubagio a 55°C dos extractos de embrides provoca uma certa precipitagéo
de proteinas, que se removem por centrifugago antes dos ensaios de cinase. De modo
a analizar-se qual o efeito dessa precipitagdo proteica na composigdo proteica total dos
extractos, correram-se em geis de poliacrilamida extractos de embrides antes e depois
da incubagio a 55°C. Os geis foram entdo corados com Azul de Coomassie. Embora
seja visivel que o tratamento por calor causa uma redugdo acentuada na concentragdo
proteica total dos extractos essa redugdo € idéntica nos dois tipos de extractos (Fig.
6.4). Isto é, apds a incubagdo a 55°C o padrdo proteico de extractos de embrides
selvagens € indistinto do de embrides mutantes polo! quando comparados em geis de
poliacrilamida corados com Azul de Coomassie. A mesma observagdo é obtida se se

corarem os geis com prata (resultado ndo apresentado).
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Fig. 6.3- Inactivacdo de cinases endogenas por incubagdo a diferentes temperaturas.
Incubaram-se extractos proteicos de embrides wt durante 15 minutos a 20°C, 40°C, 50°C,
55°C e 60°C durante 15 minutos. A actlvxdade cindsica endégena total remanescente foi entfio
testada por incubagio dos extractos com [y— P]ATP As proteinas fosforiladas foram entéo

resolvidas em gel de poliacrilamida e detectadas por autoradiografia. Em cada ensaio utilizou-
se um extracto obtido a partir de 10 embrides.
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Fig. 6.4- Andlise de extractos proteicos apos incubagdo a 55°C. Analizaram-se em gel de
poliacrilamida extractos de 40 embrides polol (colunas 2 e 4) ou de 40 embrides wt (colunas
1 e 3) apds terem sido incubados a 55°C durante 15min. Na figura apresenta-se o gel corado
com Azul de Coomassie. Como controlo foi analizada uma amostra correspondente a um
extracto de 40 embrides wt que ndo foi sugeito a incubagio a 55°C (coluna 5).
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6.3- A cinase polo fosforila trés proteinas em extractos de embrides

Ap6s os ensaios anteriores testou-se a capacidade do polo de fosforilar
proteinas num extracto proteico total de embrides selvagens. Este ensaio foi realizado
adicionando-se [7—32P]ATP e cinase polo imunoprecipitada de embrides selvagens ao
extracto proteico inactivado a 55°C, apos este ter sido clarificado por centrifugagdo. A
mistura de reac¢do foi incubada a 20°C durante 20min e as reac¢des terminadas por
adicdo de igual volume de tampdo de amostra de SDS. As amostras foram entdo
analizadas em SDS-PAGE e as proteinas fosforiladas detectadas por autoradiografia,
apresentando-se os resultados obtidos na Fig. 6.5.

Verifica-se que neste tipo de ensaio a cinase polo fosforila essencialmente trés
proteinas de pesos moleculares aparentes de 220kDa, 85kDa e 54kD em extractos de
embrides. Em alguns dos ensaios realizados foi possivel observar a marcagdo outras
proteinas, mas usualmente a um grau menor que as trés proteinas referidas. Além
disso a fosforilagdo destas outras proteinas ndo foi reprodutivel de ensaio para ensaio,
enquanto que a fosforilagéo das trés proteinas anteriormente apontadas foi constante

em todos os ensaios efectuados.

6.4- Ensaios de cinase em extractos inactivados por calor

Para que este tipo de ensaio tenha significado os extractos proteicos a utilizar
foram obtidos a partir de um nimero de embrides selvagens igual ao de embrides
polol . O numero de embrides utilizados na preparagdo dos extractos foi controlado
seleccionando-se os embrides individualmente a lupa e homogenizando-se de seguida,
numa placa de multiplos pogos, com auxilio de duas agulhas. A homogenizag¢do dos
embrides foi, neste caso, realizada em 5ul de tampao IP suplementado de inibidores de
proteases. Os extractos foram entdo clarificados por centrifugagdo (15s a 12000g), as
cinases endogenas inactivadas por calor e, apds nova centrifugagfo, os sobrenadantes
foram utilizados nos ensaios de cinase. Para tal foi-lhes adicionado [7—32P]ATP e
cinase polo imunoprecipitada com o anticorpo MA294.

Na fig.6.6 apresenta-se o resultado deste tipo de ensaio. As trés bandas de

proteinas fosforiladas préviamente observadas quando se utilizou extractos selvagens
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como fonte de substrato para a cinase polo (Fig. 6.5) sdo também observadas nos
extractos polol, Mas, mais importante, quando se compara o grau de marcagéo destas
proteinas nos dois tipos de extractos, verifica-se sio marcadas mais intensamente em
extractos polol do que em extractos de embrides selvagens (a intensidade da marcagdo
¢ pelo menos duas vezes superior nos embrides polol ), 0 que de acordo com a linha
de pensamento prévio indica que se tratam de potenciais substratos enddgenos da
cinase polo.

A fosforilagdo destas trés proteinas foi verificada em todos os ensaios
realizados utilizado-se quer polo imunoprecipitado de embrides selvagens quer
poloB4 recombinante. Em alguns ensaios observou-se mais uma vez a marcagdo de
proteinas de peso molecular diferente, mas esta marcagdo nunca foi reprodutivel e a
intensidade da marcagdo em extratos selvagens e de polo' era normalmente idéntica
donde se assume que se trate de marcagdes inespecificas.

De modo a confirmar-se se as proteinas fosforiladas pela cinase polo
correspondem a proteinas de elevada abundancia nos embrides coraram-se com
Coomassie blue os geis correspondentes ao ensaio de cinase. De notar que na Fig. 6.6
as pistas coradas correspondem a extractos completos, como os usados no ensaio de
cinase, mas ndo as pistas do ensaio de cinase propriamente dito, porque nestas ultimas
a presen¢a de uma concentragdo elevada de anticorpo, utilizado na imunoprecipitagdo
do polo, mascara as proteinas embriondrias com o mesmo peso molecular. Os
resultados obtidos indicam que pelo menos as duas bandas de maior peso molecular
(220kDa e 85kDa) ndo sdo das proteinas mais abundantes nos extractos de embrides,
0 que sugere que a cinase polo ndo as fosforila apenas devido a tratarem-se de

proteinas muito abundantes.

De modo a estabelecer-se se a fosforilacdo observada destas trés proteinas €
especifica da cinase polo, repetiram-se os mesmos ensaios em extractos de embrides
inactivados por calor mas utilizando-se como cinases exogenas a PKA' (Cinase
proteica A) e a PKC? ( Cinase proteica C). Conforme se verifica pelos resultados

apresentados (Fig. 6.7) nenhuma destas duas cinases fosforila preferencialmente

' PKA- Protein Kinase A
?PKC- Protein Kinase C
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Fig. 6.5- A cinase polo fosforila trés proteinas em extractos de embrides. A actividade
cinasica endogena em extractos de 35 embrides foi determinada por incubagfio com

[y—3 P]ATP antes (pista 1) e depois (pista 2) do extracto ter sido submetido a 55°C durante
15mm Um terceiro extracto, também inactivado a 55°C, foi incubado com cinase polo e
[y— P]ATP (pista 3). As proteinas marcadas radioactivamente foram detectadas por
autoradiografia do gel de poliacrilamida em que se analizaram os extractos.

96



l Resultados

200 - €= 220kDa

4= 85kDa

w e, | €= 54kDa

46

ensaio de cinase azul de Coomassie

Fig. 6.6- Comparacdo entre as proteinas fosforiladas pela cinase polo em extractos wt com
extractos polol. A) Incubaram-se extractos de 35 embries (selvagens ou polol), inactivados
a 55°C, com cinase polo e [y—32P]ATP. O resultado das reaccdes foi analizado em gel de
poliacrilamida e as proteinas fosforiladas detectadas em autoradiografia. B) Num segundo gel
foram analizados extractos de 35 embrides selvagens e de embrides polol, também
inactivados a 55°C, e corou-se o gel com Azul de Coomassie. Os numeros a direita dos
paineis correspondem aos marcadores de peso molecular utilizados.
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Fig. 6.7- Ensaios de cinase em extractos de embrides wt e polol utilizando-se a PKA e a
PKC. A) Incubaram-se extractos de 30 embrides wt e de 30 embrides polol, inactivados a
55°C, com cinase PKA e [y— P]ATP As proteinas marcadas radioactivamente foram
analizadas em gel de poliacrilamida e detectadas por autoradiografia. Como controlo &
actividade da cinase realizou-se um terceiro ensaio utilizando-se a caseina como substrato
ex6geno. B) Repetiram-se os ensaios apresentados no painel A) com a cinase PKC. A

esquerda dos paineis apresenta-se a massa molecular dos padrdes utilizados.
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proteinas com 220kDa, 85kDa ou 54kDa nos extractos de embrides polo/ ou de
embrides selvagens. E, muito importante, ambas as cinases fosforilam proteinas a um
grau idéntico nos dois tipos de extracto.

Os ensaios com PKA e PKC foram realizados nas mesmas condi¢des que com
o polo, substituindo-se o tampdo (tampdo PKA - acetato de magnésio 40mM, EGTA
2.5mM e MES 250mM pH6.9; tampdo PKC - MgCl2 100mM, CaCl2 2.5mM, Triton
X-100 0.3%, Tris 200mM pH7.5) e utilizando-se 1ul de PKA (5U/ul) (SIGMA) ou lul
de PKC (~10U/ul) (gentilmente cedida por Carl Smythe).

6.5- Ensaios de cinase em extractos “cell free”

Para a realizacdo de ensaios em extractos “cell free” homogenizaram-se
embrides polol e embrides selvagens num volume minimo de tampdo (usualmente
1 ul), de modo a alterar-se o sistema ao minimo. A estes extractos adicionou-se entdo
[y—32P]ATP e, apos 15min de incubagdo a 20°C, as reac¢des foram terminadas por
adi¢do de tampdo de amostra SDS e as proteinas fosforiladas examinadas em geis de
poliacrilamida. Na fig. 6.8 apresentam-se os resultados obtidos com este tipo de
ensaio. E observavel a incorporagio de 2P num numero largo de proteinas em ambos
os tipos de extracto, como esperado. E embora o padrio de proteinas fosforiladas seja
muito semelhante em ambos os casos, verifica-se que algumas se encontram marcadas
a niveis diferentes nos extractos polol e 0s extractos selvagens. De notar com
particular atengdo que, a confirmar o resultado dos anteriores ensaios e o raciocinio
seguido, entre estas proteinas marcadas com diferente intensidade nos dois tipos de
extracto se observam proteinas com 54kDa, de 85kDa e de 220kDa e, particularmente,
que estas se encontram fosforiladas mais intensamente nos extractos que contém
enzima polo activa (extractos wt). A diferenca de marcagio destas proteinas néo
parece ser tdo intensa como no ensaio anterior (Fig.6.6) refletindo as diferengas no
tipo de ensaio, mas € particularmente interessante verificar que as intensidades
relativas de marcagfo destas trés proteinas se mantém, isto €, que a mais intensamente
marcada € a proteina de 220kDa e que a proteina de 55kDa € a que apresenta menor

intensidade de marcagdo em ambos os tipos de ensaio.
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Uma observagdo cuidada das autoradiografias indica que estas ndo s@o as
unicas proteinas que apresentam uma marcagdo diferente entre os extractos polo/ e
extractos wt. Quando analisadas em geis de poliacrilamida a 8% observam-se
proteinas de baixo peso molecular que estdo também marcadas mais intensamente nos
extractos wt do que nos extractos polol (indicadas com cabeca de seta na Fig. 6.8).
Por outro lado, ¢ ainda interessante notar que certas proteinas sd@o marcadas mais
intensamente nos extractos polol do que em extractos de embrides selvagens, como
por exemplo uma proteina com cerca de 80kDa de massa molecular aparente

. i ~ oz ‘ .
fosforilada nos extractos polo , € que ndo ¢ detectada (ou ¢ muito pouco marcada) em

extractos wt (Fig.6.8).

