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RESUMO

A proteina humana ANKHDI1 (Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1) foi
inicialmente descrita em células de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP), e sua
expressdao também ¢ observada em diversas linhagens leucémicas.

ANKHDI1 ¢ homoéloga a proteina Mask (Multiple Ankyrin repeat and single KH
domain) de Drosophila melanogaster, relacionada com diferenciagdo, sobrevivéncia e
prolifera¢do de fotorreceptores dos olhos de drosofila.

Interagdes diretas entre ANKHDI1 e SHP2, proteina que exerce um papel critico na
hematopoiese, foram descritas nas linhagens mieldide K562, de adenocarcinoma de
prostata, LNCaP, e em linhagem de mieloma multiplo RPM1 8226. Porém pouco se sabe
sobre a funcdo de ANKDHI e seu papel na leucemogénese.

O objetivo do presente estudo foi investigar o envolvimento da ANKHDI em
processos bioldgicos relacionados com a leucemogénese

Para tal utilizamos duas abordagens metodologicas principais: inibicdo e
hiperexpressdao de ANKHDI.

A inibi¢do de ANKHDI em linhagem LNCaP foi seguida de rastreamento das
demais alteracdes génicas associadas através de microarray. O microarray realizado
mostrou 706 genes cuja expressdo foi aumentada e 159 genes cuja expressao foi diminuida.
Os genes foram agrupados em 26 classes funcionais, sendo que diversos genes conhecidos
por regularem ciclo celular e apoptose tiveram seu perfil de expressao alterada. Importante
ressaltar que a inibi¢ao de ANKHD] resultou em aumento significativo da expressdao de um
grande nuimero de Histonas, sugerindo seu papel no controle epigenético. Dentre as
modulagdes validadas, algumas foram verificadas também em amostras provenientes de

portadores de leucemia.
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Neste estudo, foi demonstrada a baixa expressao génica de ANKHDI em amostras
de 38 pacientes com diagnostico de leucemia aguda, quando comparadas as células de
medula dssea normal. Uma vez que esta amostra leucémica se mostrou como um modelo
natural de inibicdo de ANKHDI, a expressao de outros genes modulados no array foi
testada, e o gene BMF, que se mostrou aumentado no array, se mostrou também mais
expresso em amostras de leucemias, confirmando a oposicao de expressdo destes dois
genes.

Simultaneamente, células de leucemia aguda e mielodisplasia foram submetidas a
acdo de diversas drogas usadas no tratamento dessas doencas mostrando aumento de
expressio de ANKHDI. Estes dados em conjunto com os observados no microarray
sugerem a participacdo da ANKHD1 na via de JAK/STATTI e vias de controle epigenético.

A segunda abordagem utilizada neste trabalho foi a hiperexpressio ANKHDI,
isoformas 1 e 2, em linhagens tumorais, seguidas da detec¢do de expressdo protéica de
ANKHDI1 em cotransfeccdo com os genes Siva e Vpr. As proteinas Siva e Vpr foram
recentemente descritas como capazes de interagir fisicamente com as isoformas 1 e 2 de
ANKHDI1 respectivamente. Tanto a proteina a Siva quanto a Vpr foram atribuidos papéis
de inducdo de apoptose em linfocitos T.

Observou-se que ao cotransfectarmos Siva ou Vpr com ANKHDI houve diminuicao
de expressao de ANKHDI tanto para a isoforma 1 quanto para isoforma 2 (western
blotting) e também se observou que a isoforma 1 de ANKHD1 ¢ citoplasmatica assim como
ocorre com a Mask de drosofila, porém a isoforma 2 se mostrou predominantemente
nuclear em microscopia de fluorescéncia.

A analise funcional da hiperexpressdo de ANKHDI seguida de analise por FACS

sugere diminui¢do de apoptose em células leucémicas.
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Em conclusdo, o presente estudo identificou diversos possiveis participantes da via
de sinalizacdo de ANKHDI por analise microarray, relatou a diminui¢do da sua expressao
em amostras de pacientes portadores de leucemia, bem como o aumento de sua expressao
em linhagens leucémicas sob a acdo de diversos tratamentos correntemente utilizados no
combate de desordens hematopoiéticas. Descrevemos também o aumento de expressao da
expressdo do gene BMF nas mesmas amostras em que ha diminuicdo de ANKHDI,
corroborando os dados encontrados no microarray da inibicdo de ANKHDI1. Descrevemos
também pela primeira vez a localizagdo nuclear da isoforma 2 de ANKHDI1, confirmando
todas as previsdes computacionais de localizagdo de ANKHDI.

Os resultados aqui descritos sugerem que ANKHDI esteja envolvida com o
fenotipo anormal da célula leucémica e permitirdo direcionar novos estudos com o objetivo

de melhor elucidar as func¢des especificas de ANKHD1 na hematopoiese.
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ABSTRACT

The human protein ANKHD1 (Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1)
was initially described in Human prostate adenocarcinoma cells (LNCaP), and can also be
expressed in many different leukemic cell lines.

ANKHDI1 is homologous to the Drosophila melanogaster Mask protein (Multiple
Ankyrin repeat and single KH domain), related to differentiation, proliferation and survival
in photoreceptors of Drosophila eyes.

Direct interactions between ANKHD1 and SHP2, a protein that plays a critical role
in hematopoiesis, have been described in the myeloid cell line K562, in prostate
adenocarcinome, LNCaP, and in multiple myeloma cell line RPM1 8226. Nevertheless,
little is known of the function of ANKDHI1 and its role in leukemogenesis.

The purpose of this work was to investigate the involvement of ANKHDI in
biological processes related to leukemogenesis

For this purpose, we used two main methodological approaches: ANKHDI
inhibition and overexpression.

The inhibition of ANKHD1 in LNCaP cell lines was followed by the tracking
through microarray of the remaining associated genetic alterations. Microarray revealed
706 genes with upregulated expression and 159 genes with downregulated expression; the
genes were gathered in 26 functional groups and many genes, known for regulating cell
cycle and apoptosis, had alterations in their expression profile. Importantly, inhibition of
ANKHDI resulted in significant increase in the expression of a large number of Histones,
suggesting its role in epigenetic control. Among the validated modulations, some were also

observed in the samples collected from leukemia patients.
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In this study, the downregulation of ANKHDI1 was demonstrated in samples
collected from 38 acute leukemia patients when compared to normal bone marrow cells. As
this leukemic sample represented a natural model of inhibition of ANKHD1, the expression
of other genes processed through array were tested, and the BMF gene, which was
upregulated in the array, was also more elevated in leukemia samples.

Simultaneously, cells of acute leukemia and myelodysplasia were subjected to the
action of various drugs used to treat these diseases showing increased expression of
ANKHDI1. These data together with those observed in the microarray suggest the
participation of ANKHD1 towards JAK/STAT1 and pathways of epigenetic control.

The second approach used in this work was the ANKHD 1overexpression, isoforms1
and 2, in tumor lines, followed by the detection of protein expression in cotransfection with
Siva and Vpr genes. The proteins Siva and Vpr have been recently described as being
capable of physical interaction with the isoforms 1 and 2 of ANKHDI, respectively. The
role of inducing apoptosis in T lynphocytes was attributed to both Siva and Vpr.

By cotrasfecting Siva and Vpr with ANKHDI1 a reduction of ANKHDI expression
to isoform 1 as well as to isoform 2 (western blotting) was obtained and isoform 1 of
ANKHD1 was observed to be citoplasmatic, such as occurs with drosophila Mask, although
isoform 2 happened to be predominantly nuclear in the fluorescence microscope.

Functional analysis of overexpression of ANKHDI1 followed by FACS analysis
suggests reduction of apoptosis in leukemic cells

Finally, this study identified many possible participants in the signaling pathway of
ANKHD1 by microarray analysis, and related the reduction of its expression in leukemia
patients, as well as the increasing of its expression in leukemic cell lines under the effect of

many different treatments currently used against hematopoietic disorders. We also
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described the increasing of BMF expression in the same samples where we found a
reduction of ANKHDI, corroborating all the data we obtained from the ANKHDI
inhibition microarray. In addition, we described, for the first time, the nuclear location of
ANKHDI1's isoform 2, confirming all the computer-aided predictions regarding the location
of ANKHDI.

The results herein described suggest that ANKHDI1 could be involved with the
abnormal phenotype of leukemic cells and these results could guide further studies towards

elucidating the specific functions of ANKHD1 in hematopoiesis.
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1.0 Desordens Hematologicas e a busca de novos genes alvo.

