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Sintese de sonda de RNA-FISH para deteccdo do componente

RNA da enzima telomerase em camundongos

Ana Carolina Moisés da Silval, Isabel Lopez de Silanes?, Fernanda Sales Luiz Viannal

& Maria A. Blasco®”

Telobmeros s&o estruturas especializadas encontradas nas extremidades dos
cromossomos compostas por sequéncias de repeticdes de nucleotideos que
desempenham funcdo de protecdo do DNA, e ao longo das divisfes celulares sofrem
encurtamento. A enzima telomerase combate esta erosdo sintetizando repeti¢Oes
teloméricas e adicionando-as aos telémeros. Um dos elementos que constituem esta
enzima é o componente RNA da telomerase (TERC), e através de sua marcacdo a
telomerase pode ser detectada. Neste artigo, desenvolvemos uma sonda de hibridizagédo
in situ fluorescente para a marcagdo de TERC (RNA-FISH) como uma alternativa para
deteccdo da telomerase. Esta ferramenta pode ser utilizada em futuros trabalhos,
permitindo uma observacao rapida, eficiente e de menor custo, otimizando tempo e

facilitando avancos nesta area.
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Teldmeros sdo estruturas de heterocromatina localizadas nas extremidades dos
cromossomos que conferem estabilidade ao genoma, estando presentes em organismos
eucariotos.3. Em vertebrados, os telémeros sdo compostos por repeticdes em “tandem”
de sequéncia TTAGGG*. A ligacdo a um complexo multiproteico, conhecido como
“shelterin”, e a existéncia de uma conformacao especifica, possibilitam que o telémero
desempenhe uma fungdo de protecdo das extremidades cromossdmicas. “Shelterin” é
um complexo de seis proteinas que reconhecem e se ligam a sequéncia telomérica em
vertebrados. A presenca destas proteinas faz com que 0s mecanismos de reparo nao
reconhegam o final dos cromossomos como uma quebra de DNA e nédo atuem nesta
regido>®. O processo de replicacdo do DNA, que ocorre durante a divisdo celular,
contribui para o encurtamento telomérico. Os “primers” de RNA utilizados pela DNA
polimerase para sintese da nova fita s&o removidos ao final do evento deixando uma
lacuna em 5°, isso resulta em um DNA encurtado gradativamente ao longo das vérias
replicacdes que a célula sofre®’. Propde-se que a diminuigdo dos teldmeros, que ocorre
durante as divisOes celulares, esteja relacionada com o processo de envelhecimento e
com o processo carcinogénico® 10,

A telomerase € uma ribonucleoproteina transcriptase reversa que combate o
desgaste natural dos telémeros através da sintese e insercdo de repeticdes
teloméricas'''?. Sua atividade é detectada principalmente no inicio do desenvolvimento,
enquanto que em células sométicas adultas quase ndo e detectada. No entanto, sua
atividade é aumentada na maioria dos tumores humanos®>4. A telomerase é composta
principalmente por duas subunidades, o componente proteico, telomerase transcriptase
reversa (TERT), e o componente RNA, TERC. TERT sintetiza repeticdes teloméricas
ao final do cromossomo erodido, atuando como transcriptase reversa’®. TERC ¢

composto de uma sequéncia RNA 5° — 3’ complementar as repeticdes teloméricas, que



serve como molde para que estas repeticdes sejam sintetizadas!’. A porgdo 3’ do
telomero é reconhecida e hibridizada a sequéncia de RNA, dando inicio ao
alongamento. Repeticdes teloméricas sdo adicionadas devido a atividade de TERT, que
produz DNA a partir de RNA. Assim, o telémero é alongado permitindo que a célula

tenha tempo para desenvolver suas fungdes'1718,

O estudo da telomerase passou a receber atencdo devido a demonstracdo do
envolvimento desta enzima em processos relevantes na manutencdo da vida, como
envelhecimento e céncer. Diversos trabalhos sobre telomeros e a telomerase
desenvolvidos em camundongos levaram este modelo animal a ser utilizado para o
estudo destes elementos em mamiferos!®?2, Blasco e colaboradores, em 1997%,
demonstraram a relevancia da telomerase através da geracdo de camundongos
deficientes para esta enzima, que possuem o gene de Terc nocauteado (mTerc”"). Esses
animais perderam a capacidade de protecdo do DNA, levando ao envelhecimento
precoce e assim demonstrando que a telomerase é essencial para a manutencdo do
comprimento telomérico. Outro estudo, realizado por Toméaz-Loba e colaboradores, em
20082, revelou que camundongos com TERT super-expressa, e resistentes a tumores,
apresentam maior atividade da telomerase, o que lhes confere maior longevidade e um

melhor estado de “fitness”.