Para que se pudesse determinar se as trés proteinas fosforiladas pela cinase
polo em extractos de embrides inactivados por calor corresponderiam as proteinas
detectadas no ensaio realizado com extractos “cell free” correram-se num mesmo gel
o resultado dos dois tipos de ensaios (Fig. 6.9). Verifica-se que efectivamente as trés
proteinas fosforiladas pela cinase polo em extractos de embrides inactivados por calor
tém a mesma massa molecular aparente em geis de SDS-PAGE que trés das proteinas
marcadas mais intensamente em extractos “cell free” de embrides selvagens do que

. 1
em embrides polo.

6.6- Fosforilagao de proteinas que co-precipitam com a proteina polo

Numa outra tentativa de identificar substratos da cinase polo, analizamos se
outras proteinas co-precipitariam com a cinase aquando da imunoprecipitagdo de polo
a partir de extractos de embrides e, mais importante, em caso afirmativo, se a cinase
seria capaz de fosforilar essas proteinas. Nesse sentido realizaram-se
imunoprecipitagdes em condigdes mais proximas das fisioldgicas e o produto da
imunoprecipitagdo foi lavado com tamp?@o a baixa concentragéo salina (ver Material e
Métodos). Como controlo efectuaram-se imunoprecipitagées em condigdes idénticas
mas a partir de extractos de embrides polo]. O produto final das imunoprecipitagdes
foi dividido em duas aliquotas: uma das aliquotas foi usada directamente num ensaio
de cinase normal com a caseina como substrato exdgeno; a outra aliquota foi incubada

somente com tampdo de cinase e [y—32P]ATP, sem lhe ter sido adicionada caseina. No
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Fig. 6.8- Comparagdodas proteinasfosforiladas pela actividade cindsica endégena em
extractos de embrides selvagens e polo'. A) Prepararam-se extractos de 15 embrides
gelvagens ou polol) num volume minimo de tampdo IP e incubaram-se na presenca de [ y— |

P]JATP. Apés o periodo de incubagfo as proteinas fosforiladas foram analizadas em gel de
poliacrilamida (7.5%) e detectadas por autoradiografia. B) O mesmo ensaio foi repetido com
o extracto de 20 embrides e o resultado analizado num gel de 12%. A posi¢do dos marcadores
de peso molecular ¢ apresentada no lado esquerdo dos paineis. As setas indicam as proteinas
de peso molecular correspondente mais fosforiladas nos extractos de embrides wt que de
embrides polol. As cabegas de seta indicam a posi¢io de proteinas mais intensamente
marcadas em extractos selvagens do que em extractos polol e que ndo foram detectadas em
extractos inactivados por calor.
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Fig. 6.9- As trés proteinas fosforiladas pela cinase polo em extractos de embrides
inactivados por calor coincidem com as trés proteinas fosforiladas em extractos “cell free”
de embrides selvagens. Um;éxtracto de 35 embrides selvagens, inactivado a 55°C, foi
incubado com poloB4 e [y—"P]ATP, como na Fig. 6.6 (coluna 1). No mesmo gel analizaram-
se extractos de embrides wt € de embrides polol (coluna 2 e coluna 3) que tinham sido
incubados directamente com [y— P]ATP e sem terem sido tratados a 55°C. As proteinas
marcadas radioactivamente nos extractos foram detectadas por autoradiografia.
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Fig. 6.10- Fosforilacdo de proteinas que co-precipitam com a proteina polo. Os
imunoprecipitados de embrides selvagens (pistas 1 e 2) e de embrides polo (pistas 3 e 4),
utilizando-se o anticorp(gzMa294, foram lavados com baixa concentragzﬁo salina e incubados a
20°C na presenga de [y— P]ATP (pistas 2 e 3), ou na presenca de [y— P]ATP e caseina
(pistas 1 e 4). No final do periodo de incubagéo as amostras foram analizadas por SDS-PAGE

e as proteinas fosforiladas determinadas por autoradiografia. 102
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final do periodo de reac¢do adicionou-se um volume igual de tampdo de amostra de
SDS, correram-se as amostras em geis de poliacrilamida e detetactarm-se as proteinas
fosforiladas por autoradiografia.

Os resultados obtidos indicam que varias proteinas co-precipitam com proteina
polo e que esta cinase as pode fosforilar (Fig. 6.10, coluna 2). A fosforilagfo destas
proteinas ¢ devida a ac¢do da cinase polo uma vez que ndo se observam quando as
imunoprecipitagdes foram realizadas a partir de embrides mutantes polol . E
interessante notar que as duas proteinas marcadas mais intensamente tém um peso
molecular de 220kDa e 85kDa. Embora seja detectada uma proteina marcada com
~50kDa a realizagdo de outros ensaios permitiu-nos verificar que ndo corresponde a
proteina de 54kDa observada nos ensaios anteriores (resultados ndo mostrados). Neste
ensaio detectam-se também duas proteinas de baixo peso molecular que estdo
associadas e sdo fosforiladas pela cinase polo. Estas proteinas poderdo corresponder a
proteinas de baixo peso molecular ja detectadas anteriormente nos ensaios com
extractos “cell-free” (Fig. 6.8), mas esta possibilidade ndo foi analisada com maior

detalhe.

6.7- DISCUSSAO

E comum encontrar-se publicada a identificagdo de cinases responsaveis pela
fosforilagdo de proteinas especificas, isto €, sabendo-se que uma proteina possui
residuos fosforilados identificar-se a cinase que a fosforila. Mas o oposto,
conhecendo-se a cinase identificar-se-lhe os substratos, ¢ bastante invuigar. Neste
trabalho procurou-se identificar substratos in vivo da cinase polo. Para tal
desenvolveu-se uma abordagem baseada na comparagdo no nivel de incorporagio de
2p pela cinase em proteinas presentes em extractos de embrides normais e em
extractos de embrides que se desenvolveram num ambiente sem a presenca de cinase
activa (polo]). O raciocinio por detras desta abordagem baseia-se na assumpgdo de
que em embrides sem cinase polo os seus substratos se encontrardo por fosforilar,
enquanto que em embrides normais, dado o facto de a cinase enddgena estar activa, os

substratos se encontrardo ja fosforilados. Este ensaio, embora sendo um ensaio in vitro
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reflete portanto uma situagdo in vivo e por isso permitird identificar substratos
fisioldgicos da cinase a estudar.

Com este tipo de abordagem fomos capazes de identificar trés proteinas, que
sdo potenciais substratos fisioldgicos da cinase polo. Estas proteinas tém a massa
molecular aparente de 220kDa, 85kDa e 54kDa em geis de SDS-PAGE, e sdo mais
intensamente fosforiladas em extractos polol do que em extractos selvagens
inactivados por calor. Neste tipo de ensaio, no entanto, devido ao protocolo de
inactivacdo das cinases enddgenas por incubagdo a uma temperatura elevada,
poderemos ndo detectar outros substratos se estes forem ldbeis a temperatura.
Também ndo ¢ implicito que todos os substractos fisioldégicos, mesmo que resistentes
a incubagdo a temperaturas elevadas, sejam detectados neste tipo de ensaios. Donde se
conclui portanto que estas trés proteinas ndo tém forgosamente que corresponder a
todos os substratos enddgenos da cinase polo.

O facto das trés proteinas serem mais intensamente marcadas em extractos
polol, neste tipo de ensaio, indica que se encontram menos fosforiladas nesta classe de
embrides do que em embrides selvagens. Ndo pensamos que se trate do caso destas
proteinas estarem apenas presentes em concentragdes menores nos extratos de
embrides selvagens, pois os dois tipos de extractos apresentam um padréo proteico
exactamente igual quando se coraram os geis de poliacrilamida com Azul de
Coomassie. O facto de se estar a trabalhar com embrides muito novos auxilia a que a
degradacdo de proteinas embrionicas, observada em embrides polo’ algumas horas
apos a postura, ainda néo se tenha iniciado.

Podera ser argumentado que, embora estando as trés proteinas sub-fosforiladas
em embrides polo', ndo sera a cinase ‘polo responsavel pela sua fosforilagdo in vivo
mas sim uma outra cinase e assim que a fosforilag@o observada nestes ensaios seria
uma fosforilagdo inespecifica destas proteinas. Nao temos dados para eliminar
completamente esta possibilidade. Neste caso contudo essa cinase s6 estara activa

apos o ponto de actuagéo do polo, segundo o esquema

POLO =——> CINASE(S) ——3 PROTEINAS OBSERVADAS

I (in vivo) 1\

(in vitro)
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e seria necessario que a cinase polo seja capaz de fosforilar as trés proteinas
precisamente no(s) mesmo(s) residuo(s) que essa(s) hipotética(s) cinase(s). A
possibilidade de assim acontecer para as trés proteinas parece ser muito baixa.

E ainda possivel que o tratamento por calor utilizado para inactivar as cinases
exponha locais para fosforilagdo que ndo se encontram normalmente expostos in vivo.
No entanto como se verifica uma fosforilagdo mais intensa dos trés polipeptidos nos
embrides polol do que nos embrides selvagens, indicando que ha mais locais para
fosforilagdo disponiveis no extracto de embrides mutantes, ter-se-4 que argumentar
com uma desnaturacdo diferencial entre os dois tipos de extracto. Em qualquer dos
casos, 0 nosso segundo tipo de ensaio mostra que essas proteinas sdo mais fosforiladas
em extractos de embrides selvagens ndo estando portanto numa concentragéo inferior
neste tipo de embrides € o que numero de locais disponiveis para fosforilar ndo sera

devido ao tratamento por calor, pois neste ensaio esse tratamento ndo € utilizado.

Como controlo aos ensaios anteriores realizdmos ensaios com extractos que
ndo foram sugeitos a tratamento por calor e aos quais apenas se adiciona [y—32P]ATP
deixando-se as fosforilagGes endogenas seguirem o seu curso. E deste modo esperado
um resultado oposto ao obtido na experiéncia realizada em extractos inactivados por
calor, ou seja, as bandas correspondendo aos substractos fisioldgicos e que
apareceram mais intensamente marcadas nos extractos polol deverdo aparecer agora
marcadas mais intensamente nos extractos de embrides selvagens. Uma vantagem
deste segundo tipo de ensaio reside no facto de ndo se recorrer a um tratamento por
calor uma vez que ndo se pretende inactivar as cinases endogenas. Deste modo
possiveis substratos labeis ao calor, e que ndo sdo detectados nos ensaios anteriores,
tém a possibilidade de serem agora detectados.