O processo originario das neoplasias ¢ resultado de mutagdes ou alteragdes
epigenéticas no genoma de células somaticas(Martinez-Climent et al., 2006; Testa e
Riccioni, 2007), as quais exercem seus efeitos através de mudancas nas fungdes protéicas.
A origem das leucemias, em especial, ¢ bastante complexa, sendo comumente associada a
sucessivas alteragdes genéticas que conduzem a transformagdo neoplésica, tendo como
caracteristicas canonicas o aumento de proliferacao celular e inibi¢do da apoptose(Jagani e
Khosravi-Far, 2008).

As sindromes mielodispldsicas (SMD) compreendem um grupo de distirbios
hematologicos caracterizado por citopenias, hematopoiese ineficaz e¢ medula Odssea
geralmente hipercelular (Lorand-Metze e Magalhaes, 2004). A origem das sindromes
mielodispldsicas envolve também mecanismos genéticos (perda ou multiplicagdo de
material genético e alteragdes estruturais), e epigenéticos (hipermetilacio do DNA)
(Hellstrom-Lindberg ¢ Malcovati, 2008; Hopfer et al., 2007; Jadersten e Hellstrom-
Lindberg, 2009; Nolte ¢ Hofmann, 2008).

A mielodisplasia ¢ uma das doencas hematoldgicas mais comuns do idoso,
atingindo 25 a 50 000 por ano em 100 000 habitantes acima de 60 anos de idade ( Gilliland
and List, 2009) e até o momento, ndo ha tratamentos eficazes para cura nem das leucemias
agudas e nem das mielodisplasias.

Em muitos casos, a leucemogénese, ocorre devido a ativagdo aberrante de vias de
sinalizacdo envolvendo quinases, tornando as células capazes de se multiplicar de maneira
auténoma (Dash e Gilliland, 2001). J4 nas SMD ocorre excessiva apoptose intramedular,

sendo este um dos mecanismos implicados na hematopoiese ineficaz observada nesse grupo
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de doengas. As taxas de morte celular s3o mais pronunciadas nos estagios iniciais da
doenca do que nos estdgios mais avancgados, € a progressao das SMD para leucemia
mieldide aguda, fendmeno freqiiente, ¢ acompanhada por redugdo na apoptose e bloqueio
na diferenciacdo mielodide. No entanto vias de sinalizacdo celular que desencadeiam a
apoptose nas SMD ainda sdao pouco conhecidas (Braun et al., 2006; Claessens et al., 2002;
Yamamoto et al., 2004).

Afim de melhor compreender o processo fisiopatoldgico destas desordens
hematologicas e talvez no futuro bloquear estes processos andmalos de replicacdo e
diferenciagdo celular ¢ importante identificar e caracterizar novos genes ativos no processo.

Uma abordagem freqiientemente utilizada na identificagdo de novos genes ¢ a
analise de bibliotecas génicas de neoplasias permitindo a identificacdo de novas Expression
Sequence Tags (ESTs) diferencialmente expressas (Brentani et al., 2003). O Projeto
Genoma Humano do Cancer, desenvolvido pela Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo e Instituto Ludwig, realizou o seqiienciamento de ESTs de tecidos humanos
neoplasicos através de uma estratégia denominada Open Reading Frame ESTs
(ORESTES), que gerava seqii€éncias localizadas na regido central dos transcritos (Brentani
et al., 2003). O objetivo deste Projeto Genoma foi identificar novos genes de forma a
suscitar descobertas e hipoteses que poderiam acelerar o conhecimento necessario para
melhorar o diagnoéstico, tratamento e entendimento do cancer em humanos. A era pds-
genoma busca as fungdes biologicas de cada proteina codificada pelos novos genes
descritos e pretende melhorar o entendimento dos processos celulares que ocorrem em
diferentes organismos.

Com o objetivo de estudar novas proteinas do citoesqueleto relacionadas as

neoplasias, uma EST com similaridade a proteina anquirina do citoesqueleto de espectrina,
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identificada em neoplasia de célon, foi selecionada a partir das informagdes geradas pelo
Projeto Genoma Humano do Cancer. Utilizando-se programas de analise por similaridade
disponibilizados pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) identificou-se
a proteina humana denominada Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1
(ANKHD1) (nimero de acesso NP _060217.1), inicialmente denominada Human Multiple
Ankyrin repeat and single KH domain (hMask), depositada no NCBI por Poulin e
colaboradores em dezembro de 2003 (Poulin et al., 2003).

Esta nova proteina com repeticdes de Anquirina tem funcdo desconhecida e
expressao diferenciada em linhagens tumorais como LNCaP e por isso foi escolhida como

alvo deste estudo.

1.1 Citoesqueleto e Dominio Anquirina

O citoesqueleto ¢ uma importante estrutura celular composta por um extenso
complexo protéico oligomérico(Beck et al., 1997) presente na superficie citoplasmatica das
membranas celulares (Beck e Nelson, 1998). O citoesqueleto da suporte estrutural a
membrana, limita a difusdo de proteinas no plano da membrana e regula a formagdo de
dominios funcionais distintos nas membranas (Beck et al., 1997). A composicdo de
proteinas do citoesqueleto difere nos diversos compartimentos € nos diversos tipos
celulares, refletindo a diversidade de func¢des das diferentes membranas. Existem diferentes
classes de proteinas capazes de se associarem para formar uma rede oligomérica
bidimensional (Bennett e Gilligan, 1993; Pascual et al., 1997). Dentre as mais conhecidas
encontramos as proteinas da familia das anquirinas. A anquirina funciona como um

adaptador molecular, mediando as interacdeses entre diferentes proteinas integrais da
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membrana (transportadores, receptores e proteinas adesivas) e componentes do

citoesqueleto (Bennett e Healy, 2008; Peters e Lux, 1993).

A familia das anquirinas compreende trés genes altamente relacionados. A
anquirinaR (ANKR), assim denominada por ter sido primeiramente descrita nos eritrocitos
("Red cells") (Lambert et al., 1990) e por apresentar uma distribui¢do restrita, ¢ codificada
pelo gene ANK1 e ¢ encontrada principalmente nos eritrocitos, no musculo esquelético e em
populacdes de células especificas do cérebro e do rim (Gascard e Mohandas, 2000). A
anquirinaB (ANKB) ¢ codificada pelo gene ANK2, ¢ a principal forma encontrada no
cérebro ("Brain") e apresenta uma distribuicdo ampla ("Broad") (Kunimoto et al., 1991;
Otto et al., 1991). Finalmente, a anquirinaG (ANKG) ¢ codificada pelo gene ANK3 e foi
assim denominada pelo fato de que sua primeira isoforma caracterizada ¢ cerca de duas
vezes maior que a maioria das outras anquirinas conhecidas ("Giant") e por seu padrdo de
expressdao generalizado em multiplos tecidos (Kordeli et al., 1995). A ANKG ¢ a forma
mais amplamente expressa da anquirina, constituindo a principal forma encontrada no rim e
em outros tecidos epiteliais (Gascard e Mohandas, 2000).

As anquirinas sdo proteinas globulares de cerca de 220 kDa e possuem
caracteristicas estruturais altamente conservadas, caracterizadas por um dominio amino-
terminal de cerca de 90 kDa cuja funcdo ¢ realizar a ligacdo com os dominios
citoplasmaticos de uma variedade de proteinas de membrana. Este dominio amino-terminal
de ligacdo a membrana € especialmente interessante porque ele contém 24 repeti¢des de 33
aminodcidos, dos quais 15 sdo evolutivamente bem conservados e 18 sdo variaveis (Lux et

al., 1990). Estas repeti¢gdes sdo denominadas "repeti¢des de anquirina" e encontram-se
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presentes em um grande numero de proteinas funcionalmente diferentes, bem como em
diversos organismos, desde virus a humanos (Sedgwick e Smerdon, 1999).

Esta ampla distribuicao filogenética inclui: a) os dominios citoplasmaticos das
proteinas de membrana envolvidas na diferenciagdo celular, como as proteinas Linl2 e
Glp-1 de Caenorhabdites elegans e a proteina Notch de Drosophila (Austin e Kimble,
1989); b) proteinas citoplasmaticas envolvidas na regulacdo do ciclo celular, como as
proteinas SW16 e SW14 de Saccharomyces cerevisiae e CDC10 de Saccharomyces pombe,
onde estas repeticdes foram observadas pela primeira vez (Breeden ¢ Nasmyth, 1987)e c)
proteinas envolvidas na regulacdo da transcri¢do, como o fator de transcrigdio GABP50 ¢ a
proteina IxB, inibidor da proteina NF-xB, um fator de transcricdo ubiquo (Blank et al.,
1992; Jacobs e Harrison, 1998).

