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RESUMO

O glioblastoma multiforme (GBM) & o tumor cerebral primario mais comum e
letal, e na maioria dos casos leva o paciente a morte em aproximadamente 14 meses
apos o diagnostico. O tratamento é realizado com remogao cirurgica da massa tumoral,
seguida de radioterapia e quimioterapia. Entretanto, devido a alta resisténcia das
células tumorais, frequentemente o tumor cresce novamente poucas semanas apos a
cirurgia. Recentemente demonstramos que HJURP (Holliday Junction—Recognizing
Protein), uma nova proteina envolvida em reparo de DNA, esta altamente
superexpressa em células de glioblastoma. Esta proteina esta também superexpressa
em outros tipos tumorais, como cancer de pulmao e mama, sendo que maiores niveis
de expressdo de HJURP correlacionam-se com piores progndsticos de sobrevida em
ambos os casos, assim como observamos para os pacientes com GBM. Neste trabalho
vimos que os niveis de mRNA de HJURP estdo aumentados nas linhagens celulares
de GBM T98G, U138MG, U251MG e U343MG, porém nao na linhagem U87MG que
expressa niveis similares ao de fibroblastos ndo tumorais. Por analises de western blot,
observamos uma redugao nos niveis de HJURP apods tratamento das células com
radiagao ionizante, sendo a redugdo mais proeminente na linhagem U251MG. Vimos
ainda que o reparo de quebras na dupla-fita de DNA, induzidas pela radiacao
ionizante, ocorre de modo similar nas células de GBM U138MG, U251MG e U343MG
silenciadas ou ndo para HJURP. Vimos também que células com silenciamento de
HJURP foram mais sensiveis a radiacido, apresentando maiores taxas de apoptose e
morte celular em relagao as células nao silenciadas. Além disso, observamos que o
silenciamento de HJURP promove senescéncia precoce na linhagem de GBM U87MG,
enquanto que este efeito ndo € observado na linhagem T98G e em células RO, que
séao fibroblastos ndo tumorais. Conjuntamente, estes dados sugerem que HJURP esta
de alguma forma associada com o controle da atividade de reparo de DNA e a

manutencao da viabilidade das células de GBM.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and lethal type of primary
brain tumor, and usually leads the patient to death in approximately 14 months after
diagnosis. The treatment consists of surgical removal of the tumor, followed by
radiotherapy and chemotherapy. However, due to the high resistance of tumor cells,
frequently the tumor grows again a few weeks after surgery. We recently demonstrated
that HJURP (Holliday Junction Recognizing Protein), a novel protein involved in DNA
repair, is highly overexpressed in glioblastoma cells. This protein is also overexpressed
in other tumor types, such as lung and breast cancer, in which higher expression levels
are correlated with a poorer survival prognosis, as we also observed for GBM patients.
In this study we found that HHURP mRNA levels are increased in the GBM cell lines
T98G, U138MG, U251MG e U343MG, while in UB7MG cells HJURP levels are similar
to that of non-tumoral fibrobalsts. We have also observed that the repair of DNA
double-stranded breaks, induced by ionizing radiation, occurs similarly in GBM cells
U138MG, U251MG and U343MG when HJURP is silenced or not. We also saw that
U87MG and T98G cells were more sensitive to radiation when HJURP is knocked
down, presenting higher rates of apoptosis and cell death. Moreover, we observed that
HJURP silencing promotes premature senescence in the U87MG cell line, whereas
T98G cells and non-tumoral fibroblasts are not significantly affected. Altogether, these
data suggests that HJURP is related with the control of DNA repair activity and is

required for the maintenance of GBM cells viability.
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1. INTRODUGAO

Gliomas malignos: aspectos gerais

As células da glia sdo células ndo neuronais do sistema nervoso central que
proporcionam suporte e nutricdo aos neurdnios e estdo, aproximadamente, em mesmo
namero que os neurbnios. Entre as células da glia, duas podem ser destacadas: os
oligodendrdcitos, responsaveis pela formagédo e manutengao da bainha de mielina dos
axonios, e os astrécitos, células em forma de estrela que preenchem espacgos entre
neurbnios, regulam a concentracdo de diversas substancias como ions e
neurotransmissores, oferecem sustentagdo aos neurdénios e promovem a comunicagao
entre neurbnios e vasos sanguineos, sendo importantes para a nutricdo das células
nervosas. Provenientes das células da glia, os gliomas malignos sdo os tumores
cerebrais mais comuns e mortais, especialmente os glioblastomas multiformes (GBM),
que geralmente levam a morte do paciente em aproximadamente 14 meses apds o
diagnéstico (MEIR, VAN et al., 2010). Um tumor, quando tem sua origem definida a
partir de astrécitos, € classificado como um astrocitoma. O GBM ¢é o astrocitoma de
grau mais avancado ou grau 1V, ou seja, muito agressivo. E o tumor cerebral de maior
incidéncia na populacao e de maior letalidade. Possui baixa capacidade de metastase,
porém grande capacidade de infiltracado pelo tecido cerebral (MEIR, VAN et al., 2010).

O diagnéstico é feito quando pacientes tém convulsdes e ha aumento de
pressao intracraniana, promovendo dores de cabecga, nauseas, vOmitos, disturbios
visuais, disfungdes cognitivas e sonoléncia (BEHIN et al., 2003). Um aumento muito
pequeno do volume tumoral ira desencadear um aumento na pressao intracraniana,
explicando o agravamento da situagao clinica que pode culminar em coma e morte.
Quando ha suspeita de tumor cerebral, o melhor método confirmatério é por imagem
de ressonancia magnética e amostras histolégicas sdo necessarias para analise do
tipo de tumor (BEHIN et al., 2003). Os fatores mais indicados para o progndstico sao

idade, estado geral do paciente e principalmente a classificacdo histologica, onde


http://pt.wikipedia.org/wiki/Célula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neurônio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervoso_central
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gliomas de baixo grau apresentam células mais diferenciadas e menores indices
mitéticos, e tumores de alto grau, como os GBMs, sdo altamente anaplasicos e
proliferativos e, apresentam ainda, angiogénese e areas de necrose (BEHIN et al.,
2003).