Com este segundo tipo de ensaio fomos capazes de observar uma fosforilagéo
mais intensa nos extractos selvagens do que nos extractos polol de trés bandas
proteicas, com 220kDa, 85kDa e 55kDa de massa molecular aparente em geis de
poliacrilamida, e que parecem corresponder as mesmas proteinas detectadas em
extractos inactivados por calor. E importante notar que agora nio foi adicionada

cinase exdgena ao meio de reac¢do e portanto os niveis de fosforilagdo observados
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devem estar mais préximos dos que se verificam in vivo, indicando talvez que a
proteina de 220kDa ser4 a que sofre um maior grau de fosforilagdo.

Os resultados obtidos com extractos inactivados por calor confirmam os
obtidos com extractos “cell free”, isto é, indicando que a cinase polo € a responsavel
pela fosforilagdo in vivo das trés proteinas. O ensaio realizado com extractos “cell
free” por si s6 ¢ de dificil analise devido a multiplicidade de proteinas que aparecem
marcadas e das diferengas observadas, por vezes subtis, nos niveis de marcagéo entre
os dois tipos de extracto. Uma das possiveis razdes para uma marca¢do mais intensa
de certas proteinas em extractos de embrides selvagens, sera a presenga nestes
extractos de cinases que so estdo activas apos o ponto de ac¢do da cinase polo. A
actividade dessas cinases podera ser detectada nos extractos de embrides selvagens e
ndo nos de embrides polol , uma vez que embora os embrides polol parecam continuar
o ciclo celular na auséncia de mitoses normais durante um certo periodo de tempo,
ndo sabemos quais as vias metabélicas que se encontram inactivadas nestes embrides
mutantes. A realizagdo dos ensaios com extractos em que as cinases endogenas foram
inactivadas (no nosso caso por calor) é portanto essencial para indicar quais as
proteinas cuja fosforilagdo é devida & ac¢do da cinase polo.

Como a utilizagdio de extractos “cell free” permite ultrapassar o problema de se
utilizar a incubagdio a 55°C para a inactivagdio de cinases enddgenas, poder-se-a
detectar substratos labeis ao calor com este tipo de ensaio. Na realidade, detectam-se
vérias proteinas que poderdio corresponder a esta categoria (indicadas com cabega de
seta na Fig. 6.8) algumas das quais tém um peso molecular semelhante ao de proteinas

que co-precipitam com a proteina polo (bandas de baixo peso molecular, Fig. 6.10).

Para que a abordagem seguida, de identificagdo de substratos fisiologicos da
cinase polo, pudesse ser utilizada com credibilidade foi necessario garantir que os
extractos proteicos dos dois tipos de embrido a comparar tivessem uma concentragéo
proteica idéntica, que tivessem sofrido uma dilui¢do idéntica aquando da sua
preparagdo e que o volume dos extractos utilizado nos ensaios era também idéntico.
Para a resolugfio deste problema, obtiveram-se os extractos a partir de um numero
reduzido de embrides e que foram homogenizados individualmente a lupa num

volume de tampdo rigorosamente controlado. Os embrides tinham j& sido escolhidos
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individualmente de modo a minimizar diferengas de idade. O tempo que se levou a
preparar os homogenatos foi também controlado (~5s para 1 embrido e ~1min para 20
embrides). Nés observamos que a quantidade de embrides utilizada em cada ensaio
era crucial no desenrolar dos ensaios. Se se utiliza-se demasiados embrifes na
preparagdo dos extractos o ruido de fundo observado nas autoradiografias néo
permitia que se observassem bandas definidas. Este ruido de fundo parece ter origem
na degradacdo proteica que ocorre durante a preparacdo dos extractos e que €
necessariamente superior para um numero maior de embrides. As diferengas de
marcagéio de proteinas entre os dois extractos também sdo mais visiveis para extractos
preparados com o numero de embrides que aqui apresentdmos. No entanto, o factor
mais importante a ter de ser controlado foi o volume do tampdo utilizado na
preparagdo dos extractos de embrido. Quando se utilizavam volumes de tamp&o mais
elevados ndo se observava a marcag¢do de proteinas, e volumes muito pequenos

implicavam uma perca de proteinas muito grande aquando da inactivagdo a 55°C.

Embora os resultados, por nos obtidos com este tipo de abordagem, permitam
que se saiba a massa molecular de potenciais substratos fisiologicos da cinase, néo
fornecem mais nenhuma informagdo acerca da sua identidade. Sdo por isso apenas
uteis como ponto de partida ou, caso ja se soubesse que a cinase fosforilava
determinada proteina, como confirmagdo final de que esta proteina sofre uma

o 1 . x I
fosforilacdo diferencial entre embrides selvagens e polo’.
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Uma série de observagbes prévias sugerem que a cinase polo devera ter uma
fungfo associada a formag8o e manutengdo de um fuso mitético bipolar. Em primeiro
lugar ha os aspectos do fendtipo do mutante polo/ associados a estrutura do fuso
mitdtico, como por exemplo a observagdo de arranjos desordenados de microtubulos,
de polos do fuso anormalmente largos e, em especial, de arranjos circulares de
cromossomas em torno de um fuso monopolar. Em segundo lugar o gene polo parece
interagir com o locus asp, em cujos mutantes também se observam alteragdes na
estrutura dos microtubulos mitoticos. Finalmente, os mutantes dos genes homologos
em leveduras apresentam igualmente deficiéncias no funcionamento do fuso mitético,
nomeadamente a formagdo de fusos monopolares. Muito interessante ainda € o efeito
da mutagdo CDC5 sobre a ac¢fio da droga MBC. Esta droga inibe a execugdo da
mitose por despolimerizagdo dos microtubulos, mas no entanto o mutante CDCS €
capaz de ultrapassar esta inibi¢do. Dada esta informacéo fara sentido que se procurem

os substratos da cinase polo entre proteinas associadas ao aparelho mitético.

7.1- A cinase polo fosforila a f-tubulina em extractos de microtibulos

Nos ensaios realizados anteriormente no sentido de se identificar potenciais
substratos fisioldgicos da cinase polo, observou-se que esta tem a capacidade de
fosforilar uma proteina em extractos de embrides com um peso molecular aparente de
54kDa. Sabendo-se que em Drosophila este é também o peso molecular aparente da
B-tubulina, um dos principais componentes dos microtubulos, procurou-se entdo saber
se a B-tubulina é proteina de 54kDa fosforilada pelo polo.

Nesse sentido prepararam-se extractos de microtubulos segundo um protocolo
modificado do descrito por Goldstein et al, (1986) a partir de embrides de
Drosophila. Muito sumariamente, os microtibulos sdo purificados com base na sua
estabilizagdo em presenga de taxol, sendo no final separados de uma larga fracgédo de

proteinas associadas por incubagdo com uma concentragdo elevada de NaCl. O
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extracto final obtido esta altamente enriquecido em tubulina e em proteinas associadas
aos microtubulos (Fig. 7.1).

Em gel de poliacrilamida a 12% ¢ possivel separar os monomeros da tubulina
(o-tubulina e a B-tubulina) uma vez que a B-tubulina apresenta uma menor retardagio
(Fig. 7.2). A B-tubulina foi ainda identificada com auxilio do anticorpo monoclonal
anti-B-tubulina Bx69, cuja a especificidade € analizada na Fig. 7.2 (painel B). No
“western blot” apresentado verifica-se que o anticorpo Bx69 tem uma elevada
especificidade para a B-tubulina, ndo reconhecendo nenhuma outra proteina quer em
extractos totais de embrides quer em preparagdes de microtubulos.

De modo a testar-se a presen¢a de eventuais actividades cindsicas a serem co-
purificadas em conjunto com os microtubulos os extractos foram incubados durante
20min a 20°C na presenga [y—32P]ATP. Ap6s o periodo de incubagdo as proteinas
fosforiladas foram analizadas por SDS-PAGE e detectadas em autoradiografia. Os
resultados obtidos indicam que efectivamente em conjunto com os microtibulos se
isola actividade cinasica capaz de fosforilar quer a a-tubulina quer a B-tubulina (Fig.
7.3, coluna 1). Assim sendo, para se poderem utilizar estes extractos nos ensaios com
a cinase polo, testou-se se esta actividade endogena sera eliminada por incubagdo a
55°C durante 15min, antes da adigdo de [y—”‘P]ATP. Tal como nos nossos ensaios
anteriores, a incubagfio a esta temperatura resulta eficazmente numa inactivagdo da
actividade cinasica enddgena presente no extracto de microtubulos pois ndo se
observa qualquer fosforilagdo da tubulina no final do periodo de reac¢do com [y—
32P]ATP (Fig. 7.3, coluna 2).

Uma vez eliminada a actividade cinasica enddgena, utilizou-se 1ul de extrato
inactivado de microtubulos, ajustado a uma concentragdo proteica de ~Img/ml, em
substituicio da caseina nos ensaios de cinase. Pelos resultados obtidos,
autoradiografia apresentada na Fig 7.3 (coluna 3), verifica-se que o polo fosforila
eficazmente a banda de tubulina de menor peso molecular (¢ que corresponde a B-
tubulina) apresentando também alguma, mas fraca, actividade catalitica contra a a-

tubulina.

110




Resultados

‘69xg eulnqni-g-nue feao[douow odroonue

0 W0 J0[q WIISIM Wn 5p ogdezifeal eU SepezI[in wyqure) wreio] opderedaid ep sedejo sewsow
sep sejonbi[y *91SSeW00)) 9p [NZY WO 0peIOd [33 0 3s-ejuasaide emSy eN “eprurejuroerjod

9p [93 wo ogderedaid ep sedejo sesIoAlp sep sejonbie as-urerezijeue 3 g ofmyde) ou 0jLISIP
0[090301d 0 W0Y OpI0JE Op SoNqMIOIdTW Is-wereredald "SojngnioLo1u ap opdvivdaid -1°L “g

9ISSEWO00 ) ap N2y

10|q UJa}SSAA

L 9 § v € ¢ |

L 9 S ¥ € ¢ I N

(eax)
M'IN

111



Resultados

7.2- A p54 fosforilada pela cinase polo em extratos de embrides é a -
tubulina

Sabendo-se que o polo ¢ capaz de fosforilar a B-tubulina nos ensaios in vitro,
analizou-se entfo se esta corresponderia a proteina de 54kDa detectada nos ensaios de
cinase com extratos de embrides inactivados por calor (ver Fig. 6.5). Repetiram-se os
ensaios de cinase utilizando como fonte de substrato extractos de embrides polol e de
microtiibulos, ambos inactivados por calor, mas no final do ensaio de cinase a mistura
de reacgdo foi dividida em duas aliquotas iguais. Uma destas aliquotas foi analizada
directamente em SDS-PAGE (Fig. 7.3, colunas 4 e 6), enquanto que a outra aliquota
foi utilizada primeiro na imunoprecipitagdo da P-tubulina com o anticorpo
monoclonal Bx69. O resultado da imunoprecipitagdo foi entdio analizado em gel de
poliacrilamida (Fig. 7.3, colunas 5 e 7). A autoradiografia correspondente ao gel deste
ensaio, apresentada na Fig. 7.3, indica que o anticorpo Bx69 imunoprecipita
eficazmente a proteina de 54kDa marcada radioactivamente pela cinase polo quer em |
extractos de embrides quer em preparagdes de microtibulos. Este resultado indica
pois que a proteina de 54kDa fosforilada pela cinase polo corresponde efectivamente a
B-tubulina.