Uma proteina com um dominio protéico semelhante ao dominio de repeti¢ao da
anquirina e com atividade oncogénica foi descrita no figado e, quando altamente expressa,
reduz a estabilidade da proteina RB1 (Higashitsuji et al., 2000). Esta proteina foi
denominada ganquirina e parece ser crucial para regulacdo do ciclo celular nos hepatocitos,
sugerindo que este dominio especifico da anquirina pode ser importante no controle do
ciclo celular e levar a transformacdo oncogénica. Outra proteina que contém repeti¢des de
anquirina e pode estar envolvida com o controle do ciclo celular € a proteina 53BP2, que se
liga a proteina supressora de tumores p53 (Gorina e Pavletich, 1996).

Muitas outras proteinas incluem estas repeti¢des (Peters e Lux, 1993). O sucesso
evolutivo destas repeticdes se deve, provavelmente, ao fato de constituirem um modulo
versatil de geracdo de interfaces de dimerizagdo, que tém sido moldadas pela evolugdo para

interagir com diferentes proteinas e até mesmo com o DNA (Peters e Lux, 1993).
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Possivelmente, muitas outras proteinas humanas contendo repeti¢gdes de anquirina
devem existir e ainda ndo foram identificadas. A clonagem e caracterizagdo destas novas
proteinas vao aumentar o entendimento sobre a diversidade de processos celulares nos

quais este dominio pode estar envolvido.

1.2 A proteina ANKHD1

A proteina Ankyrin repeat and KH domain containing 1 (ANKHDI1) foi
primeiramente identificada na linhagem de adenocarcinoma de prostata, LNCaP por Poulin
e colaboradores (2003) quando caracterizavam a estrutura do gene EIF4AEBP3. Os genes
ANKHDI e EIF4EBP3 estdo localizados no cromossomo 5q31.3 e estes autores relataram a
existéncia de ANKHDI devido ao raro caso de sobreposicdo de “open reading frames”
(orfs) entre ANKHDI e EIF4EBP3. Esta fusdo resultou num transcrito 8,3 kb chamado de
ANKHDI-EIF4EBP3 (figura 1).

Simultaneamente nosso laboratorio, a partir das seqiiéncias diferencialmente
expressas do Projeto Genoma do Céancer, pesquisava uma isoforma menor de ANKHDI
(Santos Duarte Ada et al., 2005), hoje descrita como isoforma 2 de ANKHDI.

O gene ANKHDI] codifica 3 transcritos reconhecidos pelo NCBI atualmente (figura
1): O transcrito 1 ¢ o mais longo possuindo 8,2 kb, gerando uma proteina de 2542 aa, o
transcrito 2 € o menor possuindo 2,1 Kb e codifica uma proteina de 619 aa, e o transcrito 3

que ¢ intermediario, possuindo 2,2 Kb, codificando uma proteina de 627 aa (figura 2).
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DONA Genomica(cromossomo 5)
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ANKHD1-EIFEBP3 (8,3 Kb - 36 éxons)
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ANKHD1 Transcrito Variantel (8,2 Kb - 34 éxons)
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ANKHDI Transcrito Variante 2 (2,1 Kb - 11 éxons)
-+

ANKHD1 Transerito Variante 3 (2,2 Kb - 11 éxons)
SRS SRS BE & REN
Figura 1: Representacio esquematica da seqiiéncia genémica do gene ANKHDI no
cromossomo 5 (banda 5q31.3) e de seus transcritos variantes. Os retdngulos representam os
éxons e as linhas representam os introns. O gene EIF4EBP3, contiguo ao gene ANKHD 1, apresenta
4 ¢éxons denominados 0, A, B e C. Na fusdo do gene ANKHD]1 variante 1 com o gene EIF4EBP3
houve a perda do éxon 34 de ANKHDI, que possui 34 éxons, ¢ ganho dos éxons 0, B ¢ C de
EIF4EBP3, originando o transcrito ANKHDI1- EIF4EBP3 com 36 éxons. O transcrito ANKHD1
variante 1 apresenta 34 éxons. Os transcritos ANKHDI variantes 2 e 3 apresentam 11 éxons em
comparacdo aos transcritos maiores, sendo os 10 primeiros éxons altamente homologos, com
exce¢do do Ilson 3 da variante 2 (em azul) que apresenta uma delecdo de 32 pb, e do éxon 10 (em

lilas) que esta ausente nos transcritos maiores.

ANKHDI1, como seu proprio nome subentende, possui 5 blocos de repeticdes de
anquirinas ¢ um dominio KH. As repeticdes de anquirina de todas as isoformas de

ANKHDI1 e do transcrito fusional estdo distribuidas conforme a figura 2.
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As repetigdes de anquirina permitem supor uma série de fungdes para as proteinas
que as possuem, como fatores de transcrigdo, reguladoras do ciclo celular ou ainda
proteinas acopladoras, facilitando interagdo de outras proteinas (Sedgwick e Smerdon,
1999).

Dominios KH possuem cerca de 70 aminoacidos bem conservados e permitem a
ligacdo das proteinas que os contém ao DNA ou RNA, sendo associado a proteinas que
regulam processos transcricionais e traducionais (Valverde et al., 2008). Dominios KH sao

observados apenas na isoforma 1 e no transcrito fusional (figura 2, circulo vermelho),

ANKHDI1-EIF4EBP3

17 39 M Joa i 11} 1057 1221 1236 1379 169, 19

| 2617aa
ANKHDI1 isoforma 1
157 e 371 Jng I3 11
m 2542aa
ANKHDI1 isoforma 2
B39 3
m m E | 619aa
ANKHDI1 isoforma 3

iy d

627aa

Figura 2: Representacio esquematica da estrutura protéica primaria de ANKHDI1, de suas
isoformas e da fusio ANKHDI1- EIF4EBP3. As isoformas 1 (2542aa) e EIF4AEBP3 (2617)
apresentam 20 dominios de anquirina (indicada como ANK) organizadas em 5 blocos de 4
dominios ¢ mais um dominio KH na por¢do C terminal, circulado em vermelho. As isoformas 2
(619 aa) e 3 (627 aa) apresentam 10 dominios de anquirina organizadas em 2 blocos de 4 dominios
e 1 bloco de 2 dominios mas o dominio KH se encontra ausente. Os 10 primeiros dominios de
anquirina sdo altamente homologos nos 4 transcritos de ANKHDI. A posi¢do de cada dominio

(numeragdo descrita na parte superior) estdo indicados no esquema.
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ANKHDI1 foi inicialmente denominada como hMask, devido a sua homologia com
a proteina Mask (Multiple ankyrin repeat and single KH domain protein) de Drosophila
melanogaster. A proteina homologa Mask foi descoberta na caracterizagdo da via de
sinalizacdo dos receptores tirosina quinase (RTQ) da qual faz parte a tirosina fosfatase
Corkscrew (Csw) (Smith et al., 2002). Este trabalho demonstrou, através de inducdo de
mutagdes, que a perda de Mask leva a comprometimento na diferenciacdo, proliferagcdo e
sobrevivéncia dos fotorecpetores de drosofila, acentuando o fenotipo induzido por
mutagdes em Csw. A homodloga humana de Csw ¢ a protéina SHP2 (Nonreceptor protein—
tyrosine phosphatase), que exerce um papel critico na hematopoiese (Xu et al., 2005).

O aumento da expressio de ANKHDI1 na hematopoiese foi inicialmente
evidenciado por Santos Duarte et al., (2005), que demonstraram aumento do RNAm de
todas as suas isoformas durante a diferenciacdo eritroide induzida em células tronco e
durante diferencia¢do de linhagem HL60. Expressdo aumentada de ANKHDI1 também foi
observada em diversas linhagens leucémicas (Traina et al., 2006).

Interagdes diretas entre ANKHD1 e a proteina SHP2, foram descritas nas linhagens
mieléide K562, de adenocarcinoma de préstata, LNCaP, e em linhagem de mieloma
multiplo RPM1 8226 (Traina et al., 2006;Santos Duarte, tese de doutorado). Além disso, a
expressdo de ANKHDI apresenta-se significativamente reduzida em células de medula
Ossea de pacientes com Mielodisplasia ( Santos Duarte, tese de doutorado).