A deteccdo e visualizacdo nuclear da telomerase podem ser realizadas através da
marcacgdo dos dois principais componentes da enzima, TERT e TERC?>%, A marcacio
de TERT em camundongos através de imunofluorescéncia ndo se mostrou possivel
devido a falta de eficiéncia dos anticorpos utilizados (M. Blasco, comunicagdo pessoal,
2015). Para a marcacdo da outra subunidade, TERC, coquetéis de sondas de RNA-FISH
sdo utilizados?®>?’, pois permitem uma melhor especificidade. Tomlinson e

colaboradores, em 20102°, utilizaram quatro sondas de marcacéo direta contra diferentes



regides de TERC em camundongos (mTERC). Essas sondas tém tamanhos entre 46 e 58
nucleotideos (nt), e apresentam um sinal maior quando hibridizadas aos pares
(coquetel). O objetivo deste trabalho foi sintetizar uma sonda Unica de RNA-FISH com
especificidade & TERC, de maior rapidez e facilidade de sintese e aplicacdo e menor

custo, em camundongos.

Resultados

O componente RNA da telomerase pode ser detectado através RNA-FISH?>?8, técnica
na qual se pode marcar um RNA de interesse através de uma sonda que consiste em
nucleotideos complementares a zona alvo marcados com uma substancia fluorescente.
Existem dois tipos de marcacdo: 1. direta; 2. indireta. No primeiro, 0s nucleotideos
complementares sdo marcados diretamente a um fluoréforo, no segundo estes
nucleotideos sdo conjugados a uma molécula sinalizadora que posteriormente se ligara a

anticorpos contendo um fluoréforo?2°,

1. Deteccdo de TERC por marcacédo direta. A sonda de marcagdo direta de RNA-
FISH para a deteccdo de TERC em camundongos foi sintetizada através da realizagéo
de uma transcricéo in vitro. O molde para a transcrigéo se obteve da seguinte maneira: a
partir de bactérias com o plasmideo® pBluescript SK- com um inserto 1.9kb contendo o
promotor enddgeno de Terc e 0 gene Terc, se amplificou Terc por PCR com “primers”
“forward” e “reverse” para Terc. A banda visualizada em gel de agarose
correspondendo ao tamanho de Terc, 397 nt!®3! foi isolada e purificada para a retirada
do material inespecifico. A banda de Terc purificada foi utilizada como molde para uma

segunda PCR, onde foram utilizados um “primer” “forward” e um “reverse” que



continha uma sequéncia correspondente ao promotor T7, para que o produto gerado
(Terc-T7) pudesse servir como molde para uma posterior transcri¢do in vitro (Fig. 1).
Na transcricdo in vitro uma porcentagem de citidina trifosfato (CTP) ligada ao
fluoréforo cianina 3 (Cy3) foi adicionada, gerando uma sequéncia de nucleotideos de
RNA detectavel por emissdo de fluorescéncia na cor vermelha complementar a zona de
interesse (TERC-Cy3) (Fig. 2). Provas anteriores (M. Blasco, comunicagdo pessoal,
2015) utilizaram o RNA total de fibroblastos embrionarios de camundongos (MEF) para
a obtengdo de Terc em alternativa ao plasmideo; entretanto, 0 emprego deste material

para sintese da sonda ndo se mostrou eficiente.