E importante realgar que a cinase polo, além da B-tubulina, também fosforila
uma proteina de elevado peso molecular nos extractos de microtibulos (Fig.7.3,
coluna 4). No entanto ndo pensamos que corresponda a proteina de ~220kDa que a
cinase fosforila em extractos de embrides uma vez que tem um peso molecular

aparente inferior (~190kDa) no extracto de microtubulos.

7.3- A cinase polo fosforila a tubulina em residuos serina e treonina

De modo a determinar-se em que tipo de residuos de aminoacidos o polo
fosforila a P-tubulina, realizaram-se de ensaios de cinase com preparagdes de
microttibulos e extraiu-se do gel de poliacrilamida seco a banda correspondendo a esta
proteina. A andlise dos aminoacidos fosforilados foi entdo efectuada por
cromatografia de camada fina ap6s hidrolise acida da proteina.

Por autoradiografia das placas de TLC verifica-se que o polo fosforila a f3-

tubulina em residuos de serina e treonina (Fig. 7.4). No entanto, e ao contrario do que




Resultados

M.W.
(kDa)

|
— (<5 | |

Coomassie western
Blue blot

Fig. 7.2- Caracterizagdo do anticorpo monoclonal anti-B-tubulina Bx69. Correram-se em gel
de poliacrilamida aliquotas de extractos de embrides (ext. emb.) ou da frac¢do final de uma
preparagdo de microtubulos (ext. mic.). Apds transferéncia para membrana de nylon o
anticorpo Bx69 foi utilizado para se detectar a 8-tubulina (painel da direita). De modo a
visualizar-se quer a o~ quer a B-tubulina (setas) um gel equivalente ao utilizado para western
blot foi corado com azul de Coomassie (painel da esquerda). Os marcadores de peso molecular
encontram-se assinalados a esquerda dos paineis.

B __ext. mic. polo1

POLOB4

ipp BX69
ipp BX69

oy |<g= B4kDa

1 23 4 5 6 T
Fig. 7.3- A cinase polo fosforila a b-tubulina. A) Aliquotas de uma prepara¢do de microtubulos
gzﬁ‘acgﬁo final apds extracgdo de MAPs por incubagio com NaCl) foram incubadas com [y—
P]ATP antes (pista 1) ou depois (pistas 2 e 3) de terem sido tratadas a 55°C. A uma das
aliquotas tratadas a 55°C foi ainda adicionada proteina poloB4 (pista 3). B) Uma aliquota de
uma preparagjﬁzlo de microtubulos (como em A)) apos tratamento a 55°C e incubagio com
poloB4 e [y—"P]ATP foi dividida em duas aliquotas idénticas. Uma das aliquotas foi analizada
directamente em gel SDS-PAGE (pista 4). A outra aliquota foi incubada com anticorpo Bx69 a
4°C durante 1h e o resultado da imunoprecipitagio analizado em gel SDS-PAGE (pista 5). A
mesma experiéncia foi realizada utilizando-se um extracto de 30 embrides polo (pistas 6 € 7).
Tanto em A) como em B) apresentam-se as autoradiografias correspondentes aos geis de
poliacrilamida de modo a detectarem-se as proteinas marcadas com p

-
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acontece quando se utiliza a caseina como substrato, o grau de marcagdo destes
residuos ndo é idéntico. Neste caso a cinase polo fosforila a f-tubulina
preferencialmente em residuos de treonina e, a um menor grau, residuos de serina.
Este resultado ndo indica necessariamente que, in vivo, o polo fosforile a -
tubulina num maior numero de residuos de treonina. Pode até ser que a fosforile
preferencialmente em residuos de serina. Como a tubulina utilizada nestes ensaios ndo
foi tratada com fosfatases para remover grupos fosfato que ja possuisse, resultantes de
fosforilacdes enddgenas, os locais de fosforilagdo pelo polo podem ja estar ocupados.
Pode ainda tratar-se que a fosforilagdo observada num dos dois tipos de residuo seja
meramente produto do nosso ensaio e que in vivo o polo fosforile a f-tubulina s6 em

residuos de serina ou so6 em residuos de treonina.

7.4- A proteina de 85kDa associa-se a microtibulos

Aquando das experiéncias realizadas de modo a verificar-se se a proteina de 54
kDa fosforilada pela cinase polo corresponderia a -tubulina observou-se, nos ensaios
com extractos de embrides selvagens, que a proteina de 85 kDa co-precipitava com a
tubulina (Fig. 7.5, coluna 2). Este resultado sugeria que esta proteina poderia ser uma
proteina associada a microtibulos (MAP). De modo a estudar-se melhor esta
associagio da proteina de 85kDa com a B-tubulina e com a proteina polo, realizaram-
se ensaios de “ligand blotting”. Neste tipo de ensaio a proteina a estudar € incubada
com uma membrana na qual foram préviamente bloqueadas as proteinas de extractos
proteicos analizadas em gel de poliacrilamida. A proteina que se ligue as bloqueadas
na membrana ¢ depois detectada, usualmente por recurso a anticorpos.

Para a realizagio destes ensaios separaram-se em gel de poliacrilamida 10% as
proteinas de extractos completos de embrides com <Zh e, simultaneamente,
prepara¢des de microtubulos de que ndo se retiraram as MAPs por lavagem numa
solucdo salina (fracgdo 6 na fig. 7.1). Apoés a transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose esta foi incubada com um lisado de células Sf9 infectadas
com o baculovirus VpoloB4. Como controlo negativo incubou-se uma membrana
idéntica com extractos de células Sf9 infectadas com baculovirus selvagem. A

proteina poloB4 associada a proteinas bloqueadas na membrana foi no final detectada
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com o anticorpo MA294 seguindo-se o procedimento padrdo de revelagdo de “western

blots” por ECL.

A fig. 7.5 resume os resultados obtidos nestes ensaios. Em primeiro lugar ¢ de
notar, tanto na membrana incubada com poloB4 como no controlo negativo, a
detecgdo de uma proteina de 67kDa em ambos os tipos de extractos, isto €, nos
extractos proteicos totais e nos extractos de microtibulos. Essa proteina corresponde
ao polo endogeno presente nas duas amostras. A primeira conclusdo que se pode tirar
destes resultados € que a proteina polo co-purifica com microtubulos.

A segunda observagdo importante € que na membrana incubada com poloB4
esta proteina interage com uma proteina de ~85kDa bloqueada na membrana, e esta
interacgdo s6 € visivel na coluna correpondente ao extracto enriquecido em
microtubulos (Fig. 7.5, coluna 6). Essa mesma interac¢do ndo é observavel na pista
correspondente ao extracto proteico completo (Fig. 7.5, coluna 5), o que sugere que a
concentra¢do desta proteina de 85kDa é mais elevada no extracto de microtubulos,
implicando que na preparacdo destes ultimos se obteve um extracto enriquecido na
p8S.

Em terceiro lugar observa-se a interaccdo entre a proteina poloB4 e duas
proteinas de baixo peso molecular (40kDa e 36kDa) presentes no extracto de embrido
(Fig. 7.5, coluna 5). Essa mesma interac¢do ndo ¢ observada no extracto de
microtubulos (Fig. 7.5, coluna 6), sugerindo que na preparagdo dos microtibulos essas
proteinas sdo eliminadas.

Por fim, ¢ importante também notar que néo se detecta uma interacgdo directa
entre a proteina poloB4 com a B-tubulina em qualquer dos extractos. Este resultado
podera significar apenas uma incapacidade do polo se complexar com a tubulina neste
tipo de ensaio, dado que a tubulina esta desnaturada e bloqueada na membrana. Por
outro lado podera indicar que a proteina polo € apenas capaz de se ligar a complexos
de tubulina (como em microtubulos) e de ndo a reconhecer na forma monomérica,
como neste caso. Este resultado parece confirmar o obtido nos ensaios de
imunoprecipitagdo (Fig. 6.10). Nesses ensaios ndo se observou a fosforilagdo de uma
proteina de 54kDa que coprecipita-se com o polo. Observou-se sim a fosforilagdo de
uma proteina de ~50kDa que, além de um peso molecular inferior ao da tubulina, nio

¢ reconhecida pelo anticorpo Bx69 (resultados ndo mostrados).
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- tir Fig. 7.4- A cinase polo fosforila a tubulina em residuos de treonina e de serina.
A B-tubulina fosforilada pela cinase polo em preparagdes de microtubulos
(como na Fig. 7.3) foi extraida do gel seco e, ap6s hidrélise 4cida, os residuos

| — tre de amino4cidos fosforilados foram separados por cromatografia de camada fina

— ser e detectados por autoradiografia (pista 2). Como comparagdo o0 mesmo ensaio
foi realizado com caseina também fosforilada pela cinase polo (pista 1). A
posi¢do de fosfoaminoacidos padrdo € indicada 4 direita do painel.

poloB4

220kDa 106 =]
50 ‘ 85kDa
50 - 4
54kDa b
(tubulina) < 36kDa

33~

1 9 3 4 56

Fig. 7.5- A proteina de 85kDa proteina associa-se a microtubulos. A) Utilizaram-se como
substrato da cinase polo extractos de 50 embrides selvagens, apds tratamento a 55°C. Metade
da mistura de reacgdo foi analizada em gel de poliacrilamida (coluna 1) enquanto que a outra
metade utilizada para imunoprecipitagio com o anticorpo Bx69 (pista 2). As proteinas
marcadas radioactivamente foram detectadas por SDS-PAGE e autoradiografia. B) Correu-se
em SDS-PAGE um extracto de embrides (pistas 3 e 5) e uma preparagio de microtubulos (nio
incubada com NaCl) (pistas 4 e 6). No final da corrida as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi entfo incubada com extractos de células Sf9
infectadas com baculovirus selvagem (pistas 3 e 4) ou de células Sf9 infectadas com
baculovirus VpoloB4. No final a proteina poloB4 foi detectada com o anticorpo Ma294.