Estas evidéncias indicam que ANKHD1 pode exercer algum papel na hematopoiese

e leucemogénese.
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1.3 A proteina SHP2 e sua interacio com ANKHD1

A proteina SHP2 (Nonreceptor protein—tyrosine phosphatase) ¢ uma fosfatase de
tirosinas codificada pelo gene PTPNII, que participa de vias de sinalizacdo celular de
fatores de crescimento e citocinas, e exerce importantes func¢des na regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular (Feng, 1999). SHP2 ¢ constituida de dois
dominios com homologia & Src, SH2, na por¢do N-terminal, um dominio catalitico com
atividade fosfatase na regido central, Phospho-Tyrosine-Phosphatase Domain (PTP), e uma
cauda C-terminal contendo dois sitios de fosforilagdo em tirosina e uma regido rica em
prolina (Neel et al., 2003).

Em condi¢des basais, SHP2 apresenta baixa atividade catalitica, sendo que o
dominio catalitico esta inibido pela ligagdo intramolecular com o dominio N-SH2. A
ligacdo dos dominios SH2 da SHP2 a outras proteinas fosforiladas em tirosina induz a uma
mudanga conformacional da proteina SHP2, sendo desfeita a ligagdo auto-inibitoria entre o
dominio N-SH2 e o dominio catalitico. A proteina SHP2 torna-se ativa e adquire a
capacidade de desfosforilar substratos (Figura 3).

A protéina SHP2 exerce um papel critico na hematopoiese: mutagdes dominantes
tém sido detectadas no gene PTPNII em 35% das leucemias mielomonociticas juvenis
(JMML) (Tartaglia et al., 2003) Poucas mutacdes tém sido encontradas em leucemias
agudas, porém SHP2 estd hiperexpressa em linhagens leucémicas e em amostras de
leucemia primaria quando comparada a progenitores hematopoiéticos normais, sendo que
seu nivel de expressao correlaciona-se diretamente com a capacidade de hiperproliferacao e

¢ inversamente correlacionada ao grau de diferenciacdo, além disso ao silenciar-se a
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expressdao de de SHP2 ocorre indugdo de apoptose e inibicado do crescimento de clones
leucémicos (Xu et al., 2005).

Interagdes entre ANKHD1 e a proteina SHP2 foram descritas na linhagem mieloide
K562, na linhagem de adenocarcinoma de prostata LNCaP (Traina et al., 2006) e na
linhagem de mieloma multiplo RPM1 8226 (Santos Duarte, tese de doutorado). SHP2 ¢ a
homoéloga humana da Csw de Drosophila e esta interagdo encontrada entre ANKHDI1 e
SHP2 permite levantar a hipotese que ANKHDI tenha, na hematopoiese, as mesmas
fungdes que Mask, que ao interagir com Csw atua na proliferagdo, diferenciagdo e

sobrevivéncia de fotoreceptores de drosofila.

Sustenta
ativagao de ERK l

1, l

Sinal mitogénico anormal
Migracéo celular
Inibigao de apoptose

SHP2 inativa

Figura 3: Representacio esquematica da ativacao de SHP2. (A) A figura indica a estrutura
protéica de SHP2 inativada, com a representacdo dos dois dominios SH2, do dominio catalitico

Phosphotyrosine-Phosphatase (PTP) com atividade fosfatase na regido central.. Em condigdes
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basais, SHP2 apresenta baixa atividade catalitica, sendo que o dominio PTP estd inibido pela
ligagdo intramolecular com o dominio SH2. (B) A partir da ativagdo de receptores transmembrana
(receptores com atividade tirosina quinase ou receptores de citocinas), proteinas adaptadoras e
fosforilavéis em tirosina sdo ativadas, simbolizadas na figura por um P. A ligagdo dos dominios
SH2 da SHP2 a estas proteinas adaptadoras ativadas induz a uma mudanca conformacional da
proteina SHP2, sendo desfeita a ligacdo auto-inibitéria. SHP2 ¢ entdo ativada e adquire a
capacidade de desfosforilar substratos, ativando diferentes vias de sinalizagdo (RAS/ERK e AKT).

Modificada de Hatakeyama, 2004.

1.4 A proteina Siva e sua intera¢io com ANKHD1

Siva é uma proteina ubiqua de 175 aa (17KDa), e de expressdo aumentada em
células de origem linfoide. Esta proteina foi identificada em 1997, como um ligante do
CD27 (Prasad et al., 1997), um membro da familia dos receptores do fator de necrose
tumoral, em linfocitos, mas altualmente sabe-se que sua ativagdo pode ser iniciada por
outros recepetores de células T como CD4 e GITR (Py et al., 2004).

A fungdo pro-apoptotica da SIVA1 foi descrita a partir da identificagdo de sua
associacdo com BCL-XL, sendo que SIVA1 inibe a funcdo anti-apoptotica de BCL-XL (Xu
et al., 2005). Posteriormente foi descrito que ambas as isoformas de SIVA possuem uma
fungdo pro-apoptotica em células HPB e Jurkat (LLA), onde ativam a via mitocondrial das
caspases (Py et al., 2004).

Através de ensaio de duplo hibrido em levedura, foi identificada a interacdo de
ANKHDI1 isoforma 1 e SIVA (SIVA1 e SIVA2). (tese de doutorado, Dr. Fabiola Traina). A
identificacdo da regido C-terminal da SIVA através do seqiienciamento do clone obtido do

ensaio de duplo hibrido em levedura a partir da isca de ANKHD1 e da biblioteca de cDNA
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de medula 6ssea normal, sugere que a regido C-terminal da SIVA ¢ a regido de interagao
com ANKHDI1. A regido N-terminal e C-terminal da SIVA, comum a ambas as isoformas,
sd0 as responsaveis por sua funcao pré-apoptotica (Py et al., 2004).

A identificagdo da associacdo de ANKHDI com ambas isoformas de SIVA
corrobora a hipotese de que ANKHDI1 esteja envolvida em importantes vias de sinalizagao
celular que medeiam mecanismos essenciais a sobrevivéncia da célula e o desenvolvimento

de neoplasias.

CD27

I

SIVA r
Mitocondri
T L2

W e

Caspase 9

i

Caspase 3
v
Apoplose

Figura 4: Representacio esquematica da atuacio de Siva via CD27. Siva associa-se e inibe a
fungdo anti-apoptotica de BCL-XL. A fun¢ao anti-apoptoética de BCL-XL ocorre através da inibigao

das caspases na via extrinseca da apoptose.

1.5 A proteina Vpr e sua interacio com ANKHD1

Vpr ¢ uma pequena proteina de 96 aminodcidos (14 kDa), codificada pelo genoma

do HIV (virus da imunodeficiencia adquirida). Apesar de suas pequenas dimensoes,
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diversas fungdes sao atribuidas a Vpr, como ajudar na retrotranscricdo do RNA virotico, e
facilitar a importagao do DNA virotico até o nucleo, optimizando o processo de infecgdao do
HIV.

Uma das principais funcdes atribuidas a Vpr ¢ capacidade de induzir bloqueio no
ciclo celular na fase G2/M nas células infectadas pelo HIV (Planelles et al., 1996). Esta
atividade citostatica de Vpr é ainda pouco conhecida, porém seria vantajosa ao virus pois
forneceria um ambiente favoravel a expressdo dos demais genes virais e também de alguns
genes celulares (Cui et al., 2006).

A infecgdo pelo HIV ¢é caracterizada por uma importante diminuicdo de células
CD4+ nos pacientes que desenvolvem a AIDS. Entre diferentes fatores virais, Vpr surge
como uma proteina com propriedade pro-apoptdtica (Le Rouzic e Benichou, 2005).

O mecanismo pelo qual Vpr leva a bloqueio do ciclo ou apoptose ainda ndo sdo bem
conhecidos, mas Vpr parece execer um papel de adaptador entre uma proteina ainda nao
determinada, (chamada de proteina X, figura 5), e o complexo de ubiquitina ligase, DDBI1-
Cul4A, através da interagdo Vpr/ DCAF1, o que permite desencadear o processo de
degradagdo da proteina X através do proteossoma. Mesmo que muitos dos membros
integrantes de processo ainda sejam desconhecidos, eles terminariam por ativar a proteina
quinase ATR (Ataxia-telangiectasia and rad3 protein), que esta associada a via de reparo de
lesdes no DNA, e as consequéncias da ativacdo de ATR sdo hiperfosforilagdo de Cdc25 e
em seguida hipofosforilacdo relativa de Cdc2, inibindo a ligacdo com a ciclina Bl e a
entrada na mitose. Por outro lado, a proteina ATR provoca hiperfosforilagio de GADD45 e

ativa a proteina mitocondrial BAX contribuindo para aumento da apotose (Figura 5).
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Figura 5 Modelo molecular das atividades citostatica e pro-apoptética de Vpr Vpr medeia a
ligacdo entre a proteina ainda ndo determinada (proteina X), ¢ o complexo de ubiquitina ligase,
DDBI1-Cul4A, através da interacdo Vpr/ DCAF1, o que permite desecadear o processo de
degradacdo da proteina X pelo proteossoma, que leva a ativagdo de ATR por mecanismos nao bem
conhecidos. ATR ativada hiperfosforila Cdc25 ¢ em seguida hipofosforila Cdc2, inibindo ligagdo
com a ciclina B1 e impede a entrada na mitose. A proteina ATR também induz hiperfosforilagdo de

GADDA4S5 ¢ ativa a proteina mitocondrial BAX contribuindo para aumento da apoptose.
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A interacao de Vpr com a isoforma 2 de ANKHDI1 foi descrita por Miles e colabo
radores (2005), Estes autores mostraram também um aumento das taxas de apoptose.
quando ANKHDI isoforma 2 ¢ inibida em HelLa e NT2.