A radioterapia tem se mostrado uma abordagem importante para o tratamento
destas lesdes, pois avangos técnicos como, por exemplo, focar o feixe e adapta-lo aos
contornos irregulares dos tumores cerebrais permitem minimizar a dose para as
estruturas vizinhas e modular a intensidade desses feixes (MEIR, VAN et al., 2010). O
agente alquilante temozolamida, que €& usualmente administrado por via oral e
apresenta um perfil toxicologico favoravel, vem sendo utilizado juntamente com a
radioterapia. Novas técnicas cirurgicas, como a neuroendoscopia e a ressec¢ao guiada
por fluorescéncia, tém também se tornado importantes para o tratamento dos gliomas
(MEIR, VAN et al., 2010). Além das técnicas apresentadas, buscam-se medicamentos
que bloqueiem uma ou mais das vias de proliferacdo alteradas como, por exemplo, o
bevacizumab, um anticorpo que age contra o fator de crescimento endotelial vascular
que ja é utilizado na terapéutica e possui agao anti-angiogénica. Entretanto, os
tratamentos utilizados atualmente ainda sao paliativos, mesmo combinando cirurgia
seguida de radioterapia e quimioterapia (BEHIN et al., 2003). Sua ineficacia deve-se a
elevada resisténcia das células tumorais e o grande problema ¢é a recidiva e o rapido
crescimento da nova massa tumoral, que pode voltar ao tamanho inicial em até 30 dias

(MEIR, VAN et al., 2010).

Classificagcao molecular dos glioblastomas multiformes

A caracterizagdo dos perfis moleculares dos tumores vem sendo utilizada para
aprimorar o diagnéstico e estimar o prognéstico dos pacientes (JANSEN et al., 2010).
O glioblastoma pode desenvolver-se ao longo de duas situagdes clinicas distintas,
caracterizando este tumor como primario ou secundario (figura 1). O GBM primario

apresenta-se ja na sua primeira manifestagdo clinica como um tumor de alto grau,
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enquanto o GBM secundario desenvolve-se ao longo de 5 a 10 anos a partir de um
astrocitoma de menor grau (MAHER et al., 2006). Andlises moleculares revelaram que
a amplificacdo do gene para o receptor fator de crescimento epidermal (EGFR) é
predominante em GBMs primarios enquanto que a perda de TP53 é uma caracteristica
genética de astrocitomas de menor grau e GBMs secundarios, demonstrando que
estes tumores apresentam diferengas genéticas que refletem na biologia das células
tumorais (MAHER et al., 2006). Apesar de cursos distintos, os GBMs primario e
secundario chegam a caracteristicas comuns como invasdo do tecido adjacente,
resisténcia a terapia e apresentam também alteragcées genéticas comuns como a
perda de PTEN e CDKN2A e superexpressdao de CDK4 e MDM2. Novas classes de
GBM estao sendo identificadas e foi demonstrado que sua patogénese molecular é
bastante heterogénea (TCGA, 2008). Atualmente, os glioblastomas s&o divididos em
quatro subtipos moleculares distintos (figura 2) que respondem de maneira diferente
aos tratamentos, o que revela que o refinamento da classificacdo genética do tumor
pode permitir um tratamento mais direcionado e eficaz da patologia (MEIR, VAN et al.,
2010). Com as recentes analises moleculares em larga escala quatro subtipos de GBM
foram definidos, sao eles: proneural, neural, classico e mesenquimal. Estes subtipos
diferem no padréo global de expresséo génica e apresentam alteragdes genéticas
caracteristicas. O subtipo classico é caracterizado pela superexpressdao de EGFR e
auséncia de mutagcdes em TP53. O grupo de pacientes que apresenta este tipo de
tumor sobrevive por periodos maiores em resposta ao tratamento. O subtipo proneural
apresenta mutacédo em TP53 em 54% dos casos, frequentemente apresenta também
mutacdo em IDH1, superexpressdao de PDGFRA (VERHAAK et al., 2010), e possui
grande semelhanca molecular a GBMs secundarios (MEIR, VAN et al, 2010). A
hipermetilacao de diversas ilhas CpG esta presente em grande parte dos tumores
proneurais, o que resulta em padrdes de expressdo génica distintos para os GBM

proneurais hipermetilados e ndo hipermetilados (NOUSHMEHR et al., 2010). O subtipo
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proneural atinge pessoas mais jovens quando comparado aos outros subtipos e nao
responde bem ao tratamento. O subtipo mesenquimal geralmente apresenta mutacdes
em NF1, PTEN e TP53 e os pacientes sao mais responsivos ao tratamento. Ja o
subtipo neural possui um padrao de expressao mais proximo do tecido normal e os

pacientes acometidos geralmente sdo mais idosos (VERHAAK et al., 2010).

Figura 1. Classificagcdo dos astrocitomas de acordo com a organizagao mundial da saude.
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Ohgaki H and Kleihues P, 2007 The American Journal of Pathology 170 (5): 1445-51.

Muitos esforcos estdo sendo feitos para se entender as bases moleculares do
surgimento e progressao dos astrocitomas, sendo o GBM o primeiro tipo tumoral a ser
sistematicamente estudado pelo The Cancer Genome Atlas Research Network
(TCGA). Em busca de novas alteragdes moleculares que possam ajudar a entender o
comportamento agressivo e resistente dos GBM e auxiliar na busca de novas drogas,
analises de sequenciamento em larga escala de mais de 500 amostras tumorais
identificaram novos genes mutados que nunca tinham sido descritos, como ZTR1,

SPTA1, TCHH, KEL e QKI (TCGA, 2013). Portanto, conhecendo-se melhor as
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alteragdes genéticas dos diferentes subtipos de GBM, é possivel a busca por terapias
personalizadas que promovam tratamento mais eficiente e melhores progndsticos para

os pacientes (JANSEN et al., 2010).