Otimizacao das condic¢des de hibridizacdo da sonda TERC-Cy3. Para obter a melhor
condigdo do fluordéforo, foram realizadas transcri¢des in vitro contendo diferentes
porcentagens de CTP-Cy3 que complementam a quantidade de CTP. As porcentagens
de 40%, 60%, 80% e 100% de CTP-Cy3 foram testadas. A escolha da concentracdo
Otima foi realizada, primeiramente, por eletroforese, onde o sucesso da sonda foi
constatado através do aparecimento de uma banda no tamanho de Terc. Com excec¢do
da sonda de 100% de CTP-Cy3, todas as outras apresentaram banda (Fig. 3) e foram
hibridizadas em MEF e em células-tronco pluripotentes induzidas (iPS) selvagens (WT)
para visualizacdo, onde seus desempenhos foram avaliados, sendo eleita a que obteve
melhor resultado. A concentracdo de CTP-Cy3 que apresentou pontos de tin¢do nuclear

e auséncia de sinal citoplasmatico foi a de 80% (Fig. 4).

A diluicdo da sonda e a temperatura de hibridizagdo tambem foram testadas
através de RNA-FISH em células selvagens. A visualizacdo da nitidez dos pontos de
TERC no nucleo e a auséncia de fundo citoplasmatico foram os critérios iniciais de

analise. A hibridizacdo da sonda foi testada em 40°C, 45°C e 50°C através da exposi¢éo



das células contendo a sonda a estas temperaturas ‘“overnight”. A temperatura
considerada ideal foi de 45°C (Fig. 4). Dilui¢bes de sonda de 1:20, 1:40, 1:50 e 1:80

foram testadas. A diluicdo da sonda melhor observada foi de 1:50 (Fig. 4).

Comprovacao da especificidade da sonda TERC-Cy3. Nestes testes foram utilizadas
células iPS e MEF, selvagens e nocaute para Terc (TERC-KO ou mTerc”). Como
comprovacéo principal, a sonda foi hibridizada para a observacéo dos pontos de TERC
em celulas WT e a auséncia deles em TERC-KO. Em MEF os pontos ndo foram
visualizados, mas em iPS foi possivel detectar de 1 - 2 pontos por nlcleo que marcavam
TERC em células WT, ao contrario das TERC-KO, onde ndo foi possivel detectar
pontos (Fig. 4). Comprovou-se, adicionalmente, se TERC encontrava-se no teldmero,
como ja descrito anteriormente em outros estudos®?’. Para isso, foi realizado um
experimento unindo as técnicas de RNA-FISH e imunofluorescéncia (Fig. 4),
demonstrando a existéncia de co-localizacdo do fator de ligacdo a repeticdes teloméricas
1 (TRF1) com TERC (Fig. 4). O terceiro ensaio para verificar se a hibridizacdo a TERC
era especifica, foi o tratamento de células WT com ribonuclease (RNase), anterior a
hibridizacdo da sonda. Um grupo de células (controle) ndo recebeu o tratamento e outro

grupo sim. Nas células tratadas com RNase os pontos de TERC desapareceram (Fig. 5).

2. Deteccdo de TERC por marcacdo indireta. Na tentativa de obter um sinal
amplificado?, uma sonda de marcacéo indireta foi sintetizada a partir de transcrigdo in
vitro utilizando digoxigenina (DIG). Apds a transcricdo, a sonda foi purificada e teve
sua especificidade comprovada através de eletroforese, onde foi observada uma banda

correspondente ao tamanho de Terc (dado ndo mostrado). A sonda foi hibridizada em
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celulas iPS WT e TERC-KO através da técnica de RNA-FISH, em uma dilui¢éo 1:50. O
anticorpo anti-DIG foi testado nas diluigdes de 1:200 e 1:1000. A visualizacdo de um
citoplasma mais limpo levou a escolha da segunda diluicdo. Um bloqueio das células
com albumina sérica bovina (BSA) em 4 x sédio salino citrato (SSC) foi adicionado
visando o melhor desempenho do método. O BSA inicialmente estava a 1%, mas notou-
se uma melhora na sua funcdo quando concentrado a 5%. Sinais desta sonda foram
captados em células WT e também em TERC-KO (dado ndo mostrado), descartando,

portanto, seu uso até a obtencdo de melhores condigdes.