ANKHDI poderia portanto estar protegendo a célula doe efeito pro apoptotico de
Vpr.

A identificagdo da associagdo ANKHDI1 com Vpr corrobora a hipdtese de que
ANKHDI1 esteja envolvida em importantes vias de sinalizagdo celular que medeiam

mecanismos essenciais a sobrevivéncia celular.

1.6 Hipotese do trabalho

A expressdo de ANKHDI1 ¢ descrita em diversos tecidos como linfonodos ,
estobmago, musculatura esquelética e em linhagens leucémicas (Traina et al., 2006). O
envolvimento de ANKHD1 na hematopoiese foi primeiramente evidenciado por Santos
Duarte et al, (2005) que demonstraram aumento da expressdo dos transcritos de ANKHDI1
durante a indugdo de diferenciagdo hematopoiética em células tronco e na linhagem
leucémica HL60. A interagdo fisica de ANKHDIle SHP2, homodloga de Csw de drosofila,
em linhagens leucémica ¢ de mieloma (Traina et al., 2006, Santos Duarte, tese de
doutorado), juntamente com a homologia de ANKHDI1 e Mask sugerem que ANKHDI1
poderia exercer as mesmas fungdes de Mask de drésofila na hematopoiese: diferenciagao,
proliferacdo ou sobrevivéncia celular.

As interagdes com proteinas tipicamente associadas a apoptose como Vpr e Siva,

bem como os resultados de siRNA obtidos por Miles e colaboradores (2005) em HeLa e
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NT2, mostrando aumento significativo nas taxas de apoptose quando ANKHDI1 ¢ inibida, e
permitem levantar a hipotese de que ANKHDI1 atue como proteina antiapoptotica.

Para auxiliar na caracterzacao da fungao de ANKHDI se faz importante investigar
seus demais parceiros de atuagdo e em que via de sinalizagdo estes genes estdo atuando;
para tal duas abordagens metoddlogicas foram ensaiadas: inibicado e hiperexpressao de

ANKHD1, como explicitam os objetivos a seguir.
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2.0 Objetivo geral

Investigar o envolvimento de ANKHD1 em processos celulares relacionados a

leucemogénese

2.1 Objetivos especificos

1. Estudar o perfil de expressdo génica em células tumorais LNCaP cuja expressdo de

ANKHDI1 foi inibida (microarray).

2. Verificar a expressao de isoformas ANKHDI e genes modulados nos ensaios de

microrray em banco de amostras de portadores de leucemia Aguda.
3. Hipexpressar as isoformas 1 ¢ 2 ANKHDI em linhagens tumorais HeLa e HEK 293T.
4. Determinar a localizacao subcelular das isoformas 1 ¢ 2 de ANKHDI.
5. Avaliar o efeito de Vpr e Siva na expressao protéica de ANKHDI

6. Avaliar o envolvimento de ANKHDI na apoptose, apos a hiperexpresdo na linhagem

leucémica Jurkat.

7. Estudar a expressio de ANKHD1 em diversas linhagens leucémicas submetidas a

diferentes agentes terapéuticos.
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3.0 Casuistica e Linhagens Celulares

3.1 Células hematopoéticas de pacientes com diagnostico de Leucemia Aguda

As células leucémicas foram obtidas de amostras de medula 6ssea de pacientes
atendidos no ambulatorio de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado (Anexo I). As amostras foram
coletadas no momento do diagndstico de leucemia aguda, antes de qualquer tratamento.
Utilizamos neste estudo as amostras que foram coletadas entre o periodo de fevereiro de
2001 a dezembro de 2005 e que possuiam os dados hematolégicos do diagnostico,
confirmagdo do diagnostico de leucemia aguda através de mielograma, citoquimica e
imunofenotipagem, e que apresentavam RNA de boa qualidade no momento da realizacio
dos experimentos. Foram incluidos um total de 38 pacientes com diagnéstico de Leucemia
Aguda (mediana de idade de 47 anos, variando de 1883 anos), incluindo 7 LLA (leucemia
linféide aguda), 1 leucemia aguda bifenotipica e 30 LMA, leucemia mieléide aguda, (1 MO,
5 M1, 6 M2, 3 M3, 10 M4, 3 M5, 1 M6, 1 M7) de acordo com a classificagdo French-
American-British (FAB) (Bain, 2003). Os dados clinicos estdo descritos no Apéndice I. As
cé¢lulas mononucleares de medula dssea foram obtidas através de um gradiente de separacao

Ficoll-Hypaque. A seguir, as células foram submetidas a extragdo de RNA.

3.2 Exames para diagnostico de Leucemia Aguda

Os exames para diagnostico de leucemia aguda foram realizados de acordo com a
rotina do servi¢o de Hematologia da Unicamp, incluindo avaliacdo do sangue periférico e
do mielograma corados com Leishmann e citoquimica incluindo as coloragdes de Sudan

Black, Esterase inespecifica e Esterase NaF. As amostras foram simultaneamente
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submetidas a exame de imunofenotipagem com os marcadores caracteristicos de LMA e
LLA. Os casos com suspeita de LMA M3 foram submetidos a RT-PCR para pesquisa da
t(15;17). A maioria dos casos de LLA foram submetidos a RT-PCR para pesquisa de
t(9;22) p190 e p210. Todos os pacientes foram submetidos a coleta de material de medula
Ossea para analise de caridtipo por banda G, sendo avaliadas vinte metafases.

Tabela I: Pacientes com diagnostico de Leucemia Aguda.

Numero de
pacientes
Pacientes estudados 38
Sexo
Masculino/ Feminino 25/13
Idade (anos), mediana (varia¢ao) 47 (18-83)
FAB

LMA 30
MO 1

Ml 5

M2 6

M3 3
M4 10

M5 3

M6 1

M7 1

LLA 7
LLAT 5

LLA pré-B 2

LA Bifenotipica 1

Abreviacdes. FAB: French-American-British; LMA: Leucemia Mieldide Aguda; LLA: Leucemia

Linféide Aguda; LA: Leucemia Aguda.
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3.3 Células hematopoéticas normais

As células hematopoiéticas normais foram obtidas de medula 6ssea (n=11) de

doadores normais do Hemocentro da Unicamp com aprovacdo do Comité de Etica em

Pesquisa e consentimento informado (anexo). As células mononucleares de medula dssea

foram obtidas através de um gradiente de separacao Ficoll-Hypaque

3.4 Células hematopoéticas de pacientes com diagnostico de Sindrome

Mielodisplasica.

Amostras de medula 6ssea foram obtidas de pacientes com SMD atendidos no

ambulatorio de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovagdo do Comité de

Etica em Pesquisa e consentimento informado. As células mononucleares de medula ossea

foram obtidas através de um gradiente de separagdo Ficoll-Hypaque e foram colocadas sob

cultura com duas doses de decitabina de 1 e 5 uM para averiguar qual dosagem seria a mais

adequada, por 72h. Dados dos pacientes e sua distribuicdo de acordo com as classificagdes

da doenga estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Pacientes com diagndstico de Sindrome Mielodisplasica

Pacien FAB Hb Leucdocitos Neutrdfilos  Plaquetas  %blastos  Citogenética  Idade
tes (g/dl) (mm’) (mm’) (mm’) (medula (anos)
ossea)
1 RARS 7,9 2180 520 87000 2,0 46XX 70
2 RA 10,5 5890 2450 361000 1,0 46XX 86
del(5)(q13)
3 AREB 5,1 8890 4260 841000 19 46 XY 64
4 RA 12,2 3000 1370 226000 4,0 46XX 38

3.5 Linhagens celulares

Linhagens celulares de leucemias agudas humanas foram adquiridas no ATCC,

Philadelphia, USA: KG-1( leucemia miéloide aguda), K562 (leucemia mieldide cronica em
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fase blastica, t(9;21), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), Jurkat (leucemia linféide T),
HEK 293T (Human Embryonic Kidney 293 cells), LNCaP (adenocarcinoma de prostata

humano) e HeLa ( cancer de colo de utero).