Figura 2. Classificagdo molecular dos GBMs.
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A proteina HJURP (Holliday Junction Recognizing Protein) e o cancer

Uma alteragdo molecular recentemente detectada em glioblastomas € a
superexpressao da proteina HJURP (Holliday junction—recognizing protein) (VALENTE
et al., 2009). Esta proteina esta também superexpressa em outros tipos de tumores,
como pulmé&o e mama (KATO et al., 2007; HU et al., 2010). Através de experimentos
de microarray com amostras de tumor de pulmao verificou-se que a quantidade da
proteina HIURP estava aumentada em 139 de 252 amostras e que os pacientes com
altos niveis de HJURP tém um tempo de sobrevida menor do que os pacientes que
expressam baixos niveis de HJURP. Além disso, observou-se que a supressao de
HJURP induz instabilidade cromossdmica e senescéncia nas células tumorais (KATO
et al., 2007). Outro trabalho demonstrou que o nivel de expressdo de HJURP esta
também aumentado em mais de 50% das linhagens de cancer de mama e que quanto
maior o nivel de expressao, menor o tempo de duplicacdo da célula, resultando em
maior velocidade de proliferacdao (HU et al., 2010). Foi visto também que, quando
HJURP esta superexpressa nos tumores de mama, os pacientes tém maior chance de
recidiva e menor expectativa de vida (HU et al., 2010).

Buscando-se entender as fungcbes de HJURP na célula tumoral, foram
realizados experimentos de imuno-precipitacdo que revelaram que HJURP interage
com hMSHS5 e NBS1, que sao proteinas relacionadas ao reparo de quebras de fita
dupla no DNA através do mecanismo de recombinagdo homoéloga (figura 3). Estes
dados demonstram que HJURP possui uma fungéo importante no reparo de DNA apés
a exposicao aos agentes genotoxicos (KATO et al., 2007). Outro papel ja identificado
para HJURP é o recrutamento de CENP-A no nucleossomo dos centrémeros de
cromossomos recem-replicados (FOLTZ et al., 2009) (figura 4). Além disso, foi também
demonstrado que HJURP é capaz de provocar a formagao de novos centrdbmeros pelo
recrutamento de CENP-A. Quando HJURP é recrutada artificialmente para regidées nao

centroméricas através de insergcbes no genoma de sequencias do operon Lac e
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expressdo de HJURP fusionada com Lacl, observa-se a formacdo de cinetdcoros

funcionais ectopicos (BARNHART et al., 2011).

Figura 3. Mecanismo de reparo de DNA por recombinagdo homéloga.
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Foi observado ainda que a estabilidade de HJURP é regulada pela via de
sinalizacdo da quinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (KATO et al., 2007). A
quinase ATM é necessaria para gerar os sinais intracelulares produzidos em resposta
a diversos tipos de lesdes no DNA, pois se associa com o local do dano e fosforila
outras proteinas, ativando as maquinarias de reparo e proteinas quinases, como Chk1
e Chk2, que levam a interrupgéo do ciclo celular (ALBERTS, 2010). A sinalizagédo de

ATM pode estar envolvida com a resisténcia da célula a radiagao, pois observa-se que
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as células onde ATM esta diminuida sdo mais sensiveis a radiagao ionizante e outros
eventos genotoxicos, apresentando elevados niveis de aberragbes e defeitos no reparo
de DNA (ROY et al., 2006). Além disso, células provenientes de tumores de pulméo
expostas a agentes que lesam o DNA como radiagdo e hidroxiuréia, que causam
quebram de fita dupla, apresentaram aumento de HJURP apés o tratamento. Ja em
células deficientes em ATM também testadas, HJURP nao foi detectada antes ou
depois da exposicao a radiagdo (KATO et al., 2007). Em conjunto, esses resultados
indicam que a variacao dos niveis de HJURP depende da presenca da sinalizacdo de

ATM e pode participar da resposta de reparo de quebras de fita-dupla no DNA.

Figura 4. Nucleossomo centromérico contendo CENP-A.
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Dados de nosso laboratério mostraram que o silenciamento de HJURP afeta a
estabilidade de células tumorais de diferentes maneiras. A linhagem de glioblastoma
multiforme T98G apresenta uma parada no ciclo celular em G2/M quando HJURP é
silenciada. Ja a linhagem U87MG n&o mostra alteracdo no ciclo celular e apresenta
caracteristicas morfolégicas tipicas de células senescentes quando HJURP é
silenciada. Ja as células RO, que sao fibroblastos n&o tumorais, n&do s&o
significativamente afetadas apds o silenciamento (VALENTE et al, 2013). Ja foi
demonstrado também que HJURP é essencial para manutencado da viabilidade de
células tumorais em cultura e que os seus niveis de expressao sao controlados, entre
outros fatores, pela indugdo de danos ao DNA (Kato et al.,, 2007; VALENTE et al.,
2013). Estes dados sugerem que esta proteina possa estar associada com a
estabilidade cromossdmica de células tumorais pela manutencdo de centrébmeros
funcionais e também pela atividade de reparo. Portanto, neste trabalho investigamos a
potencial relacdo de HJURP com a atividade de reparo de quebras na dupla-fita de

DNA utilizando o modelo de células de GBM em cultura.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta proposta € investigar se ha correlagao entre os niveis de
expressao de HJURP e a resisténcia de células de GBM a radiacéo ionizante. Além
disso, pretendemos identificar as proteinas com as quais HJURP interage fisicamente
nas linhagens celulares de GBM T98G e U87MG, que respondem de modo distinto ao

silenciamento de HJURP.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o nivel de RNA mensageiro e da proteina HJURP nas células HDPC,
que sao fibroblastos ndo tumorais, e nas células T98G, U87MG, U138, U251 e
U343.

e Avaliar a localizacdo subcelular e a expressao de HJURP nas células RO,
T98G, U87MG, U138, U251 e U343 apds tratamento com radiagao ionizante.

e Quantificar a fragmentagdo de DNA, apds tratamento com radiagéo ionizante,
em trés linhagens celulares de astrocitoma que apresentem diferentes niveis de
HJURP, com e sem o silenciamento desta proteina.

e Avaliar o nivel de apoptose e viabilidade celular, apds tratamento com radiagéo
ionizante, nas trés linhagens selecionadas com e sem o silenciamento da
proteina HJURP.

e Identificar os parceiros de HJURP nas células T98G e U87MG através de
imunoprecipitagdo seguida de espectrometria de massa para sequenciamento

das proteinas obtidas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens celulares e condi¢gées de cultivo