Discussao

Neste trabalho experimentos de sintese, aperfeicoamento e comprovacao
permitiram a obtencdo de uma Unica sonda de marcacdo direta de RNA-FISH para
deteccdo de TERC em camundongos. Apos o ajuste da concentracdo de CTP-Cy3 para
80% na transcri¢d@o in vitro, uma temperatura de hibridiza¢ao de 45°C e a concentragdo
da sonda de 1:50, a sonda foi testada, atraves de ensaios de RNA-FISH, onde foi
possivel observar com sucesso pontos de TERC em células WT e a auséncia em TERC-
KO. Finalmente, a co-localizagdo do sinal de TERC com TRF1 e auséncia de TERC
quando as células foram submetidas a RNase consolidaram o resultado de hibridizacdo

especifica.

A atividade da telomerase pode ser detectada principalmente durante a fase
embrionaria e em compartimentos de células-tronco de varios tecidos adultos, estando
ausente na maioria dos tecidos somaticos adultos tanto de camundongos quanto de

humanos*>2%2232 Sabendo-se que MEF s3o células embriondrias e iPS comportam-se
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como células-tronco embrionérias, estes tipos celulares foram escolhidos para a

realizacdo deste trabalho em funcéo do funcionamento da telomerase.

A otimizacdo de trés pontos foi fundamental para que fosse possivel a confecgédo
desta sonda. Primeiro, a identificacdo da quantidade ideal do nucleotideo CTP marcado
com o fluoréforo Cy3 permite a visualizagdo de um bom sinal fluorescente. Segundo, a
diluicdo da sonda a uma concentracdo étima possibilita que a visualizagdo seja limpa.
Por altimo, a temperatura correta para a hibridizacdo permite que a sonda se ligue de
maneira especifica ao alvo e que este seja marcado corretamente. A identificacdo de 1-2
pequenos pontos nucleares arredondados e definidos, posterior ao aprimoramento da
sonda, corrobora estudos anteriores® e demonstra ser este um bom marcador de

eficiéncia da sintese da mesma.

Apos testes de RNA-FISH, foi constatado que em MEF os pontos esperados de
TERC n&o eram visiveis em células WT. Martin-Rivera e colaboradores, em 2008%,
relatam a ndo deteccdo de TERT no nucleo de MEF através de imunofluorescéncia, fato
atribuido a um possivel baixo nivel do componente no nucleo deste tipo celular. Sendo
assim, a deteccdo da telomerase por marcacdo de TERC poderia estar prejudicada, ja
que se TERT esta pouco presente, a telomerase potencialmente também estaria. O fato
de o RNA total ndo ser vidvel como molde para a sintese da sonda também pode estar
relacionado a este fato. O RNA foi extraido a partir de MEF, portanto, se este tipo
celular tem baixos niveis de atividade da telomerase, a PCR ter4& menos moléculas
disponiveis para a amplificacdo e o sinal ndo podera ser detectado. Ja no plasmideo ha
uma maior disponibilidade de TERC, existindo um nimero mais elevado de moléculas

para que a PCR amplifique, tornando o sinal visivel.

Células mTerc” derivam de camundongos nos quais Terc estd nocauteado, e

portanto, a expressao de TERC ndo ocorre, enquanto células WT expressam TERC de
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maneira normal?®®. Considerando que a sonda foi desenvolvida para marcar o
componente RNA da telomerase, estando ele ausente, o alvo ndo é encontrado e o sinal
ndo é emitido. Portanto, a auséncia de pontos de TERC em células TERC-KO e a
presenca em WT corrobora estudos prévios?® e confirma a especificidade da sonda de

TERC.

Ensaios de co-localizagcdo permitem a confirmacéo da presenca de um elemento
de interesse em determinada localizacdo, através da marcacdo de outra molécula que se
sabe estar presente no local?’. TRF1 é uma das proteinas que compdem o complexo
“shelterin” e esta envolvida na prote¢do telomérica®>*3, Tendo conhecimento de que
TRF1 esta ligada ao telédmero e que a telomerase realiza 0 alongamento telomérico, a
observacao da co-localizacdo dos pontos de TERC com os da proteina em células WT
confirma que o sinal detectado é de TERC. A ndo detec¢do da interacdo dos pontos em
células TERC-KO da-se pelo fato de que, na auséncia de TERC, ndo ha atividade da
telomerase, portanto, TRF1 ndo pode ser observado em co-localizacdo com a

enzimat%,

Sabe-se que cada molécula de DIG, que estd conjugada a uma sequéncia de
nucleotideos, pode ligar-se a varios anticorpos anti-DIG ao mesmo tempo, que por sua
vez ligam-se a outros anticorpos que possuem um fluoréforo. Este mecanismo de
marcacdo faz com que o sinal fluorescente seja aumentado?®. Portanto, ao marcar TERC
com DIG, o sinal emitido pode ser amplificado. Ao hibridizar esta sonda a TERC,
foram detectados pontos fluorescentes também nas células TERC-KO. Uma possivel
causa da ndo especificidade de TERC-DIG poderia ser explicada pela diluigéo

inadequada da sonda, sendo necessarios ajustes na dilui¢do que serdo realizados.