3.6 Tratamento com drogas

As linhagens leucémicas. KGI1, Jurkat e HL60 foram cultivadas até a fase
exponencial e tratadas com as doses 25, 100 ou 200 U/mL de IFN a por 18 horas. Estas
mesmas linhagens foram submetidas as seguintes doses de talidomida 10-4, 10-5, 10-6 or
10-7 M por 16 horas, ambos os tratamentos foram repetidos em dois experimentos
independentes. Para a inducao de apoptose na linhagem KG1 foi utilizada Daunorubicina
nas doses 2pg/mL e 4pg/mL. Para a indugdo de apoptose na linhagem Jurkat foi utilizado
Metotrexate ou 100 ng/mL e 1000 ng/mL de metotrexate, ambas as drogas por 24 horas, em

duas réplicas experimentais independentes.

3.7 RNA de interferéncia

O silenciamento po6s transcricional da ANKHD1 foi obtido através do uso do dos
oligos SMART pool siRNA da Dharmacon (Lafayette, CO). O reagente foi utilizado a uma
concentragdo de 120 nM em células LNCaP, linhagem na qual se descreveu pela primeira
vez a expressdo da isoforma 1 de ANKHDI, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).
As células foram tripsinizadas, lavadas e cultivadas em meio RPMI com 10% de soro
bovino fetal, em uma concentragdo de 2x10° células no dia precedente a transfecgdo. No dia
do experimento as células foram lavadas com tampao PBS estéril e incubadas com OPTI-
MEM até o momento da lipofecgdo. Os oligos foram incubados com 30 plL de

lipofectamina 2000 na presenca de OPTI-MEM por um periodo de 25 minutos. Em seguida
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o complexo DNA-lipofectamina foi adicionado as células e estas foram mantidas em
contato com essa solugdo por 5 horas. Ao final desse tempo foi, 0 meio foi retirado e
acrescentou-se as células meio de cultura com 10% de soro bovino fetal e as células foram
mantidas em cultura 72 horas. As células foram entdo coletadas e submetidas a extragao de

RNA e proteina para verificar a reducao da expressao de ANKHDI .

3.8 Extraciao do RNA total

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O Trizol
¢ um reagente que apresenta uma solugao monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina.
A extragdo de RNA com esse reagente ¢ uma adaptacdo do método desenvolvido por
Chomczinki e Sacchi (Chomczynski e Sacchi, 1987). Ao precipitado de células, contendo
5x10° a 1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra homogeneizada até que
se tornasse bastante fluida. A quantificacdo do RNA obtido foi realizada através da leitura
da densidade optica (DO) de uma aliquota da amostra em espectofotometro com
comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a
40 pg/mL de RNA. A relagdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como
parametro na estimativa do grau de contaminacdo do RNA por proteinas, e esse varia
normalmente entre 1,6 e 1,8. A qualidade das amostras de RNA obtidas apds a extrag¢do foi

avaliada através de eletroforese em gel de agarose.

3.9 Tratamento do RNA total com DNAse I

O RNA total de células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life
Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 2 ug de RNA por 15 minutos a

temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contamina¢do deste material com
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DNA genomico. A enzima foi, subseqlientemente, inativada por uma incubag¢dao de 10

minutos a 65°C.

3.10 Transcricao em cDNA

As amostras de RNA total, contendo 2 pg de RNA e tratadas com DNAse I, foram
transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) numa reagdo de volume final de
20 uL (Life Techologies). A reacao foi iniciada adicionando aos 2 pg de RNA tratado 1 pL
de oligonucleotideo (dT) 500 pg/mL e 1uL da mistura (10 mM) de cada desoxinucleotideo
trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C, e,
em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entdo, 4 uL do tampao de reagdo 5x, contendo
250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCIl, 15 mM MgCl, e 0,1 M DTT, e também 200 U
enzima transcriptase reversa SuperScript II, que catalisa a reagdo de extensdo da fita
complementar. Essa mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A seguir, foi feita a
desnaturagdo da reagdo por 15 minutos a 70°C e finalmente foram adicionadas 40 unidades
de Rnase H e a solugdo incubada por 20 minutos a 37°C. As amostras de ¢cDNA foram
quantificadas através do espectrofotometro Nanodrop (Thermo scientifique) para que

quando fossem usadas em qPCR partissemo sempre da mesma concentragao de c-DNA.

3.11 PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
Amplificagdo em tempo real foi realizada no 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando-se Power SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems). 120

ng de cada amostra de cDNA foram utilizados na reacdo com os primers nas concentragdes
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indicadas na Tabela 3. Um controle negativo, sem adicdo de cDNA, sempre foi utilizado
em toda reacdo para cada par de primers. Cada reacdo foi repetida 2 vezes, com trés
réplicas cada por experimento. As expressoes dos genes housekeepings ABL, HPRT ou
GAPDH foram utilizadas como controle enddgeno. Em geral foram utilizados sempre dois
controles endogenos em todas as reacdes apresentadas. A escolha do housekeeping mais
adequado se deu segundo a expressividade do gene alvo quantificado, e também segundo o
tipo de amostras utilizado. Sendo que o melhor housekeping para um dado gene alvo, em
uma determinada amostra, foi o que teve expressdo mais proxima deste gene alvo, tendo
regiodes de amplificacdo exponencial em torno dos mesmos ciclos de amplificagdo e de
expressdo ndo variavel segundo a drogas utilizadas. A quantificagdo relativa da expressao

génica da ANKHD] foi calculada utilizando-se a formula 2*““" (Livak et al.,2001).

Tabela 3: Seqiiéncias dos primers utilizados na amplificacio dos genes estudados por PCR
quantitativo em tempo real (qPCR). A tabela a seguir mostra os primers previamente utilizados

no laboratério, os primers desenhados para validagao do array se encontram em tabela no apéndice.

Primer [ InM sequencia 5’para 3’
ANKHDI1 iso 1 300
Sense CCTGCTTGGAACCCTCTGATAAA
Antisense CGTGCCAGGCCAAATCTG
ANKHDI1 iso 2 150
Sense CAAGCAGGAGGACATGAAGCAT
Antisense CGTAGTAGCTTACAAGCATCAAAGG
ABL 300
Sense TGGAGATAACACTCTAAGCA
Antisense GATGTAGTTGCTTGGGACCC
GAPDH 150
Sense ACCCACTCCTCCACCTTTGA
Antisense CTGTTGCTGTAGCCAAATTCG
HPRT 150
Sense GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA
Antisense TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT
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3.12 Western Blotting

Ao pellet celular contendo 5x10° a 1x107 células foi acrescentado tampdo de
extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3;VOy4, 100 mM NaF, 10 mM NasP,07, ¢ 4
mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas.
Apods 30 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugagdo a 4°C
durante 20 minutos para remocao dos restos celulares. Para producdo do extrato total
proteico, adicionou-se as aliquotas tampao de Laemmli contendo 100 mmol/L de
ditiotreitol e aqueceu-se em agua fervente por 5 minutos. ApoOs isso, as amostras foram
submetidas a eletroforese ou armazenadas a —80°C.. As proteinas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e 12 % SDS-PAGE segundo seu peso molecular-
em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca). A
eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 90 minutos a 120
V (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia umida da Bio-Rad. A ligacao dos
anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por pré-incubagdo da membrana por 1
hora com tampao de bloqueio (5% leite em p6 magro, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl,
and 0.02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com
anticorpos especificos diluidos em tampao de bloqueio (5% de leite em p6 magro) por 12
horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solugdo basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L
NaCl, and 0.02% Tween 20). Os anticorpos primarios utilizados foram: HA (Roche) V5
(Invitrogen) e o anticorpo anti-ANKHD1 end6geno foi desenvolvido pela Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA), a partir da escolha do peptideo antigénico de 16 aminoacidos. O sistema

de revelacao usado foi o baseado em quimioluminescencia, de acordo com as instru¢des no
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kit ECL™ Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em
suma, as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario, conjugado a
HRP (Horseradish peroxidase), lavadas novamente, ¢ entdo submetidas ao substrato da

enzima, resultando num produto luminescente, detectado por auto-radiografias em filmes

Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY).