As células HDPC (Human Dental Pulp Cels) sao provenientes de uma cultura
primaria de fibroblastos ndo imortalizados isolados de polpa dentaria de uma crianca
de 5 anos. Estas células foram isoladas no laboratoério dos professores Carlos Alberto
de Souza Costa e Josimeri Hebling da Faculdade de Odontologia da UNESP-
Araraquara, que gentilmente cederam aliquotas para realizagdo de nossos estudos. As
células RO sao também provenientes de cultura primaria de fibroblastos né&o
imortalizados, porém isolados de pele de prepucio de um rapaz de 23 anos de idade.
Estas células foram isoladas no laboratério da professora Enilza Maria Espreafico da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, que gentiimente as cedeu para
realizacdo de nossos ensaios. As linhagens de GBM U87MG (HTB-14™) e T98G
(CRL-1690™) foram obtidas da colegdo da ATCC. As linhagens de U138MG e
U251MG foram obtidas no laboratério da professora Elza Tiemi Sakamoto Hojo da
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP; e as células U343
foram cedidas pelo professor Carlos Gilberto Carlotti Junior da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — USP. Todas as linhagens foram cultivadas em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Life Technologies), em estufa a 37C e 5% de CO2, até confluéncia de
aproximadamente 80%. Apods atingir confluéncia adequada, as células eram
descoladas da garrafa de cultura através do uso de tripsina e transferidas para

microplacas adequadas para cada ensaio.

4.2 Tratamento com radiagao ionizante
As células foram tratadas com radiagao ionizante com taxa de exposi¢cao de

dose de 14 Gy, e em seguida, foram realizadas analises de nivel de expressao, de
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localizagédo subcelular de HJURP e assim como a quantificagdo da fragmentagao do

DNA apés a exposigao.

4.3 Extracdo de RNA e PCR em tempo real

A extracao de RNA das células em cultura foi realizada utilizando o kit RNeasy
RNA Extraction (Qiagen). Todo o meio da placa de seis pogos foi retirado e adicionado
350 pL da solugéo de lise. Apods lise, 350 L de etanol 70% diluido em agua DEPC
(dgua tratada com DEPC, dietilpirocarbonato, e autoclavada) foi adicionado para
precipitacdo das proteinas. Em seguida, foi transferido todo o volume para a coluna e
centrifugada por 30 segundos e 12000 RPM. Apds centrifugagao, foi adicionado 700 pL
de tampéao de lavagem. Entdo, o tampao foi descartado e adicionado 500 pL do
tampéao de lavagem com alcool e a coluna centrifugada novamente por 30 segundos e
12000 RPM. Logo apés, foi adicionado novamente 500 pyL do tampao de lavagem com
alcool e a coluna centrifugada por 120 segundo e 12000 RPM. O sobrenadante foi
descartado e a coluna centrifugada novamente por 60 segundos e 12000 RPM. Por
fim, o RNA foi eluido com 50 yL de agua DEPC. Uma aliquota foi analisada em
espectrofotdbmetro a 260-280 nm para determinacado da concentracao.

Para a transcricdo reversa de RNA foi utilizado o kit "High Capacity cDNA
Archive" (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para
PCR em tempo real foi utilizado o sistema baseado no fluorocromo SYBR, através do
kit "SYBR Master Mix" (Applied Biosystems) de acordo com as condi¢gdes padrbes
recomendadas pelo fabricante. Apds verificagdo da eficiéncia de amplificacdo dos
primers para HIURP e HPRT, que ficou em torno de 95%, a estimativa de expressao
relativa nas diferentes situacdes experimentais foi calculada pelo método do 24
(Livak & Schmittgen, 2001), utilizando-se as células HDPC como referéncia. O gene

HPRT foi utilizado como controle de expressao constitutiva. Este gene foi escolhido por
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representar o melhor controle de expressédo constitutiva para o modelo em estudo

(VALENTE et al., 2009).

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot

A quantificacédo da proteina HJURP nas linhagens tratadas e n&o tratadas com
radiagao ionizante foi realizada por western blot. Inicialmente as amostras protéicas
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com
tampao PBST (PBS 1X, 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado a
temperatura ambiente por 30 minutos sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente na presencga de anticorpos anti-HJURP
(ABCAM, ab100800) diluidos adequadamente, e posteriormente os anticorpos
secundarios. Por fim, a membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes e

exposta a filme autorradiografico.

4.5 Localizagao subcelular de HJURP através de imunomarcacao e aquisigao de
imagens por microscopia confocal

Foi realizado o plaqueamento de 10* células/poco em placas de 24 pogos. No
dia seguinte ao plaqueamento, as células foram fixadas com solugdo de
paraformaldeido 4% por 15 minutos. Em seguida, as células foram permeabilizadas
com solugdo de Triton X-100 0,25% por 30 minutos. Logo apds foi realizado o
bloqueio, utilizando-se uma solugéo de BSA 2%. Apds o bloqueio, o anticorpo primario
anti-HJURP (ABCAM, ab175577) foi colocado em contato com as células (1:200) por
uma hora. Em seguida foram realizadas 3 lavagens com PBS 1X e incubagcdo com o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (1:300), também por 1 hora. Apds a

incubacéo foi realizada novas lavagens com PBS 1X e incubagdo com DAPI (0,05
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pMg/mL) por 10 minutos para marcagao do nucleo. Em seguida, as imagens foram

adquiridas através de microscopia confocal (Leica SP5).

4.6 Quantificacao de quebras na dupla-fita de DNA

A variante histona H2AX substitui a histona H2A convencional em alguns
nucleossomos e pode ser rapidamente fosforilada na serina 139 no carboxi-terminal
em resposta ao dano de DNA (WATTERS et al, 2009). Utilizando anticorpo que detecta
histona H2AX fosforilada, podemos quantificar o nivel de quebras de DNA apds o
tratamento com radiacdo ionizante. Para isso, foram plaqueadas 50.000 células por
poco na placa de 24 pogos. Em seguida, foi realizado tratamento com radiagao
ionizante na dose de 14 Gy e ap6s 15 minutos, 3 e 6 horas, foi feita fixagdo overnight
em 900 uL de metanol 80%. No dia seguinte, as células foram permeabilizadas com
tween 0,1% e bloqueadas com solugdo de soro fetal bovino 10%. Apds bloqueio, as
células foram incubadas com anticorpo primario anti-yH2AX (ABCAM, ab26350) e em
seguida com anticorpo secundario conjugado com Alexafluor 488. Por fim, as células

foram analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto).