A RNase digere os RNAs das células, que por isso ndo podem ser detectados.

Sendo TERC o componente RNA da telomerase, a ndo deteccdo de sinal no grupo de

13



células em que houve o tratamento com a nuclease, demonstra que a sonda é especifica

de RNA. Este tipo de ensaio é habitual para comprovar a especificidade de sondas®-4,

Existem vantagens em sintetizar e aprimorar uma Unica sonda ao invés de um
coquetel de sondas. Considerando que os gastos da obtencdo de um coquetel séo
proporcionais a quantidade de sondas que serdo utilizadas na marcacéo, a obtencao de
uma Unica sonda reduz os custos dos ensaios realizados. Sintetizar sondas em
alternativa a compra também contribui para a diminuicdo de gastos. O tempo
dispensado no processo de sintese e de otimizacdo de coquetéis também é um fator que
é reduzido quando se obtém somente uma sonda, ja que a quantidade de experimentos é
restringida. Assim, o uso de uma Unica sonda torna-se mais vantajoso € menos propenso

a erros de manuseio laboratorial.

A sonda descrita neste trabalho demonstrou ser especifica para a deteccdo da
telomerase em camundongos. No entanto, alguns ajustes na técnica devem ser
realizados para otimizacdo e amplo uso. A obtencdo do funcionamento da sonda em
MEF deve ser ainda melhor desenvolvida, ja que se sabe que a deteccdo de TERC neste
tipo celular é possivel através de coquetéis de sondas?®. Outro ponto que deve ser
aprimorado € sincronizacdo das células na fase S do ciclo celular, momento no qual
ocorre alongamento do telémero pela telomerase, assim facilitando a deteccdo desta
enzima devido a sua maior disponibilidade®. Finalmente, deve-se otimizar a deteccio
indireta com sonda de DIG, podendo este método ser utilizado, inclusive, para a

visualizacdo de TERC em MEF.

Aqui, demonstramos ser possivel a sintese de uma Unica sonda para a marcagéo
direta da telomerase através da técnica de RNA-FISH, o que contribuird para diminuir
os erros laboratoriais e acelerar pesquisas que utilizam marcacdo de telomerase, tais

como ensaios de tumorigénese, desenvolvimento e envelhecimento.
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Meétodos

Células. As células MEF e iPS utilizadas nos ensaios derivam da linhagem BL6 de
camundongos. O modelo nocaute para TERC pode ser encontrado em Blasco e
colaboradores, 1997%, e as células iPS WT e KO sdo descritas em Marion e

colaboradores, 200922,

Transcricdo in vitro.

Producdo do molde para transcricdo in vitro: As bactérias que continham o
plasmideo® foram crescidas a 37°C “overnight” sob agitacio na presenca de 5 ml de
meio LB (Luria Bertani) e 5 pl de ampicilina (utilizacdo de protocolo “standard”). O
DNA plasmidial foi purificado através do uso do QIAprep Spin Miniprep Kit Using a
Microcentrifuge (QIAGEN), conforme instrucbes do fabricante, servindo como molde
para PCR. Para a purificacdo da banda correspondente a Terc visualizada em gel de
agarose 1%, foi utilizado o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Outra PCR com
um “primer” “forward” e o “reverse” contendo uma sequéncia correspondente ao

promotor T7 utilizou a banda purificada como molde, gerando um produto Terc-T7.