3.13 Microarray da Inibicdo de ANKHDI1.

Apos a inibicado de ANKHDI1 (item 3.6) e extragdo do RNA segue-se um ensaio de
microarray. O sistema de microarray utilizado permitiu a analise simultanea de cerca de
55.000 transcritos humanos distintos (Whole Genome Bioarray, CodeLink, GE Health
Care). Esta plataforma utiliza um sistema de detec¢do de cor tUnica, baseado na
incorporagdo indireta de um fluorocromo para a marcagdo das amostras. Este sistema
elimina resultados falsos decorrentes de parametros enzimaticos, que afetam a freqiiéncia
de incorporacao de fluorocromos distintos, ou relativos a sobreposicao espectral de duas
fluorescéncias.

Basicamente o processo consiste na purificacdo, amplificagdo e hibridizacdo a
microarrays de DNA para a analise de expressao génica global. Em termos gerais, RNAs
complementares (cRNA) marcados com uridina biotinilada foram preparados por
amplificacdes lineares (transcricdo reversa a partir de 2ug de RNA total, sintese de cDNA
dupla fita e transcri¢do in vitro), fragmentados e hibridizados com os oligonucleotideos
presentes nos microarrays a 37°C por 18 h. Apos sucessivas lavagens, fragmentos de
cRNA especificamente aderidos foram marcados com fluorocromo (cyanine 5) conjugado a
streptavidina e a intensidade fluorescente foi captada por um Axon GenePix 4000B Scanner

(Axon Instruments).
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Genes diferencialmente expressos no array foram identificados de acordo com o
método HTself com réplicas técnicas baseado no calculo de um limite experimental
dependente da intensidade de todos os pontos da lamina. Esse método diminui a
necessidade de réplicas uma vez que nao se baseia no desvio experimental de cada ponto ou
de amostragem e tem probabilidade de até 75% ou mais de modulagdo real (Vencio e

Koide, 2005).

3.14 Critérios usados na escolha dos genes validados.

Genes diferencialmente expressos foram agrupados em classes funcionais utilizando
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery;
http://niaid.abcc.nciferf.gov/home.jsp). DAVID ¢é um aplicativo que permite o acesso a
bases de dados inter-relacionadas contendo diferentes tipos de anotagdes funcionais. Os
parametros utilizados para as analises nesse trabalho foram os termos de Gene Ontology
(GO, http://www.geneontology.org/) e de vias metabolicas descritas em KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/).

O software Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com/), também foi

utilizado na determinagdo das classes funcionais significativamente alteradas pela inibigao

de ANKHDI.

3.15 Hiperexpressao deANKHD1 isoforma 1 e 2

O método de transfec¢do utilizado para células HEK 293T foi o baseado na
precipitagdo do fosfato de célcio Caz(PO4),.

Vinte e quatro horas antes do experimento, as células foram colocadas em garrafas
de T 75 numa densidade de 3x 10°/garrafa em 15 mL de DMEM 10 %.

No dia do experimento 10 a 20 ug de DNA plasmidial foi misturado a 120 ul de
CaCl; IM e agua destilada gsp 500 ul. Em seguida, para formacao dos cristais de fosfato de
calcio , a solugdo plasmidial foi acrescentada gota a gota a 500 ul de HBS 2X (5,6 mL de
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Nacl 5M, 10 mL de Hepes 0,5 M, ImL de Na,HPOy4, 83,4 ml de H,O). Em seguida esta
solucdo foi distribuida sobre as células também gota a gota. Seis horas depois o meio foi
trocado por meio novo suplementado e as células foram coletadas ap6s 24 horas para
extragdo protéica.

As cé¢lulas HeLa, utlizadas para experimentos de imunofluorescéncia, foram
transfectadas com lipofectamina 2000 (Invitrogem) em protocolo analogo ao usado para
RNAI, porém 3x 10’ células foram semeadas em placas com 6 pogos , em meio DMEM
sem antibidtico 24 horas antes da transfecgao.

Para esta transfec¢do, a quantidade de DNA por pogo foi de 4 ug e as células foram
incubadas com a mistura DNA, lipofectamina, OPTIMEM por 5 horas, em seguida o meio
foi trocado e as células em laminulas foram fixadas 24 horas depois do procedimento
(conforme item 3.15).

As células Jurkat foram transfecatdas por metologia AMAXA® de eletroporagio
utilizando o Kit nucleofactor V ® ¢ o programa S018, com 5ug de DNA em 2x10° células

por poco, em placas com seis pogos, conforme especificagdes do fabricante.

Mapas das construcoes usadas na Hipexpressiao

=
L 28

Bsml

Figura 6: Mapa dos vetores utilizados neste trabalho. O vetor pcDNA 3 contém a

isoforma 1 de ANKHDI1 e o vetor pcDNA 3.1V5-HIS-TOPO contém a isoforma 2

A isoforma 1 de ANKHDI esta contida no plasmideo pcDNA 3, possui um epitopo

HA e foi gentilmente cedida pela equipe do Dr Nahum Sonenberg (Poulin et al., 2003). A
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isoforma 2 de ANKHDI1 estd contida no plasmideo pcDNA3.1 CMV/ T7 TOPO e possui
um epitopo V5/His que foi gentilmente cedido por pela equipe do Dr.Velpandi Ayyavoo

(Miles et al., 2005).

3.16 Microscopia de Fluorescéncia

Células HeLa cultivadas e transfectadas sobre laminulas de vidro foram lavadas
com solugdo de tampao fosfato duas vezes e fixadas com paraformaldeido 4% por 20
minutos e permeabilizadas com 0.1% Triton X-100 por 10 min. Em seguida, as células
foram incubadas com anticorpo primario, HA, V5 ou Kdel segundo o experimento, diluidos
de 1:500, 1:200, 1:500 respectivamente, por 2 horas a 4°C. Apds a incubagdo, as laminas
foram lavadas em tampao fosfato trés vezes e incubadas com o anticorpo secundario com a
cor escolhida, por 45 min a temperatura ambiente . A reacdo foi interrompida com tampao
Tris 50 mM e as células foram cobertas com meio de montagem DAPI (Invitrogen).
Imagens fluorescentes foram obtidas usando um microscopio de Leica DMRB
epifluorescéncia equipado com cdmera CCD camera (Princeton) controlado pelo software
Metamorph V5.0r6. Andlises das imagens foram feitas através do Image J ( Image

processing and analysis Java).

3.17 Estudo da apoptose

O estudo da apoptose foi realizado através da marcacdo das células Jurkat com
anexina V (Molecular probes) e 7AAD (BD Pharmingen™) por citometria de fluxo.

Células Jurkat submetidas a superexpressio de ANKHDI1 ou células controle
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(eletroporadas) (2 x 10°) foram submetidas a duas lavagens em RPMI sem SFB e
ressuspensas em 200 uL. de tampao de ligacao (10 mM Hepes pH=7,4, 150 mM NacCl, 5
mM KCI, 1 mM MgCl, e 1,8 mM CaCl,). Foi adicionado 1 pg/mL de anexina V-PE e as
amostras foram incubadas durante 20 minutos, a temperatura ambiente, no escuro.
Imediatamente antes da aquisi¢do, foi adicionado 1 pL/mL de 7AAD, 10000 eventos foram
adquiridos. Os dados foram analisados no citdmetro FACSCalibur (BD Bioscience),
utilizando-se o software CellQuest (BD Bioscience). As células positivas para anexina V ¢
negativas para 7AAD, em relagdo ao nimero de células GFP positivas, indicaram células

Jurkat em processo de morte celular programada.

3.18 Analise Estatistica

A comparagdo dos valores da quantidade relativa de expressio do RNAm de
ANKHDI entre os pacientes com diagnostico de Leucemias Agudas e células
hematopoéticas normais foi realizada através do teste estatistico de Mann-Whitney. O valor

de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS




4.1 Inibicdo de ANKHDI1 e analise microarray

Uma abordagem usual na busca da fun¢do de novos genes ¢ seu silenciamento
(siRNA) seguido da averiguagdo das possiveis alteracdes génicas associadas a auséncia de
sua expressdo, através de microrray. A linhagem tumoral LNCaP foi utilizada para a

inibi¢do devido a baixa eficiéncia de silenciamento de células leucémicas em suspensao.

4.1.1 Inibicdo de ANKHD1 em LNCaP :

(A)
Inibicdo de ANKHD1 em LNCaP
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Figura 7. Analise da inibicdo de ANKHD1 em LNCaP através de siRNA: (A) qPCR 72

horas pos transfecgdo, o RNA total foi isolado das células e amplificado com primers de ANKHD1

ou GAPDH. CTRL representa o controle transfectado com lipofectamina. (B) por Western blotting.
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Extrato total das células 72 horas pds transfeccao, e incubadas com o anticorpo anti- ANKHD1, 270
KDa. Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a membrana foi incubada com
anticorpo anti-actina (45 kDa). A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western
Blotting Analysis System. A coluna 1 mostra a inibigdo de ANKHDI1 e em 2 o controle transfectado

com lipofectamina.