4.7 Transfeccao de células com siRNAs

O principio desta metodologia envolve a introducdo de oligonucleotideos de
RNA dupla fita curtos em células eucariéticas utilizando vesiculas lipidicas artificiais, os
lipossomos, que se fundem com a membrana celular entregando o seu conteudo no
citoplasma. Para conduzir experimento de silenciamento, foi utilizada uma microplaca
de 12 pocos e 20000 células foram plaqueadas por pogo. Foi adicionado 1,25 pL dos
oligonucleotideos (solu¢do a 10 yM), dirigidos para o RNA de interesse ou controle de
sequéncia aleatéria, em 250 pL de meio Opti-MEM (LifeTechnologies) e a mistura
homogeneizada. Em seguida, foi adicionado 2,5 pyL de lipofectamina (RNAIMAX

Invitrogen) em cada pogco e a mistura homogeneizada novamente e deixada em
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repouso por 20 minutos. Apds o repouso, 1 mL da suspensdo celular com 2X10*
células/mL foi gotejada lentamente nos pogos sobre o meio contendo os complexos de
lipossomos com siRNA ja formados. A microplaca € tampada, homogeneizada e
incubada por 24 horas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds

incubacgao, 700 uL do meio foi trocado e a placa incubada novamente por 48 horas.

4.8 Ensaio de apoptose e morte celular

A avaliagao da viabilidade de células irradiadas e/ou silenciadas foi realizada pelo uso
do reagente anexina V (Life Technologies) e o corante iodeto de propidio (Life
Technologies). A Anexina V se liga especificamente a fosfatidilserina externalizada na
bicamada lipidica da membrana de células em apoptose, enquanto que o corante de
iodeto de propidio marca apenas células que ja perderam completamente o controle de
permeabilidade da membrana, portanto células inviaveis. Para isso, as células foram
transfectadas e dois dias ap6s, foram irradiadas na dose de 14 Gy. Dois dias apos
irradiacdo, foram tripsinizadas, lavadas em PBS 1X (tampao fosfato salina) e
incubadas em tampao de ligagao de anexina e anexina V por 15 minutos. Em seguida,
foi adicionado iodeto de propidio (1 ug/mL) e as células imediatamente analisadas por

citometria de fluxo (FACSCanto).

4.9 Imunoprecipitagdo de HJURP

Extratos celulares das diferentes linhagens foram incubados a 4°C por uma
hora com 100 pL de contas de proteina G-agarose em volume final de 2 mL do tampao
de imunoprecipitagédo (0.5% NP40, 50 mmol/L Tris-HCI, 150 mmol/L NaCl) na presenga
de inibidor de protease. Logo apds, foi realizada centrifugagdo por 5 minutos e 1000

RPM a 4°C. Apos centrifugagéo, o sobrenadante foi incubado a 4°C com o anticorpo
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policlonal anti-HJURP (ABCAM, ab100800) ou com IgG de coelho, por 2 horas. As
contas foram coletadas por centrifugagdo por 2 minutos a 5000 RPM e lavadas seis
vezes com o tampao de imunoprecipitagdo. As contas lavadas foram ressuspendidas
em 50 pL do tamp&o de amostra Laemmli e fervidas por 5 minutos. Em seguida, as
proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
SDS (SDS-PAGE). Apés eletroforese, o gel foi corado com Imperial Protein Stain
(ThermoScientific). As proteinas encontradas ser&o identificadas por espectrometria de
massas com a colaboracédo do Prof. Dr. José César Rosa da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto.

4.10 Ensaio de senescéncia celular

Foi realizado o plagueamento de 1mL da suspensao de células em placas de 12
pocos utilizando uma concentragéo celular de 25.000 células/mL. No dia seguinte ao
plagueamento, as células foram fixadas com solugdo de paraformaldeido 4% por 10
minutos. Em seguida, foi realizado lavagem com PBS 1X e incubagédo com solugéo de
X-gal. Apos 18 horas as imagens das células foram capturadas em microscopio de

contraste de fase (OLYMPUS CKX41) e as marcagdes analisadas visualmente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao dos niveis de mRNA e da proteina HJURP nos fibroblastos nao
tumorais HDPC e nas linhagens de GBM T98G, U87MG, U138, U251 e U343

Todas as linhagens de GBM testadas, com exce¢do da U87MG, apresentam
expressao significativamente maior do mRNA de HJURP quando comparadas com os
fibroblastos normais. A linhagem U87MG mostrou aproximadamente os mesmos niveis
de expressao das células HDPC. As células tumorais T98G, U138MG, U251MG e
U343MG apresentaram niveis de HJURP entre 3 e 8 vezes o nivel das células HDPC,
sendo que as células T98G sdo as que mostram o maior valor de superexpressao
(figura 5). Em relagdo aos niveis proteicos, todas as linhagens de GBM
superexpressam HJURP em relagao as células HDPC. A linhagem T98G apresentou

0s maiores niveis de expressao da proteina (figura 6).

Figura 5. Expressado relativa do mRNA de HJURP em fibroblastos normais (HDPC) e em
linhagens de GBM. O nivel de mRNA de HJURP foi avaliado através de PCR em tempo real
utilizando-se o sistema baseado no fluorocromo SYBR Green, com kit "Power SYBR Green Master
Mix" (Applied Biosystems). O gene HPRT foi utilizado como controle de expressdo constitutiva. O

AACt

calculo de expressao relativa foi feito pelo método do 2° e as células HDPC como referéncia. *

p<0,05, **p<0,001 e *** p<0,0001.
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Figura 6. Expressao da proteina HJURP nas linhagens de GBM e nos fibroblastos normais
(HDPC). As proteinas de cada amostra foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi entdo sondada com os anticorpos anti-HJURP e anti-

tubulina.
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5.2 Avaliagao do nivel de expressao da proteina HJURP nas células HDPC, T98G,

U87MG, U138 e U343 antes e apds tratamento com radiagao ionizante

Para investigar se a proteina HJURP estaria associada com a elevada
resisténcia do glioblastoma multiforme a radiagdo, sua expressdo foi analisada em
diferentes linhagens celulares de GBM apds o tratamento com radiagao ionizante. Para
isso, as linhagens U87MG, U251MG e T98G foram cultivadas, irradiadas e o nivel de
expressao de HJURP analisado por western blot. Como pode ser observado nas
figuras 7 e 8, ocorre uma diminuigdo dos niveis de HJURP apo6s o tratamento com
radiacao ionizante na dose de 14 Gy nas trés linhagens avaliadas. A reducdo mais
notavel nos niveis da proteina HJURP é observada na linhagem U251, enquanto que o
menor nivel de reducéo é observado em células T98G.