Transcricdo in vitro: Para desenvolver a sonda complementar a TERC, foi realizada
uma transcri¢do in vitro com o produto de PCR Terc-T7, onde parte do CTP estava
marcado com o fluoréforo Cy3 (Nen Life Biosciences). Para este procedimento foi
utilizado o kit MAXIscript® T7 In Vitro Transcription (Ambion®), conforme instrucoes
do fabricante. Para a remocéo de sais e nucleotideos ndo incorporados, realizou-se uma

purificagdo do produto através de colunas NucAway™ Spin Columns (Ambion®),
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segundo indicacdes do fabricante. Eletroforese em gel de RNA de agarose 1% foi

realizada com o produto da transcri¢do para a comprovacgdo de seu funcionamento.

A zona de desenho da sonda e os “primers” utilizados na amplificacdo do
fragmento de interesse ndo foram inseridos neste trabalho por motivos de

confidencialidade.

RNA-FISH e Imunofluorescéncia.

Sonda TERC-Cy3: Para a realizacdo do RNA-FISH ou RNA-FISH seguido de
imunofluorescéncia as células foram preparadas e fixadas. As células cresceram em
laminas de vidro Superfrost™ Plus (Thermo Scientific), foram enxaguadas duas vezes
em tampdo fosfato-salino 1 x (PBS), colocadas por 30 segundos em “cytobuffer” (100
mM NaCl/300 mM sucrose/3 mM MgCl>/10 mM Pipes, pH 6.8), nos proximos 30
segundos as células foram postas em “cytobuffer” contendo 0.5% de Triton X-100,
novamente deixadas 30 segundos em “cytobuffer”, e permaneceram 10 minutos em
paraformaldeido 4% (PFA; Electron Microscopy Sciences) em PBS. Aos dois
“cytobuffers” foram adicionados 500 pl de inibidores de protease (para 50 ml de
tampdo) e 10 pl de inibidores de RNase (para 10 ml de tampéo) (Roche). As células
foram lavadas duas vezes em PBS, desidratadas sendo lavadas trés vezes em alcool
70%, por 3 minutos em alcool 80, 95 e 100%, e brevemente secas ao ar. Um circulo
hidrofobico desenhado na lamina (Pap Pen; Dako) delimitou a area de aplicacdo da
sonda. A sonda foi diluida 1:50 em tampéo de hibridizacdo (50% formamida (SIGMA);
10% dextrano sulfato (SIGMA) em 2 x SSC) e desnaturada (65°C/5 min, gelo/5 min).
Foram aplicados 4 pl da sonda diluida juntamente com 4 pl de tampé&o de hibridizacéo.

A hibridizacdo da sonda de RNA nas células foi realizada a 45°C “overnight”. Apds a
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hibridizacdo, as laminas foram lavadas duas vezes por 15 minutos em 2 x SSC/50%
formamida a 48°C, 10 minutos em 2 x SSC a 48°C, 10 minutos em 1 x SSC a 48°C, 5
minutos, em 4 x SSC a temperatura ambiente, 5 minutos 4 x SSC contendo 0.1%
Tween- 20 (SIGMA) a temperatura ambiente e 5 minutos em 4 x SSC a temperatura
ambiente. Apo6s os lavados 12 pl de ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI

(LIFE Technologies) foram aplicados sobre a regido da sonda.

Para a realizacdo da imunofluorescéncia, apds o ultimo lavado do RNA-FISH e
antes do ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI, as células foram fixadas por
10 minutos em PFA 4% em PBS, enxaguadas duas vezes em PBS, lavadas suavemente
por 20 minutos em Triton X-100 0.1% a 4°C, enxaguadas duas vezes com PBS e
finalmente bloqueadas em BSA 5% em PBS por 60 minutos a 37°C. O anticorpo
primario foi incubado por 60 minutos a 37°C. As laminas foram lavadas trés vezes por
10 minutos em PBS/Tween-20 0.1%. Entdo, o anticorpo secundario foi aplicado e
também incubado por 60 minutos a 37°C. As laminas foram novamente lavadas trés
vezes por 10 minutos em PBS/Tween-20 0.1%. Foram aplicados 12 pl de ProLong®
Gold Antifade Mountant with DAPI. O material foi visualizado através de microscopia
confocal LCS-SP5-X (Leica). Os anticorpos utilizados foram: anti-TRF1 “Rabbit”
(desenvolvido no CNIO, 1:500), “Goat anti-Rabbit” Alexa Fluor® 488 (Molecular
Probes; 1:500), anti-TRF1 “Rat” (desenvolvido no CNIO, 1:200) e “Chicken anti-Rat”
Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes; 1:500). Estes anticorpos foram diluidos em BSA

5% em PBS (modificado de Lopéz de Silanes, I. et al., 201434).