-
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7.5- A proteina polo associa-se a microtiibulos

Os resultados obtidos nas experiéncias de ligand blotting sugerem que a
proteina polo podera associar-se a microtubulos, uma vez que se encontra presente na
fracgdo final da preparagdo de microtubulos (Fig. 7.5, painel B). Para que se pudesse
analizar melhor esta interac¢do realizaram-se entdo “western blots” com as fracgdes
obtidas durante as diferentes etapas da purificagdo dos microtubulos. Na realizagio
destes “western blots™ utilizou-se o anticorpo Bx69 para se detectar a B-tubulina e,
ap6s lavagem da membrana, reincubou-se com o anticorpo Ma294 para se detectar o
polo (Fig. 7.6, paineis A). E visivel nos Westerns obtidos que a proteina polo ndo so
co-purifica com os microtibulos como também a sua concentragdo nas fracgdes
aumenta com o grau de purificagdo dos microtiibulos. Este aumento de concentragdo
ndo foi quantificado mas, embora modesto, parece indicar que a proteina se encontra
realmente associada a microtubulos.

Na mesma experiéncia tentou-se ainda observar a totalidade das actividades
cinasicas presentes nas diferentes frac¢des obtidas na preparagdo de microtubulos.
Aliquotas idénticas as que foram utilizadas para a realizagdo dos “western blots”
foram incubadas com [y—32P]ATP durante 15min a 20°C, como para os ensaios em
extractos “cell free”. As proteinas fosforiladas foram detectadas por andlise das
fracgOes em gel de poliacrilamida que depois de seco foi exposto a filme de raios-X.
Como esperado observa-se com este tipo de ensaio uma diversidade enorme de
proteinas marcadas com 2P nas frac¢Ges analisadas (Fig.7.6, painel B). De notar no
entanto que a fosforilagdo da tubulina, que ¢ fraca na fraccdo correspondente ao
extracto total de embrides (coluna 1), aumenta dramdticamente quando os
microtibulos sdo estabilizados pela inclusdo de taxol no tampéo (colunas 5 e 6). De
notar ainda que na frac¢do 7 (Fig. 7.6, coluna 7) ndo se observa fosforilagdo da
tubulina, embora a frac¢io contenha quer tubulina quer proteina polo. A frac¢do 7
corresponde ao sobrenadante obtido aquando da incubagfio do extracto de

microtubulos com uma solugdo de elevada concentragdo salina (ver Material e

Meétodos) e ndo é esperado que contenha microtibulos polimerizados.
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Fig. 7.6- Associacdo da proteina polo a microtubulos. A) As fracg¢des obtidas durante a
preparagéo de microtubulos foram analizadas em Western blot com os anticorpos anti-polo
Ma294 e anti-B-tubulina Bx69. Pista 1- extracto total de embrides; pista 2- sobrenadante apds
centrifugacdo a 16000g; pista 3 - sobrenadante ap6ds centrifugagdo a 135000g; pistas 4 e 5 -
sobrenadante e pellet apds incubagdo com taxol e centrifugagio a 54000g; pistas 6 € 7 - pellet
sobrenadante apds incubag¢@o com NaCl 0,4M e centrifugagdo. B) As mesmas fracgdes
analizadas em A) foram incubadas 15 min a 20°C na presenga de [y— P]ATP e analisadas em
gel de poliacrilamida (10%) seguido de autoradiografia. Tanto em A) como em B) as fracgdes

analizadas continham 5ug de proteina.
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7.6- A cinase polo é responsivel por parte da actividade cindsica associada
a microtubulos

Sabendo-se que a proteina polo se encontra associada a microtibulos tentamos
entdo saber se esta cinase seria responsavel pela acg@o cindsica que co-purifica com
microtubulos e que fosforila a tubulina (ver Fig.7.3, coluna 1). Para a realizagéo deste
 ensaio utilizou-se a fracgdo 6 da preparagdo dos microtubulos (Fig. 7.6, coluna 6) e
que corresponde ao pellet obtido apos a incubagdo do extracto de microtibulos com
0.4M de NaCl. De uma aliquota desta frac¢éo, com lpg de proteina num volume de
20ul, imunoprecipitou-se a cinase polo com anticorpo Ma294 associado a proteina G-
Sepharose, e incubaram-se as amostras durante 1h a 4°C. No final deste periodo, o
imunoprecipitado foi removido por centrifugagéo e a actividade cinasica associada aos
microtiibulos determinada por incubagdo com [y—32P]ATP, como para 0s ensaios com
extractos “cell free”. As proteinas fosforiladas foram analizadas em gel de
poliacrilamida que posteriormente se exp0s a filme de raios-X (Fig. 7.7, coluna 1). A
actividade cinasica da amostra imunodepletada de polo foi comparada com a de uma
amostra que tinha sido incubada com proteina G-Sepharose sem anticorpo Ma294
associado (Fig. 7.7, coluna 2). Como controlo a imunodeplec¢do da proteina polo
realizaram-se “western blots” com aliquotas da fracgdo 6 que sofreram tratamento
idéntico (Fig. 7.7, colunas 3 ¢ 4).

A andlise dos resultados indica que a imunodeplec¢do da proteina polo dos
extractos foi bastante eficaz (embora ndo quantificada estima-se que em mais de 95%)
(Fig. 7.7, colunas 3 e 4 , anticorpo Ma294). Como resultado da imunodeplec¢éo
observa-se uma diminui¢do na fosforilagdo da tubulina, bem como de duas outras
proteinas (setas, Fig. 7.7). Os resultados indicam ainda que a fosforilagdo de outras
proteinas na amostra ndo ¢ afectada pela imunodeplec¢do de cinase polo do extracto

(pontas de seta, Fig. 7.7).

DISCUSSAO

Dos trés polipeptidos fosforilados pela cinase polo em extractos de embrides
fomos capazes de identificar o de 54kDa como sendo a B-tubulina. Mostramos ainda

que o polo € capaz de fosforilar a B-tubulina em microtibulos polimerizados pela
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Fig. 7.7- O polo é responsavel por parte da actividade cindsica associada a microtubulos. A
actividade da cinase polo foi analisada na preparag¢3o de microtubulos (correspondentes a
fraccdo 6 da Fig. 7.6). Aliquotas com lug de protein foram incubadas 1h a 4°C com proteina G-
Sepharose (pista 1) ou com anticorpo Ma294 associado a proteina G-Sepharose (pista 2). Apos
remog¢do do imunoprecipitado a actividade cindsica que permanece associada aos microtubulos
foi entfio analisada em metade das amostras por incubagio com [7—3 P]ATP durante 10min,
seguida de SDS-PAGE e autoradiografia. Na figura as setas indicam proteinas cuja marcagfo
com P diminui ap6s a imunoprecipitagdo e as cabegas de seta as proteinas cuja marcagio nio
se altera. Como controlo realizou-se um western blot com a segunda metade das amostras

utilizando-se o anticorpo Bx69. Ap6s lavagem do blot este foi reincubado com anticorpo
Ma294.
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inclusdo de taxol € GTP no tampdo de purificagdo, € que esta cinase é responsavel por
parte da actividade cinasica que fosforila a tubulina e que co-purifica com
microtubulos.

A observagdo de que a B-tubulina se encontra fosforilada in vivo esta ja
descrita (Eipper 1972, 1974; Sandoval et al,, 1976; Diaz-Nido et al,, 1990; Rudiger ¢
Weber 1993) bem como que pode ser fosforilada in vitro por diversas cinases
(Wandosell et al, 1986; Crute e Van Burkirk 1992). A presenca de uma actividade
cinasica associada a microtibulos purificados e capaz de fosforilar a B-tubulina e
algumas das MAPs foi também descrita anteriormente (Serrano et al,, 1987; Diaz-
Nido et al, 1988a e¢ 1988b; Bai e al,, 1992). A maioria das observagdes in vivo
reporta-se a estudos realizados em neuroblastos. Neste tipo de células parece que
apenas a B-tubulina ¢ fosforilada e esta fosforilagdo da-se em residuos de serina da
regidio C-terminal (Eipper 1974; Gard e Kirschner 1985; Diaz-Nido et al,, 1990). Estas
observagdes foram muito recentemente estendidas a células ndo-nervosas tendo
também sido detectada fosforilagdo da B-tubulina em eritrécitos e fosforilagdo da a-
tubulina (em residuos de tirosina) em linfécitos T (Rudiger e Weber 1993; Marie-
Cardine et al,, 1995).

Pouco se sabe ainda sobre o papel que a fosforilagdo da tubulina desempenha e
muito possivelmente estas fosforilagdes terdo uma fungdo diferente consoante o tipo
de células em que ocorrem, como por exemplo a fosforilagdo da a-tubulina que parece
estar correlacionada com a activagdo de células T (Marie-Cardine et al, 1995).
Especula-se que as modificagdes pos-traducionais da tubulina promovem a ligagéo de
MAPs e desta maneira estabilizam os microtibulos no interior das células. No entanto
esta conclusdo é baseada na evidéncia circunstancial de que ¢ no terminal-C da
tubulina que ocorrem tanto as modificagdes pos-traducionais como a ligagdo a muitas
das MAPs ja descritas. Mas ha pouca ou nenhuma evidéncia a mostrar que as
modificagdes pos-traducionais da tubulina aumentam a ligagdo a MAPs (para revisdo
ver Avila, J. 1990; 1992; Margolis e Job 1994).

Deste modo, o significado biologico da fosforilagdo da tubulina é ainda
desconhecido. Por outro lado nio ha ainda evidéncias conclusivas acerca da
identidade da cinase (ou cinases) responsavel pelas fosforilages observadas. Entre as

cinases capazes de fosforilar a tubulina in vifro contam-se a cinase dependente da
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calmodulina, a cinase II da caseina, a cinase associada ao receptor da insulina e a
cinase c-mos (Wandosell et al,, 1986; Serrano et al,, 1987, Zhou et al, 1991). A
observagdo de que a cinase associada ao receptor da insulina fosforila a tubulina em
residuos de tirosina sugere que esta poderd ser a responsavel pela fosforilagdo
observada em linfocitos T. A cinase dependente da calmodulina, no entanto, fosforila
tanto a a-tubulina como a B-tubulina e causa mudangas conformacionais que inibem a
capacidade da tubulina se auto-associar em microtibulos e de se ligar a algumas das
proteinas associadas a microtubulos (Wandosell et al, 1986). A fosforilagdo da
tubulina pela cinase II da caseina por sua vez tem um efeito oposto, isto €, parece
promover a montagem e estabilizagdo de microtubulos (Serrano et al,, 1989).

Neste trabalho ndo se examinou qual o efeito da acgdo da cinase polo sobre a
capacidade de polimerizagdo/despolimerizagdo da tubulina, mas pelos resultados
obtidos parece que a cinase fosforila preferencialmente a tubulina em condi¢Ges que
favorecem a polimerizagdo de microtubulos (Fig. 7.3 e Fig. 7.6). Por outro lado,
quando as as condigdes favoreciam a despolimeriza¢do observou-se pouca ou
nenhuma fosforilacdo da tubulina. Os nossos resultados estdo ainda em concordancia
com os de Gard e Kirschner (1985), que observaram que quando células em cultura
eram tratadas com taxol a fosforilagdo da tubulina aumentava rdpidamente, e que essa
mesma fosforilagdo se reduzia drasticamente quando drogas que induzem a
despolimerizagdo (como o nocodazole e a colcemida) eram utilizadas no meio de
cultura. Nos também observamos, nos nossos ensaios in vitro, que a utilizagdo de
taxol para estabilizar microtubulos provocava um enorme aumento na fosforilagdo da
tubulina.