Curiosamente, estes dados sugerem que nestas células o estimulo genotéxico
estd associado com uma redugédo nos niveis da proteina HJURP, contrariamente ao

relatado por Kato e colaboradores (2007) para células de céncer pulmao A549.
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Entretanto, dados recentes da literatura demonstraram que para células HDF (human
dermal fibroblasts) e HUVEC (human umbilical vein endothelial cells), o tratamento
com doxorrubicina levou a uma diminuigdo nos niveis de expressdo de HIJURP em 4,
24, 48 e 96 horas ap06s o estimulo genotdxico (Heo et al., 2013). Sabe-se também que
ocorre aumento de HJURP em células em proliferagdo e diminuicdo no processo
natural de senescéncia celular ou na senescéncia prematura associada ao tratamento
com o agente genotdxico doxorrubicina (Heo et al., 2013). Dessa forma, o tratamento
com outros agentes genotdxicos, como a radiagdo ionizante, que interrompe o ciclo
celular (Ma et al., 2013), poderia também causar diminuicdo nos niveis de HJURP.
Conjuntamente, estes dados indicam que a redugcdo de HJURP que observamos nas

células de GBM pode decorrer de parada no ciclo celular.

Figura 7. Expressao da proteina HHURP em linhagens de GBM apés tratamento com radiagao
ionizante. As proteinas de cada amostra foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi entdo sondada com os anticorpos anti-HJURP e anti-

tubulina.
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Figura 8. Nivel de expressao da proteina HJURP em linhagens de GBM apés tratamento com
radiagdo ionizante. Os niveis da proteina HJURP foram estimados através de densitometria das
bandas da figura 3 com utilizagdo do programa ImageJ (versdo 1.38). O sinal da a-tubulina foi

utilizado como normalizador.
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5.3 Localizagao subcelular de HJURP nas linhagens tumorais T98G e U87MG

Analisamos o padrao de localizacéo subcelular de HJURP nas células US7MG e
T98G cultivadas em condi¢cdes padrao e apds exposigao a radiagao ionizante. Para
isso, as células foram expostas a dose de 14 Gy de radiacdo e ap6s 3 horas foi
realizada a imunomarcacao. Foi observada localizagao citoplasmatica de HJURP em
células nao irradiadas, enquanto que, apdés o tratamento com radiacédo ionizante,
HJURP foi detectada no nucleo das células (figuras 9 e 10). Estes dados revelam que
HJURP é recrutada para o nucleo de maneira regulada durante a resposta a presenca
de danos no DNA.

Além disso, observamos uma clara redugdo do sinal de HJURP apés o

tratamento com radiacao ionizante (figura 9), o que corrobora os dados que obtivemos
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no experimento de western blot (figura 8). Como ja mencionamos este resultado foi
surpreendente, pois sendo HJURP uma proteina envolvida no reparo de quebras de
dupla-fita de DNA esperavamos um aumento nos seus niveis de expressao em
resposta ao dano. Entretanto, considerando a fungdo de HJURP no empacotamento da
cromatina centromérica (FOLTZ et al., 2009), seria esperada uma maior quantidade da
proteina em células com maior atividade de proliferagcdo. Desse modo, a redugao dos
niveis de HJURP observada nas células submetidas a radiagcao pode ser resultado de

uma parada no ciclo celular, que normalmente ocorre em células com danos no DNA.

5.4 Quantificagdo da fragmentagcao de DNA apés tratamento com radiagao

ionizante nas linhagens de GBM com e sem o silenciamento de HHURP

Para avaliar o papel de HJURP no processo de reparo de DNA apds o
tratamento com radiacdo ionizante, foram realizados ensaios de silenciamento
combinados com exposicdo a radiacdo na dose de 14 Gy. As condi¢gdes de
silenciamento foram padronizadas anteriormente e as eficiéncias de silenciamento
para cada linhagem estdo mostradas na tabela 1. O dano causado no DNA foi
quantificado através da deteccdo da histona H2AX fosforilada. Para avaliar a
velocidade de reparo de DNA nas diferentes linhagens, silenciando ou ndo HJURP, o
ensaio foi realizado logo apds a exposicao a radiagdo, 3 e 6 horas apos o tratamento.
Como pode ser observado na figura 11, ndo ha diferengcas estatisticamente
significantes na velocidade de reparo de DNA entre células U138, U251 e U343

silenciadas e nao silenciadas.



32

Figura 9. Localizagdao subcelular de HJURP em células U87MG. As células sem tratamento
(U87-ST e T98-ST) ou submetidas a dose de 14 Gy de radiagéo ionizante (U87-IR e T98-IR) foram
fixadas 3 horas ap6s a exposicao. Foi entdo realizada a imunomarcacao com anticorpo anti-HJURP
(verde) e coloragdo com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal (Leica

SP5), com aumento de 1800 vezes.
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Figura 10. Localizagao subcelular de HJURP em células T98G. As células sem tratamento (U87-
ST e T98-ST) ou submetidas & dose de 14 Gy de radiagéo ionizante (U87-IR e T98-IR) foram
fixadas 3 horas ap6s a exposicao. Foi entdo realizada a imunomarcacado com anticorpo anti-HJURP
(verde) e coloragdo com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal (Leica

SP5), com aumento de 950 vezes.
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Figura 11. Quantificagdo dos danos no DNA de células de GBM silenciadas ou nao para

HJURP e submetidas a radiagdao ionizante. NT — Célula nao transfectada, C — Células

transfectadas com siRNA controle e HJ — Células transfectadas com siRNA contra o mRNA de

HJURP. IR — Células tratadas com radiagao ionizante. A quantidade de dano foi estimada através

de citometria de fluxo para deteccdo da histona H2AX fosforilada 15 minutos, 3 e 6 horas apds

tratamento. Os niveis de significancia estatistica foram calculados em relagdo as células olcontrole

transfectadas e nao irradiadas. * p<0,05, **p<0,001 e *** p<0,0001.
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Tabela 1. Eficiéncia do silenciamento de HJURP nas diferentes células utilizadas.