Sonda TERC-DIG: Se utilizou como “mix” de nucleotideos trifosfato (NTPS) para a
transcricdo in vitro DIG RNA Labeling Mix (Roche), conforme indicacdes do

fabricante. A sonda foi purificada por colunas, diluida 1:50 em tampdo de hibridizacao e
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comprovada através de gel de RNA de agarose 1% (dado ndo mostrado). Foi aplicada
em células iPS WT e TERC-KO através de RNA-FISH. Apo6s o altimo passo da fixagao
das células, 10 minutos em PFA 4%, seguiu-se 0 experimento com dois enxagues em
PBS, 10 minutos com Triton X-100 0,1% em PBS, seguido de trés enxagues de PBS e
trés com etanol 70%. A partir deste ponto, o protocolo de RNA-FISH segue como o
descrito acima. Posteriormente aos lavados, as laminas foram enxaguadas uma vez em
PBS e um passo extra, de BSA 5% em 4 x SSC por 60 minutos a 37°C foi adicionado
ao protocolo original®®. O anticorpo anti-DIG (Santa Cruz; 1:1000) foi diluido em BSA
5% e incubado por 60 minutos a 37°C, seguido dos lavados 10 minutos 4 x SSC, 10
minutos 4 x SSC/Triton X-100 0,1% e 10 minutos 4 x SSC. O anticorpo secundario,
“anti-Mouse-Cy3” (Molecular Probes; 1:500), também foi incubado por 60 minutos a
37°C, e os lavados como descritos acima foram repetidos. Ao final do procedimento, 12
pl de ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (LIFE Technologies) foram
aplicados. A visualizacdo do material foi realizada através de microscopia confocal

LCS-SP5-X (Leica).

Tratamento com RNase. Na realizacdo do teste RNA-FISH com tratamento de RNase

(Roche), o protocolo do fabricante foi seguido.
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Figura 1 | Sintese do molde Terc — T7 para transcri¢do in vitro.
Obtencédo de Terc purificada com promotor T7 através de PCR com um
“primer” “forward” e um “reverse” contendo sequéncia correspondente
ao promotor T7. O produto desta PCR foi utilizado como molde para
posterior transcri¢do in vitro. A figura mostra dois clones diferentes do
plasmideo com 0 mesmo inserto de Terc.
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Figura 2 | Sintese da sonda TERC-Cy3. A partir do DNA plasmidial
purificado, que antes estava contido em bactérias, se amplificou Terc por
PCR e purificou a partir de gel de agarose. Terc purificado foi utilizado
como molde para PCR contendo um “primer” “forward” e um “reverse”
com uma sequéncia correspondente ao promotor T7. Foi realizada
transcricdo in vitro com Terc-T7 como molde, na presenca de CTP
marcado com Cy3, permitindo a visualizacdo fluorescente da sonda.
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Figura 3 | Sintese da sonda de TERC-Cy3. Apos a transcricdo in vitro
das sondas, as mesmas foram comprovadas através de eletroforese. As
figuras mostram as diferentes porcentagens de CTP-Cy3. Somente a
concentracdo de 100% ndo apresentou banda.
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Figura 4 | Especificidade da sonda TERC-Cy3 e sua co-localizacéo
com o telomero. RNA-FISH seguido de imunofluorescéncia para
detectar pontos de TERC (vermelho) e a proteina marcadora do telémero
TRF1 (verde). (esquerda) Células iPS WT e (direita) células iPS TERC-
KO. As pontas de setas indicam eventos de co-localizacdo. (Gréafico) As
porcentagens de co-localizacdo por nucleo de TERC com TRF1 em
células iPS WT (esquerda) e TERC-KO (direita) estdo representadas.
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Figura 5 | A sonda de TERC-Cy3 ¢ especifica para a deteccdo de
RNA. Imagens de microscopia confocal da preparacdo de RNA-FISH
usando a sonda TERC-Cy3 em células iPS WT na auséncia ou presenca
de RNase.
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