O facto da tubulina ser, dos trés polipeptidos que o polo fosforila nos nossos
ensaios, o que apresenta uma diferenga menor de marcag&o entre embrides selvagens e
embrides polol, além de também uma menor marcagdo total, pode ser devida a
diversos factores. O principal dos quais sera que os ensaios ndo sio realizados num
ambiente que favorize a polimerizagio de microtibulos. Sabe-se também que a
tubulina ¢ notériamente sensivel a incubagdes a temperaturas elevadas. A ter um
efeito biologico, a fosforilagdio da tubulina pelo polo in vivo podera ocorrer apenas
numa sub-populagdo de microtubulos alterando-lhes a estabilidade e conferindo-lhes a

plasticidade necessaria a execugdo da mitose.
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Dois resultados obtidos de maneiras distintas nos nossos ensaios indicam um
dos outros substratos da cinase polo, a proteina de 85kDa, ¢ uma proteina associada a
microtibulos. No primeiro tipo de ensaios a p85 aparece associada a tubulina quando
esta ¢ imunoprecipitada de embrides, e no segundo uma proteina de 85kDa, a qual a
proteina polo se liga, aparece enriquecida em fracgdes purificadas de microtubulos. A
classificagdo da p85 como sendo uma proteina associada a microtibulos ndo €, no
entanto, ainda absoluta. Sera necessério caracterizar mais pormenorizadamente esta
proteina para que se possa classificar com certeza como sendo uma MAP,
nomeadamente purificando microtibulos por ciclos de calor e frio e ver se a proteina
de 85kDa co-purifica com os microtubulos.

Em Drosophila estdo descritas apenas duas proteinas de 85kDa que se
associam a microtibulos (Cambiazo et al, 1995; Raff e Alberts resultados ndo
publicados). O primeiro grupo isolou uma MAP com 85kDa expressa em embrides e
que apresenta muitas das caracteristicas das MAPs de mamiferos, incluido a
capacidade de se ligar a um dominio especifico da regido terminal-C da B-tubulina e
de induzir a montagem de microtibulos (Cambiazo et al,, 1995). Esta proteina foi
purificada de extractos de microtiibulos preparados segundo um protocolo semelhante
ao utilizado por nos e foi recuperada de microtiibulos estabilizados com taxol por
incubagdo destes com concentragdes salinas altas. Nos fomos capazes de detectar a
fosforilagdo ou ligagdo a proteina de 85kDa apenas quando utilizdmos concentragoes
salinas baixas para preparar microtubulos (Fig. 7.5B) ou quando os imunocomplexos
foram também lavados com concentragles salinas baixas (Fig. 6.10). Quando
utilizdmos concentragdes altas de sal ndo se observou qualquer fosforilagdo da
proteina de 85kDa (Fig. 7.3).

Uma proteina de 85kDa, associada a microtubulos, foi também isolada de
embrides de Drosophila através de colunas de afinidade construidas com
microtubulos ou com a proteina centrossomal CP190 (Raff e Alberts, resultados néo
publicados; ver também Kellog et al, 1994). Ndo h4 ainda muita informagéio
disponivel acerca desta proteina excepto que, por imunofluorescéncia em embrides,
tem uma localizagdo centrossomal. Ndo se sabe, por exemplo, se esta proteina

corresponde a isolada por Cambiazo et al,,. (1995) ou se se tratam de duas proteinas
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diferentes com o mesmo peso molecular. Dado o fendtipo da mutagdo polol sera
interessante determinar se a proteina centrossomal de 85kDa corresponde a que a

cinase polo fosforila nos nossos ensaios.

A observagido de que a proteina polo se associa a microtibulos ¢ bastante
interessante. Fica ainda por determinar se esta ligag@o € directa ou por intermédio de
outras proteinas. O facto de nos nossos ensaios de “ligand blotting” ndo observarmos
uma ligago directa do polo a tubulina nfo exclui a possibilidade dessa mesma ligagéo
ocorrer in vivo. As condi¢des do ensaio, € em especial o facto de a tubulina se
encontrar desnaturada e sob a forma monomeérica, podem dificultar a interacgdo entre
as duas proteinas. Uma possibilidade plausivel sera que a proteina polo apenas se

ligue 4 tubulina quando esta se encontra polimerizada em microtabulos.

Os ensaios de “ligand blotting” mostram que a cinase polo se liga a proteinas
de baixo peso molecular (entre 30kDa e 40kDa). J4 em ensaios anteriores tinhamos
verificado que a proteina polo é capaz de se ligar e de fosforilar proteinas com este
peso molecular (ver Fig. 6.8 € 6.10). No entanto ndo fomos capazes de detectar estas
mesmas proteinas nos ensaios realizados com embrides selvagens e polol inactivados
por calor, o que podera significar que se tratam de proteinas labeis a 55°C. A

identidade destas proteinas continua por estabelecer.

Acerca da proteina de 220kDa temos ainda muito pouca informagdo. Além de
se saber que provavelmente co-precipita com a proteina polo e que esta ultima a
fosforila em extractos de embrides, so6 o peso molecular em geis de SDS-PAGE
fornece alguma indicagdo da sua possivel identidade. Tanto em Drosophila como em
muitos outros organismos diversas das proteinas associadas a microtibulos tém um
peso molecular entre 200kDa e 250kDa. Dado os dados ja reunidos acerca da fungéo
da cinase polo e dos seus possiveis substratos fisiologicos ndo seria surpreendente que

a proteina de 220kDa também seja uma MAP.
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Pretendia-se com este trabalho caracterizar-se melhor ao nivel molecular a
proteina codificada pelo gene polo. Com essa finalidade desenvolvemos ensaios em
que se pudesse testar a actividade catalitica do enzima e, em especial, desenhamos

ensaios que conduzissem a identificagéo dos seus substratos fisiologicos.

Actividade catalitica da cinase polo

Utilizando um anticorpo monoclonal especifico contra a proteina polo fomos
capazes de desenvolver um ensaio de cinase que nos permitiu analizar a actividade
catalitica do enzima polo. Fomos capazes de observar que a cinase ¢ capaz de utilizar
a caseina o como substrato exdgeno mas ndo a histona HI. Resultados similares
foram posteriormente obtidos com os enzimas cdc5 e plkl (Kitada et al, 1993;
Golsteyn et al, 1995). Com este tipo de ensaio fomos ainda capazes de verificar que a
cinase polo pertence a familia das cinases que fosforilam os seus substratos em

residuos de serina e de treonina.

Regulaciio da actividade catalitica do enzima polo

A cinase polo de Drosophila, bem como o homdlogo plk em células humanas,
parece ser cataliticamente activo apenas durante a mitose €, também em ambos os
casos, 0 subito aparecimento de uma forma activa da cinase parece ser demasiado
brusca para ser devida a uma sintese de novo do enzima (ver por exemplo discussdo
em Golsteyn et al, 1995), o que sugere que a activagdo observada ¢ induzida por
modificagdes pds-traducionais.

Neste trabalho apresenta-se alguma evidéncia de que a actividade da cinase
polo podera ser regulada por alteragdes no seu estado de fosforilagdo. Verificamos que

a proteina polo ¢ ela mesma uma fosfoproteina e que, quer isolada de embrides

selvagens de Drosophila quer expressa a partir de baculovirus recombinantes, perde a

126



s

Discussdo Final

actividade catalitica quando tratada com fosfatases. Em embrides polo/, onde ndo ha
uma forma activa do enzima, apenas se detecta a forma desfosforilada indicando que a
proteina mutante ndo ¢ correctamente fosforilada.

E claramente possivel que a fosforilagio da proteina polo, em embrides
selvagens, seja resultado de uma fosforilagdio ciclica durante as rapidas mitoses
iniciais.Varias das cinases envolvidas na regulagdo do ciclo celular estdo sujeitas a
controlo por fosforilagdo-desfosforilagio (para revisdes ver Gould, 1994; Kyriakis e
Avruch, 1994). Por exemplo, existe uma correlagdo temporal entre a fosforilagdo da
p34°d°2 no residuo T161 e a activagio do enzima e, inversamente, a desfosforilagdo do

de2 , .
°“ na saida de mitose

T161 ocorre concomitantemente com a inactivagdo da p34
(Kreg and Nigg,1991; Lorca et al, 1992). A fosforilagdo de um residuo equivalente
também parece ser requerido para a activagdo de outras cinases como a cinase MAP e
outras cdks (Gu ef al, 1992; Kato et al, 1994). A analise por cristalografia de raios-X
das estruturas da cdc2, da cinase MAP e da PKA, mostra que a ligagdo de um grupo
fosfato nesta posi¢do € critico para o enrolamento das cinases numa conformagéio
activa (revisto em Morgan e De Bondt 1994). A fosforilagdo deste residuo embora
sendo considerada constitutiva no caso da PKA (Taylor ef al, 1993) é claramente
regulada na activagdo da cascata de cinases MAP (ver por exemplo Pelech and
Sanghera 1992; Nishida and Gotoh 1993). A observagéo de que na estrutura primdria
do polo ha um residuo de treonina na posigdo 182, que ¢ equivalente a treonina 161 da
cdc2, suscita a hipotese de que neste residuo podera ocorrer uma fosforilagdo
activadora. Ndo fomos, no entanto, capazes de determinar se a proteina polo sofre
modificagdes no seu estado de fosforilagdo ao longo do ciclo. Serd de extremo
interesse saber se essas modificagdes ocorrem e, em caso afirmativo, qual a cinase
responsavel. A Drosophila ndo ¢ um bom organismo modelo para se executar este
género de analise bioquimica e prevé-se que, dado o crescente interesse na cinase
polo, que esta questdo serd em breve respondida num outro modelo biolégico. Na
realidade, foi ja recentemente publicada a observagdo de que a cinase Plk ¢
especificamente fosforilada durante a mitose, embora a cinase responsavel por essa

fosforilagdo nio tenha sido identificada (Hamanaka et al, 1995).
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Fig. 8.1- Possivel local de fosforilagdo na cinase polo. Indicam-se algumas das
cinases envolvidas na regulagdo do ciclo celular € os residuos onde sdo
fosforiladas (bem como o efeito dessa fosforilagdo sobre a actividade catalitica
desses enzimas).

Fungio da cinase polo

Para se poder antecipar qual a fun¢do da cinase polo é importante ter presente
o fendtipo dos mutantes inicialmente descritos. A mutagdo polo! € uma mutagéo de
efeito materno que origina embrides com redes anormais de microtibulos associadas a
cromossomas condensados e em que os centrossomas ndo se organizam
correctamente. Os neuroblastos de larvas homozigdticas apresentam um largo
espectro de defeitos mitdticos incluindo fusos monopolares e fusos com polos
anormalmente largos (Sunkel e Glover, 1988; Llamazares ef al, 1991).

O polo parece portanto afectar a estrutura/funcionamento do fuso mitético
muito possivelmente actuando ao nivel dos centrossomas. Os fenotipos dos mutantes
plol e cdc5, em levedura, confirmam as observagdes em Drosophila.