RO 81%
us7 81%
T98 87%
U138 66%
U251 1%
U343 98%

Este resultado foi surpreendente, pois HJURP é descrita como uma proteina
atuante na via de reparo por recombinagcdo homodloga (Kato et al, 2007) e
esperavamos que sua reducdo prejudicasse no processo de reparo. Porém nao foi
observada uma menor atividade de reparo de DNA apds o silenciamento de HJURP.
Uma hipdtese é que devido ao fato de HJURP regular proliferagcédo celular, o
silenciamento da proteina cause diminuicdo das taxas proliferativas e aumento de
células em G1, fase na qual HJURP nao atuaria. Existem dois mecanismos de reparo
capazes de corrigir quebras no DNA, a via que atua através da juncao de extremidades
ndao homologas e a via de recombinagdo homologa. Em G1 a via preferencial é a
juncdo de extremidades ndo homologas devido ao dificil acesso ao cromossomo
homologo. Neste caso, quando a quebra € detectada, proteinas da via interagem com
as extremidades do DNA e recrutam DNA ligases que promovem a ligagao das fitas
(Hoeijmakers et al, 2001). Este mecanismo nao depende de molde e possui maior

propensao a erros (Khanna & Jackson, 2001; Van Gent et al., 2001). Se a célula



36
estiver na fase S ou G2, a via de reparo preferencialmente ativada € a recombinagao
homologa, onde a cromatide irma é utilizada como molde para reparo (Zhou & Paull,
2013). E possivel que o silenciamento de HJURP cause diminuicdo nas taxas
proliferativas e aumento do numero de células em G1 onde o reparo é feito
preferencialmente por jungdo de extremidades ndao homdlogas, o qual ndo envolve
HJURP.

Outra possibilidade é que o silenciamento de HIURP promova a indugao de
outras proteinas de reparo como compensagao. Poderiam ser proteinas da via de
recombinagdo homodloga ou juncdo de extremidades ndo homodlogas, ambas
responsaveis pelo reparo de quebras de dupla fita de DNA, que s&o causadas pela

radiagao ionizante.

5.5 Avaliagao de apoptose e morte celular

Para avaliar a influéncia de HJURP na resposta celular a radiacao ionizante,
foram realizados ensaios de silenciamento combinados com exposi¢cao a radiagao na
dose de 14 Gy, e dois dias apds tratamento, as células foram marcadas com anexina V
e iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. Foi observado aumento
semelhante da taxa de células apoptéticas e mortas em células U87MG silenciadas
com siHJURP ou irradiada. As células que foram silenciadas e irradiadas tiveram
indices de apoptose e morte ainda maior (figura 12). Para células T98G, a quantidade
de células em apoptose nao foi alterada com a irradiagéo, porém aumentou em células
silenciadas ou silenciadas e irradiadas. Em relagdo a taxa de morte, apresentaram
aumento semelhante na quantidade de células mortas apds silenciamento ou
tratamento com radiacdo. O tratamento combinado com o silenciamento aumentou
ainda mais esta taxa. Estes dados sugerem, que a ocorréncia de reparo de DNA mais
rapida nas células que possuem HJURRP silenciado (figura 11), talvez ndo seja precisa,

levando a célula a morte posteriormente.
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5.6 Analise de senescéncia celular

Outro aspecto relevante da fungdo de HJURP ja descrito na literatura é o seu
envolvimento no controle da senescéncia em células HDF e HUVEC (Heo et al., 2013).
Dados prévios de nosso grupo indicavam que HJURP também poderia atuar no
controle da senescéncia em células de GBM. Observamos em experimentos anteriores
que as células U87MG apresentam alteragdes morfolégicas notaveis que aparecem
gradualmente a partir do segundo dia de silenciamento de HJURP. Estas células, que
sdo geralmente alongadas e crescem frouxamente ligadas como uma rede dispersa,
se tornam achatadas, e apresentam mais contatos quando os niveis de HJURP séao
diminuidos (figura 13). Estas alteragdes morfoldgicas indicavam fortemente a
ocorréncia de senescéncia prematura.

Portanto, este aspecto, apesar de nao previsto inicialmente, foi incluido nos
objetivos deste projeto. Neste estudo foi avaliado o impacto do silenciamento de
HJURP na senescéncia das células RO, T98G e U87MG através de detecgao da
atividade de B-galactosidase. De fato, o ensaio de B-gal que realizamos mostrou
senescéncia massiva das células U87MG no quinto dia apdés o silenciamento de
HJURP, quando foi observado um consideravel aumento no numero de células
senescentes (figura 14 e tabela 2). A linhagem celular de GBM T98G e os fibroblastos
nao tumorais nao mostraram atividade detectavel de p-galactosidase, o que indica que

estas células ndo entram em senescéncia prematura (tabela 2 e figura 14).
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Figura 12. Quantificagdo das taxas de apoptose e morte celular de células de GBM
silenciadas ou ndao para HJURP e submetidas a radiagao ionizante. siC: células transfectadas
com siRNA controle; siHJ: células transfectadas com siRNA contra o mRNA de HJURP; IR: células
tratadas com radiagdo ionizante. A quantidade de células mortas ou apoptoticas foi estimada
através de citometria de fluxo para detecgao de iodeto de propidio e anexina V, respectivamente, 48

horas apés irradiagdo. * p<0,05, **p<0,001 e *** p<0,0001.
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Figura 13. A morfologia das células U87MG é afetada apds o silenciamento de HJURP. As
imagens das células U87MG no terceiro dia apds a transfeccdo com siRNA controle (1) ou siRNA
contra o mRNA de HJURP (2) foram capturadas em microscopio de contraste de fase (Leica MC
0S).

