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RESUMO

TITULO DO PROJETO: Automatizacdo da andlise de atividade de cinases através
de KTR em células Unicas a partir de pipeline em CellProfiler.

Aluno: Angelo Luiz Angonezi
Orientador: Guido Lenz
RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA

Cinases sd@o enzimas que regulam processos bioldgicos por meio da fosforilacdo de
familias de proteinas, e estdo ligadas a diversas vias de sinalizacdo celular.
Utilizando um Kinase Translocation Reporter (KTR), é possivel avaliar dinamica de
atividade de cinases por meio da translocacdo nucleo-citoplasmatica de uma
molécula fluorescente ligada a seu peptideo-alvo. A atividade da cinase € inferida a
partir da razéode intensidades de fluorescéncia do nudcleo e da regido
citoplasmatica adjacente (anel citoplasmatico). Realizar este processo de maneira
manual para cada célula é trabalhoso e produz uma quantidade limitada de
informacdes de cada célula. O presente projeto tem por objetivo desenvolver um
pipeline no programa CellProfiler que permita a automatizacdo da andlise de KTR
em células Unicas, através da identificacdo e delimitacdo das regifes nucleares e
citoplasmaticas e célculo de razdo de suas intensidades de fluorescéncia. Para o
desenvolvimento inicial e validagdo do pipeline proposto, foram utilizadas imagens
de microscopia de fluorescéncia disponibilizadas em um protocolo envolvendo KTR
da cinase JNK (KUDO et al 2017, doi:10.1038/nprot.2017.128). O pipeline
desenvolvido consiste em 4 etapas: correcao de imagem; identificacdo dos nucleos;
expansao dos nucleos e identificacdo do anel citoplasméatico; medicdo da morfologia
nuclear e intensidades de fluorescéncia. O pipeline foi capaz de corretamente
identificar os nucleos nas imagens de referéncia, gerando banco de dados contendo
informacdes sobre cada célula. Quando aplicado em imagens do préprio laboratério,
alguns nacleos foram identificados de maneira incorreta, mostrando que hé
limitacbes em sua aplicacdo quanto a qualidade do sinal de fluorescéncia nas
imagens. Espera-se, futuramente, aperfeicoar e validar o pipeline com novos
conjuntos de dados, melhorando seu desempenho e permitindo sua aplicacdo na
andlise de distintos experimentos, bem como realizar andlises posteriores de células
Gnicas com o conjunto de dados coletados, utilizando programas ja desenvolvidos
no laboratério.