A possibilidade de uma acgéo da cinase polo sobre 0s centrossomas ¢ também

. x 1 ~
confirmada pela descri¢do de mutagdes no locus scant . As mutag¢des neste locus

"' Scant - Scott of the antarctic.
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foram isoladas em Drosophila num rastreio para genes que interajissem com a

mutagdo polol (mutag¢bes num segundo sitioz) (White-Cooper, 1994). Em embrides

CINASES +

POLO ===f> FORMAGAO DO
— FUSO

FOSFATASES

Fig. 8.2- Regulagdo e funcdo da cinase polo. A cinase polo € necessaria para que
um fuso mitético normal se forme. A sua fungdo podera ser regulada
positivamente por uma outra cinase € negativamente pela accdo de uma
fosfatase.

transheterozigoticos scant/polol observa-se a partir do ciclo 8 a formagdo de fusos
mitdticos aparentemente normais mas em que se detecta apenas um dos polos do fuso.
A outra extremidade do fuso mit6tico ndo possui um polo normal uma vez que ndo se
observam nem microtubulos astrais nem marcagdo com o antigénio centrossomal
CP190. Neste tipo de embrides, além desta ndo hd nenhuma outra anormalidade
visivel na organizagdo do fuso ou dos cromossomas em qualquer das fases mitdticas.
Estes embrides mostram ainda frequentemente figuras mitdticas combinadas em que
um polo unico é compartithado por dois fusos, sendo também visiveis dispersos no
citoplasma numerosos centrossomas livres com microtiibulos astrais associados. Estes
dados sugerem assim que pelo menos uma das fungdes da cinase polo esta associada
ao funcionamento dos centrossomas durante a mitose. E possivel que a proteina scant
seja um substrato da cinase polo, e que o papel do scant seja a manutengdo das
ligagdes entre o centrossoma e os microtibulos do fuso, isto €, o scant podera ser um
componente do centrossoma envolvido na ancoragem dos microtibulos ao material
pericentriolar. E interessante notar que mutagdes numa outra cinase de Drosophila,
codificada pelo gene aurora, também originam a formagdo de fusos monopolares
devido a ocorréncia de falhas na separagdo dos centrossomas (Glover et al, 1995). No
caso do mutante polol ¢ ainda desconhecido se o aparecimento de fusos monopolares

¢ devido a falhas na separago dos centrossomas ap0s estes se terem duplicado, ou se

2 Second site mutations - identificadas em moscas trans-heterozigéticas, tendo num cromossoma a
mutagdo a estudar (neste caso polo/) e no outro cromossoma uma mutagdo que se encotra numa
posigdo ndo alélica (num segundo sitio portanto) e que ndo complementa a mutago a estudar, podendo
indicar por isso uma interacgdo entre os dois genes.
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centrossoma

\ cromossomas

Fig. 8.3- Aspecto tipico de um fuso mitético em neuroblastos de larvas
transheterozigdticas polol/scant. Por imunofluorescéncia de tubulina e CP190,
em microscopia confocal, ndo é muitas vezes visivel um dos polos do fuso. O
resto do fuso e os cromossomas tém no entanto um aspecto mitético normal.

devido a existéncia de uma falha na prépria duplicagdo dos centrossomas. Sera de
grande interesse esclarecer este aspecto do fendtipo mutante.

Encontram-se também descritas em Drosophila outras mutagdes capazes de
causar a formagdo de fusos monopolares, nomeadamente nos genes merry-go-round €
urchin (KLP61F) (Gonzalez et al, 1988; Heck er al, 1993). Embora o gene
correspondente ao merry-go-round ainda ndo esteja clonado, o gene urchin ja foi
clonado e sequenciado sabendo-se que codifica uma proteina tipo cinesina. Alelos
fracos do urchin apresentam, além de fusos monopolares, fusos bipolares monoastrais
que, tal como no caso do scant, parecem formar-se como resultado de perca de um
dos polos do fuso normal (Wilson et al, 1992; Heck et al, 1993). A cinesina KLP61F
apresenta elevada homologia de sequéncia com os membros da familia de cinesinas
tipo bimC (onde se incluem as cinesinas bimC, CINS8, KIP1, cut7 e Eg5 isoladas de
Aspergillus, levedura e Xenopus) e tanto experiéncias de genética classica como de
imunodeplec¢do indicam que as cinesinas desta familia tém um papel preponderante
em processos relacionados com a separagdo dos centrossomas durante a mitose (para
revisdo ver Goldstein 1993a e b; Hoyt 1994).

A relagdo entre as proteinas polo, aurora, scant, merry-go-round e KLP61F ¢
ainda desconhecida. A possibilidade de qualquer das cinases fosforilar e modificar a

fungdo da proteina tipo cinesina in vivo € atraente mas tera de ser demonstrada.
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A cinase polo fosforila proteinas associadas a microtubulos

Neste projecto foi dada grande atengdo ao desenvolvimento de uma
abordagem que permitisse a identificagdio de substratos fisiolégicos da cinase polo.
Mas embora o conjunto final de ensaios alcangado (Cap. VI) permita que se saiba o
peso molecular de potenciais substratos fisiolégicos néo fornece indicagdes mais
claras acerca da sua identidade. A informag@io dos estudos genéticos sugeria no
entanto que a fungdo da cinase estaria relacionada com a estrutura/fun¢do de um fuso
mitdtico bipolar. Os nossos resultados estdo em concordancia com essas observagdes,
pois apresentamos evidéncias bioquimicas que dois dos substratos da cinase sdo a f-
tubulina e uma proteina de 85kDa que se associa a microtubulos, fornecendo assim
uma base bioquimica para o fendtipo observado no mutante polo/ e confirmar que a
cinase estd envolvida nas altera¢des da dindmica microtubular que ocorrem durante a
mitose. Uma interacgdo entre a CDCS5 e a B-tubulina tinha alias ja sido sugerida pelo
efeito de mutagGes neste gene sobre a droga MBC (ver Capitulo 1).

O “turnover” dos microtubulos durante a mitose € cerca de 20x mais rapido do
durante interfase e acompanha uma reorganizagdo dos longos microtubulos
interfasicos em microtibulos mitéticos geralmente mais curtos. No entanto os
mecanismos que regulam esta reorganizagdo dos microtubulos ndo estdo ainda
definidos. Em células de neuroblastoma foi descrita uma correlagdo entre o
aparecimento de processos tipicos de axoénios e a fosforilagdo da f-tubulina {Gard e
Kirschner 1985; Serrano et al, 1987; Diaz-Nido er al, 1988). Devido a estas
observagdes pensa-se que existe um papel para a fosforilagdo da B-tubulina no montar
e/ou estabilizar de microtibulos. Esta fosforilagdo da f-tubulina parece ser
parcialmente devida ao enzima cinase Il da caseina. Esta cinase fosforila a tubulina
em residuos de serina, que por mapa peptidico parecem corresponder a residuos
fosforilados in vivo, e ndo tem um efeito aparente na capacidade da tubulina em
polimerizar (Serrano et al, 1987). E ndo se sabe se esta serd a tUnica cinase que
fosforila a B-tubulina. De notar ainda que estas observagdes foram realizadas apenas
em células de neuroblastoma em diferenciag@o e que portanto ndo estdo em diviséo.
Se a tubulina for transientemente fosforilada durante o processo de divisdo celular

pode dar-se o caso de essa fosforilagdo néo ter sido detectada nestes estudos prévios.

A possibilidade da fosforilagdo da tubulina pela cinase polo durante a mitose é pois
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bastante interessante. Fica ainda por estudar qual o papel biolégico desta fosforilagéo,
nomeadamente se a capacidade de oligomerizagdo da tubulina ¢ alterada apos a
fosforilagdo e/ou se é a ligagdo da tubulina a MAPs que ¢ modificada. H4 também que
ter em conta que de entre os microtubulos mitoticos existem diferentes subpopulagbes
com “turnovers” diferentes, como por exemplo o dos microtubulos ligados aos
cinétocoros que incorporam tubulina na extremidade + a um ritmo mais lento que os
outros, ¢ o dos microtibulos que se cruzam na zona central do fuso e que estdo
intimamente ligados com a elongagdo do fuso na anafase B. Existe pois a
possibilidade de a cinase polo fosforilar a tubulina apenas numa das subpopulagdes de
microtibulos, justificando também assim um baixo nivel de tubulina fosforilada em
células mitoticas e a dificuldade de se detectar essa fosforilagdo.

Sera prioritario determinar-se o(s) residuo(s) de aminoacido(s) na tubulina
fosforilado(s) pela cinase polo e ver se corresponde(m) a residuos fosforilados em
células que se encontrem em mitose. A ndo existéncia de uma linha celular de

Drosophila sincronizavel torna no entanto estes estudos bastante dificeis.

Diversos estudos mostram que a dindmica microtubular pode ser aumentada
pela simples fosforilagdo das MAPs estabilizadoras (para revisdo ver Avila 1990,
Worderman e Mitchison 1994). A nossa observag@o de que um dos substratos da
cinase polo parecer ser uma MAP de 85kDa € pois muito interessante. E muitas das
MAPs ja descritas s@o alvo de fosforilagdo durante a mitose e apresentam uma massa
molecular entre 220kDa e 240kDa (e.g. Andersen et al, 1994), sugerindo que a
proteina de 220kDa fosforilada pela cinase polo nos nossos ensaios se tratara também
de uma proteina associada a microtubulos. Além disso foram descritas muito
recentemente varias proteinas centrossomais, como a pericentrina, a NuMA, a nineina,
a PCM-1 ¢ a centrina, que também tém um peso molecular da ordem dos 220kDa, e
que exercem um papel de relevo na capacidade dos centrossomas de nuclearem
microtubulos e na formagdo/estabilizagdo de um fuso mitdtico bipolar (Boukson-
Castaing et al, 1996, Balczon et al, 1994; Errabolu e al, 1994; Cleveland 1995). O
facto de o aumento do numero de microtibulos nucleados pelos centrossomas estar
directamente relacionado com a fosforilagdo de proteinas centrossomais (ver por

exemplo Ohta et al, 1993) e que esta fosforilagdo parece ser devida ndo s6 a ac¢do da
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cdc2 e da cinase MAP como também a uma outra cinase ainda ndo identificada
(Masuda e Shibata, 1996) sugere que o polo podera ser esta terceira cinase ¢ fosforilar
proteinas centrossomais.

Dados muito recentes indicam que uma proteina centrossomal, alvo da acgéo
da cinase polo, sera a codificada pelo gene asp de Drosophila. Mutagdes neste gene
causam alteragdes no comportamento dos microtibulos meioticos. E sabe-se que
existe uma interac¢do forte entre mutantes asp e polo (Sunkel e Gonzalez, resultados
ndo publicados). A clonagem recente do gene asp permitiu a produgdo de anticorpos
contra esta proteina. Sabe-se agora que este gene codifica uma proteina de ~220kDa,
que se localiza em centrossomas mitdticos em embrides sincicio e que co-purifica
com microtubulos (Saunders, Moreira, Howard e Glover, manuscrito em preparagao).
Resultados preliminares mostram ainda que a cinase polo, in vitro, € capaz de
fosforilar a proteina asp apoiando a ideia de que as duas proteinas poderdo interagir in

vivo.