Estes resultados estdo presentes em um artigo elaborado pelo grupo que foi
publicado na revista PlosONE (VALENTE, V et al., 2013). Neste trabalho vimos ainda
que no quinto dia ap6s a reducao de HJURP o nivel de apoptose das células U87MG
aumentou significativamente, culminando num aumento brusco no indice de morte
celular efetiva no sétimo dia apds a transfecgéo. Interessantemente, a viabilidade de
fibroblastos ndo tumorais ndo foi significativamente afetada pela silenciamento de
HJURP. Estes resultados suportam a hipotese de que HJURP pode ter uma fungéo
importante na progressdo e/ou na manutengdo de gliomas de alto grau e,
eventualmente, pode representar um novo alvo para o desenvolvimento de novas

terapias para pacientes com gliomas.
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Figura 14. Células U87MG entram em senescéncia prematura apoés silenciamento de HJURP.
Células U87MG, T98G e RO sem transfecgdo (WT) ou transfectadas com siControle ou siHJURP
foram processadas para o ensaio de B-galactosidase no quinto dia apos a transfecgao. As imagens
foram capturadas em microscépio de contraste de fase (OLYMPUS CKX41).

WT siControl siHJURP

RO

US7MG

5.7 Busca pelos parceiros de HJURP nas células T98G e U87MG através de
imunoprecipitagao

Em relagdo a imunoprecipitagédo, para identificacdo de proteinas que interagem
fisicamente com HJURP, ndo conseguimos obter proteinas precipitadas, nem mesmo a
HJURP. Alteramos de diversas formas nosso protocolo, mas ndo obtivemos sucesso.
Como pode ser observado na figura 15, foi utilizada quantidade adequada de proteinas
inicial no experimento (input) e nao ocorreu ligacdo inespecifica das proteinas do
lisado com as beads, visto que ndo sdo observadas proteinas apds o pré-clareamento.
A Unica banda detectada apds a imunoprecipitagdo esta em torno dos 50 kDa, néo

podendo ser HJURP que possui peso molecular de 84 kDa. Provavelmente, a banda
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observada é o anticorpo anti-HJURP que foi utilizado na imunoprecipitagcdo e tém
massa molecular compativel. Para checar a presenca de HJURP no imunoprecipitado
foi realizado western blot utilizando-se anticorpo anti-HJURP (figura 15). Foi
identificado apenas uma banda de aproximadamente 120 kDa, que nao pode
corresponder a HJURP que possui cerca de 84 kDa. Possivelmente, esta banda € um
agregado do anticorpo que foi utilizado na imunoprecipitagdo, em outros experimentos

esta banda nao foi detectada.

Tabela 2. Porcentagens de células das linhagens RO, U87MG e T98G com atividade de SA-B-Gal

detectavel apos o silenciamento de HJURP.

RO selvagem 1,09% 1,94% 1,98%
RO siControle 0,93% 2,84% 2,25%
RO siHJURP 0,48% 2,50% 2,13%
T98G selvagem 0% 0% 0%
T98G siControle 0% 0% 0%
T98G siHJURP 0% 0% 0%
U87MG selvagem 0,14% 0,30% 0,56%
U87MG siControle 0,22% 0,20% 1,12%

U87MG siHJURP 0,16% 5,36% 41,57%
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Figura 15. Imunoprecipitagcio de HJURP. O lisado total estd mostrado como Input, o pré-
clareamento como PC, e a imunoprecipitacdo como IP. As proteinas presentes no gel foram
detectadas pelo corante Imperial Protein Stain. Para checagem da presenga de HJURP no
imunoprecipitado, uma aliquota foi separada por SDS-PAGE e transferidas para membrana de

nitrocelulose. A membrana foi entdo sondada com os anticorpos anti-HJURP.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho vimos que os niveis de mMRNA de HJURP estdo aumentados nas
linhagens celulares de GBM T98G, U138MG, U251MG e U343MG, porém nao na
linhagem U87MG que expressa niveis similares ao de fibroblastos ndo tumorais. Ja a
proteina HJURP é detectada em maiores niveis em todas as linhagens tumorais
avaliadas, revelando que um mecanismo de controle pds-transcricional provavelmente
atue na regulagao da expressao de HJURP. Curiosamente, a expressdo de HJURP foi
reduzida apdés tratamento com radiagao ionizante na dose de 14 Gy. Visto que HJURP
participa da formagao dos nucleossomos centroméricos, este fato esta possivelmente
relacionado com uma reducéao de proliferacado para reparo do dano causado no DNA.

Nossos dados mostraram ainda que ocorre o deslocamento de HJURP para o
nucleo apés exposi¢cao a radiagao ionizante, o que indica que a funcédo desta proteina
no reparo de DNA é regulada pelo controle de sua localizagdo subcelular. Avaliamos
também a fungdo de reparo de células irradiadas apos silenciamento de HJURP.
Surpreendentemente, vimos que a atividade de reparo das células silenciadas é similar
a de células nao silenciadas. Este dado sugere que outros mecanismos de reparo
estejam atuando ou compensando a falta de HJURP. De qualquer modo, seréo
necessarias novas analises envolvendo sincronizacao de ciclo celular e avaliagao do
dano de DNA especificamente na fase S, onde o processo de reparo através de
recombinagdo homologa é predominante, para finalmente concluirmos se HJURP
participa efetivamente do reparo de quebras de dupla fita de DNA. Embora, o reparo
tenha ocorrido mais rapidamente nas células silenciadas para HJURP, as taxas de
morte celular e apoptose foram maiores apds exposi¢cao a radiagdo ionizante, o que
revela uma maior sensibilidade destas células. Isto indica que, na auséncia de HJURP,
o reparo pode estar ocorrendo de forma incorreta ou que outros processos como a

manutencéo da estabilidade cromossGmica possam estar comprometidos.
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Observamos também que o silenciamento de HJURP promove senescéncia
celular na linhagem U87MG, enquanto que nas linhagens T98G e RO este fenbmeno
nao é observado. No entanto, dados de outro trabalho do grupo revelaram que ambas
as linhagens tumorais, mas néo as células RO, apresentaram aumento das taxas de
apoptose apdés o silenciamento, o que mostra que HJURP é necessaria para
manutencao da viabilidade, especificamente em células tumorais.

Com relacdo a busca pelos parceiros de HJURP nas células T98G e U87MG,
infelizmente ndo conseguimos imunoprecipitar HHURP apesar de varias tentativas em
diferentes condicbes. Isto indica que provavelmente o anticorpo anti-HJURP que
utilizamos nao detecta a HJURP na forma nativa e complexada com outras proteinas.

Este fato nos impele a fazer futuras tentativas através de ensaios de pull down.
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