Outros substratos da cinase polo

Os nossos ensaios ndo implicam que a cinase polo tenha somente trés
substratos fisiolégicos sendo possivel que algumas das proteinas que se sabem
fosforiladas em mitose e que ndo tém ainda identificada a respectiva cinase
responsavel sejam alvo da acgdo do polo. E também plausivel que o polo seja
responsavel por parte do aparecimento do fosfoepitopo MPM-2. O anticorpo
monoclonal MPM-2 reconhece um epitopo fosforilado expresso em multiplas
proteinas predominantemente durante a fase M (Davis et al,. 1983). Essas proteinas,
tanto mitéticas como meidticas, concentram-se nos centrossomas, fibras do fuso,
cinétocoros e bragos dos cromossomas (Vandré et al. 1984; Taagepera ef al. 1993) e
sabe-se que varias cinases, entre as quais provavelmente a cinase MAP e a cdc2, sdo
responsaveis pela criagdo desse epitopo fosforilado (Kuang e Ashorn 1993;
Westendorf ef al. 1994) .

Em Xenopus, por exemplo, os resultados obtidos indicam a existéncia de uma
cinase capaz de fosforilar e activar a cdc25, que ndo € nem a cdc2 nem a cdk2, e que
essa fosforilagdo provoca a criagdo do fosfoepitopo MPM-2 (Izumi & Maller 1995;

Kuang er al. 1994). Sabe-se ainda que essa cinase ndo necessita que a cdc2 esteja
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activa para ser capaz de fosforilar os seus substratos e que podera sera regulada
negativamente pela fosfatase PP1 ou PP2A. E curioso observar o paralelismo destas
observagdes com o que se sabe sobre a cinase polo, que também ndo necessita da
presenga de cdc2 activa para estar funcional (Ohkura ef al, 1995;Lee et al, 1995), que
pode ser inactivada pela ac¢do de fosfatases, e o facto de a proteina string (o
homélogo da cdc25 em Drosophila) ter 83kDa podendo corresponder a proteina de
85kDa detectada nos nossos ensaios.

A cinase polo podera ainda exercer a sua fungéo biologica actuando sobre a
proteina Op18 (oncoproteina 18 ou stathmina). A Op18 € fosforilada especificamente
na entrada em mitose e esta fosforilagdio € necessaria para que ocorra G2/M
(Marklund et al, 1994; Larsson et al, 1995). Esta proteina promove um aumento na
frequéncia de catastrofe dos microtubulos como o observado durante a mitose
(Belmont, L. e Mitchison, T. 1996). A fosforilagdo da Op18 in vivo ocorre em quatro
residuos de serina, dois dos quais mostraram ser bons substratos para a cdc2 e para a
cinase MAP (Marklund er al, 1993; Beretta et al, 1993) o que parece confirmar
resultados prévios que indicavam que as mudangas na frequéncia de catastrofe dos
microtibulos estdo dependentes da acgdo da cdc2/ciclina B e possivelmente da acgdo
da cinase MAP (Verde et al, 1992; Gotoh et al, 1991; Verlhac et al, 1994). No entanto
a cinase responsavel pela fosforilagdo dos outros dois residuos de serina ndo foi ainda
identificada. Esta fosforilagdo da Op18 ¢ essencial e a expressdo de Opl8 com estes
residuos mutados provoca um bloqueio no ciclo celular em G2/M, onde as células
bloqueadas em mitose apresentam os cromossomas condensados em vez de alinhados
na placa metafasica (Marklund et al, 1994; Luo et al, 1994; Larsson ef al, 1995). O
conjunto destes dados sugerem assim que a cinase polo poderd ser uma das
responsaveis pela fosforilagio da Opl8 estando ja em curso ensaios para determinar
se € este 0 caso.

Dado o fendtipo dos mutantes no gene polo € ainda verosimel que esta cinase
tenha como substratos proteinas essenciais para a formagao/estabilizagdo de um fuso
bipolar, como é o caso de proteinas tipo cinesina (Klps). Em Drosophila mutagdes no
gene urchin (Klp61F) provocam a formagdo de fusos monopolares (Heck ef al, 1993).
O homoélogo desta cinesina em humanos (HsEg5) tem a sua fung¢do regulada por

fosforilagdo (Blangy et al, 1995), e embora parega que essa fosforilagdo seja
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provocada pela cdc2 nfo foi eliminada a hipdtese de serem outras cinases as
responsaveis pela fosforilagdo in vivo. E interessante notar que in vitro a cinase Plk1 ¢
capaz de fosforilar a HsEg5 (Nigg, E. resultados nédo publicados), bem como a cinase
polo € capaz de utilizar a Klp61F como substrato (Tavares, A. resultados ndo
publicados). No caso da KlIp61F parece existir alguma especificidade na fosforilagdo
pois € a unica proteina tipo cinesina que o polo € capaz de utilizar como substrato
entre varias testadas. A ideia de um substrato para a cinase polo entre as Klps € ainda
apoiada pelos resultados recentes de Lee ef al, (1995) que observaram que, in vivo, a
cinase plk interage com a cinesina MKLP-1 e que ¢ capaz de a utilizar como substrato

em ensaios in vitro.

Ensaio utilizado para identificacdo de substratos

A identifica¢@o de substratos fisiologicos de uma cinase ¢ normalmente muito
dificil. Embora seja comum encontrar-se descrita a identificagdo de cinases aquando
do estudo de proteinas que se sabiam ja fosforiladas, o trajecto oposto, isto €
conhecendo-se a cinase identificar-lhe os substratos, ndo ¢ normalmente seguido.

No nosso caso especifico tinha-se acesso a um sistema i»n vivo no qual a cinase
a estudar se encontra inactiva (embrides polol). Caso ndo se possua este sistema
anteve-se que ele possa ser simulado in vitro por imunodeplecgdo da cinase a estudar
(cinase x; ver Fig. 8.4). Uma incubagdo do extracto com ATP permitira enido que as
reacgdes cinasicas devido as actividades enddgenas se processem (excepto, claro esta,
as devidas a cinase x que foi retirada). O produto final devera ser semelhante a um
extracto de embrides mutantes. Se se adicionar-se ao sistema assim obtido a cinase
anteriormente imunoprecipitada em conjunto com [y-32P]ATP deverdo poder-se
identificar os substratos com possivel significado biolégico por comparagdo com o
extracto controlo (de onde ndo se tinha inicialmente retirado a cinase a estudar)
(ensaio esquematizado na Fig. 8.4A). Este tipo de ensaio devera apresentar resultados
semelhantes aos obtidos com o ensaio realizado na Fig. 6.6.

De modo a confirmar-se os resultados obtidos neste tipo de ensaio pode-se
realizar uma experiéncia mais simples, mas com resultados mais dificeis de intefpretar

por si s6 (tal como os da experiéncia da Fig. 6.8 que confirmam os da Fig. 6.6). Neste
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Fig. 8.4- Desenho de ensaios que permitam a identificagdo de substratos fisiolégicos de
enzimas com actividade cindsica.

tipo de ensaio nfo se inactivam as cinases enddgenas incubando-se os extractos
directamente com [y -32P]ATP, apds a imunoprecipitag@o da cinase a estudar-se (ver
esquema apresentado na Fig. 8.4B).

Este tipo de ensaios tem como vantagens o eliminar da necessidade de um
mutante da cinase a estudar, o poder utilizar-se de qualquer tipo de células (isto &, de
células em cultura, de levedura, etc), o poder utilizar-se extractos de células
sincronizadas (e assim estudar fases especificas do ciclo), e principalmente o facto de
o extracto controlo e de o extracto de onde se retira a cinase terem uma origem
comum (no nosso caso utilizaram-se dois extractos diferentes: polol e selvagem).

A desvantagem de se utilizar dois extractos diferentes ¢ também eliminado se

se tiver acesso a mutantes sensiveis a temperatura (conforme esquema da Fig. 8.5).
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Fig. 21- Desenho de um ensaio que permita determinar-se substratos fisiol6gicos
de uma cinase para a existem mutantes sensiveis a temperatura.

Um dos passos cruciais na abordagem seguida neste trabalho ¢ a eliminagdo da
actividade das cinases endégenas, de modo a ter-se uma percepgdo de fosforilagdes
que sio devidas somente e directamente a cinase em estudo. A técnica escolhida neste
trabalho, a inactivag#o por calor, tem desvantagens obvias (ver capitulo V). Em alguns
casos poderd mesmo ser muito dificil de empregar devido a alterar demasiado a
composigdo proteica do sistema (como em ovos de Xenopus, por exemplo). Em
alternativa prevé-se que se possa recorrer a inibidores quimicos de cinases, que
tenham uma acg¢lo geral e que possam ser removidos antes da adi¢do da cinase a
estudar. Um bom exemplo sera o FSBA®, um analogo do ATP que inibe as cinases
irreversivelmente, e que pode ser eliminado do sistema por didlise (Adams e Parker,

1992),

Envolvimento de cinases tipo polo em G1/S ?

Uma série de resultados parecem indicar indirectamente que cinases tipo polo
poderio ter também uma fungéo durante as fases G1/S e ndo apenas durante a mitose.
Entre eles contam-se o facto de o gene CDCS5 ter sido isolado como um supressor do
dbf4 que é um gene necessario no inicio da replicagdo do DNA; de a microinjec¢éo de
RNA antisentido de Ptk em células de rato suprimir a sintese de DNA enquanto que a
microinjec¢io de mRNA de Plk estimula essa mesma sintese; de aquando da

disrupg¢do do gene plol, embora o fendtipo principal seja a formagdo de fusos

*FSBA - 5’-p-fluorosulfonilbenzoiladenosina.
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monopolares e a auséncia de septagdo, se observar um numero elevado de células em
G1/S (bloqueadas numa forma alongada e com um s6 nucleo); de a microinjec¢do de
anticorpos anti-Plk em células humanas provocar em 20% dos casos uma paragem do
ciclo na fase G1.

A ideia de que este tipo de cinases se encontra envolvido nas fases G1/S €
ainda apoiada pelo isolamento dos genes Snk e Fnk de células de rato. Estes dois
genes foram isolados quando se procurava identificar factores induzidos na resposta a
agentes mitogénicos (Simmons ef al, 1992; Donohue ef al, 1995). Ambos apresentam

uma expressdo rapida e transiente quando as células sdo expostas a este tipo de

| agentes, tendo um méaximo de expressdo ainda antes do inicio da replicagdo do DNA.
O conjunto destas observagdes parece pois indicar que estas proteinas integram a
cascata intracelular de sinais que promove a progressdo do ciclo em resposta a
factores de crescimento. A descri¢do da Snk e da Fnk indica pois que, tal como para
as cinases tipo cdc2, existem certas cinases tipo polo envolvidas nas fases G1/S e
outras cinases tipo polo envolvidas nas fases G2/M. Em Drosophila, no entanto, ndo
foram ainda isolados genes de outras proteinas tipo polo, sendo possivel que a cinase
\

polo acumule fungdes em G1/S com fungdes em G2/M, tal como a CDC28 em S.

cerevisiae.
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