4.1.2- Anélise da Expressiao génica global pés inibicio de ANKHDI1.

Técnicas de hibridizacdo como de microarrays permitem mensurarar o nivel de
expressdo de muitos genes simultaneamente (Margalit et al., 2005) representando uma
ferramenta 1til para o estudo de genes ainda ndo bem caracterizados, por permitir tragar um
amplo perfil de alteracdes génicas associadas a inibi¢do ou superexpressao de genes pouco
conhecido, como ANKHDI.

Os RNAs provenientes da inibigdo de ANKHDI em linhagem celular de
adenocarcinoma de prostata ( LNCaP) e de células controle ( LNCaP transfectadas com
lipofectamina) foram submetidos a andlise por microaarray na plataforma Codelink (GE).
Cada amostra foi utilizada em duplicata e a reprodutibilidade das laminas ¢ evidenciada na

figura 8:

(A) (B)

TOOS27706 [1] Sampledt
THOS27705 [1] Sampledn

0.o0 0m 01 1 10 a0 0.0m 0m 01 1 10
TO0327704 [1] 5 ample001 TO0327703 [1] Sampl=001
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Figura 8: Reprodutibilidade de dados de microarrays: (55.000 transcritos), conduzidos
em duplicata, com RNA extraido do (A) células controle e (B) de LNCaP transfectadas com o
siRNA anti ANKHDI1. No eixo x estdo os valores (log) das intensidades de expressdo génica ¢ em y

(log) dos dados relativos a sua réplica. Pearson > 0.95.

Os dados de array mostraram que 2 dos transcritos da ANKHDI1 ( isoforma 1 270-
kDa e isoforma 2 — 49kDa) foram inibidas 2 e 8 vezes, respectivamente em relagdo as
células do controle. O resultado das laminas foi bastante reprodutivo (Pearson > 0.95) para
ambas as condi¢des, controle e inibido.

A figura 12 mostra o total de genes considerados diferencialmente expressos com
probabilidade de até¢ 75% (figura 9), sendo 706 genes mais expressos € 159 menos

expressos nas células inibidas , em relagdo as células controle.

Perfil de alteragao de expressao génica global
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Figura 9: Perfil de alteracio da expressio génica global da inibicado de ANKHDI1. A barra em
cinza representa o numero total de genes que tiveram sua expressdo aumentada quando ANKHD1
foi inibida. A barra em preto evidencia o numero total de genes que tiveram diminuida a sua

expressao na inibigdo de ANKHDI.
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Numero de genes

Em seguida estes genes foram agrupados por classes funcionais, como mostram as

figuras 10 e 11.

Genes supra-regulados agrupados funcionalmente
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Figura 10: Numero de genes supra-regulados com a inibicdo de ANKHDI,
organizados em classes funcionais, segundo critérios do Gene Ontology. O niumero de genes por
classe esta indicado sobre cada barra. S6 foram considerados genes com probabilidade de 75% ou
mais de modulagao real.

Houve aumento da expressao génica nas 21 classes funcionais mostradas na figura
10: metabolismo de nucleotideos, morte celular programada, regulagcdo de ciclo celular ,

regulacdo positiva e negativa de processos fisiologicos, cascata de sinalizagdao celular,
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Numero de genes

metabolismo de biopolimeros, mobilidade celular, migracdo celular, organizagdo e
biogénese de organelas, regulacdo de transporte, regulagdo negativa de transdugao de sinal
regulacdo de metabolismo celular, regulacdo negative e positiva do metabolismo,
manutengdo da transcri¢ao pela cromatina, regulacao da proliferagao celular, adesao celular

homofilica, localizacao do spindle, regulagao de transducao de sinal e desenvolvimento da

epiderme.
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Figura 11: Numero de genes sub-regulados com a inibicio de ANKHD]1, organizados
em classes funcionais, segundo critérios do Gene Ontology. O numero de genes por classe esta
indicado sobre cada barras. S0 foram considerados genes com probabilidade de 75% ou mais de

modulagéo real.
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Houve diminui¢do da expressao génica nas 15 classes funcionais mostradas no
grafico acima: genes relacionados a fase M da multiplicagdo celular, metabolismo de
carboidratos, metabolismo de biopolimeros, regulacdo negativa de processos celulares,
regulacao de biosintese, regulacdo da proliferagdo cellular, regulacao do ciclo celular,
morte celular programada, ciclo celular mitotico, reparo de danos, metabolismo de
aminoacidos, regulacdo do metabolismo protéico, metabolismo de aminas, metabolismo de
acidos organicos e regulacao da apoptose.

Posteriormente, a analise destes dados foi refeita com o software Ingenuity Pathway

Analysis (http://www.ingenuity.com/), que possui um banco de dados de vias de

sinalizacdo mais atualizado. Esta andlise confirmou a importancia de algumas vias de

sinalizagdo em especial, como mostram a Tabela 4 e a Figura 12
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Tabela 4: Principais redes de atuacao associadas a inibicio de ANKHD1 segundo o Ingenuity

Pathway analysis.

Principais Redes de atuagdo associadas Score
1 Organizacio e montagem celular, Morte celular e Metabolismo de drogas. 3
2 Metabolismo de carboidratos, Diferenciacio celular, Desenvolvimento embrionario. 3
3 Ciclo celular, Migracio celular, Organizacio e montagem celular. 3
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Figura 12 —Vias de sinalizacdo ativadas em células LNCaP submetidas a inibicdo de
ANKHDI1. O [limiar estatistico, (threshold, linha laranja) representa o ponto de corte para
significancia na escala log (eixo y). As analises foram realizadas no software Ingenuity Pathways

Analysis (Ingenuity Systems).

As vias de sinalizacdo de sintese protéica, organizagdo e modelagem celular,
diferenciagdo, migracao, modificacdo pos traducional e estruturacao protéica se mostraram
significativamente moduladas pela andlise Ingenuity do microarray de ANKHD1 inibida,
como mostram as barras acima da linha de threshold (figura 12).

A tabela 4 evidencia também morte celular e metabolismo de drogas como vias

principalmente associadas a inibi¢ao de ANKHDI.
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Regulagao da proliferagédo celular

A figura 12 mostra o agrupamento dos genes por classes funcionais segundo o
software DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) que
utiliza os parametros do Gene Ontology (GO) e vias metabolicas KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes)

As vias de sinalizacdo encontradas pelo DAVID ratificam os resultados da analise
feita pelo método Ingenuity uma vez que vias de sinalizacdo como ciclo celular,
proliferagdo, apoptose e migra¢do foram encontradas em ambos os métodos conforme

ilustra a figura 13:

E Genes Supra W Genes Sub

Srasnizasaonuctear —159

Migragao celular 28

Ciclo celular mitético

15

Regulagaodociclo celular

Morte celular programada

-40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Numero de genes

Figura 13: Perspectiva das principais vias de sinalizaciio cuja expressio génica foi alterada
pela inibicdo de ANKHDI1. O perfil de expressdo génica foi gerado pela analise de duas réplicas de
amostras do controle e de amostras de células LNCaP inibidas. Os resultados foram analisados pelo
Axon GenePix 4000B Scanner software. S6 foram considerados genes que possuiam aumento ou
diminuicdo de expressdo maior ou igual a 2. As barras cinza e negras representam, respectivamente
o numero de genes supra e sub-regulados . O nimero de genes por classe estd indicado sobre cada

barra.
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Como esperado para uma proteina contendo repeticdes de Anquirina, caracteristicas
de citoesqueleto, foram encontradas alteradas as fungdes de movimento celular e
organizagao celular.

Mas a analise por microarray revelou também varios genes relacionados com a
proliferacdo celular, morte celular programada e organizacdo da estrutura nuclear como

descreve a tabela a seguir (tabela 5).
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Tabela 5: Genes relacionados as principais vias moduladas pela inibicio de ANKHDI1. Os genes foram organizados em classes funcionais por

Gene Ontology (GO). Os genes em vermelho foram supra regulados. Os genes em verde foram sub-regulados.

Classe Funcional (GO)

Simbolo do gene

Regulacio de proliferacio celular

Morte celular programada

Controle epigenético
e Organizagdo do Nucleosomo
e Formacdo do complexo de interagdo
proteina DNA
e Estabelecimento e manutengio da
arquitetura da cromatina

e Empacotamento do DNA

IGFIR, ING4, ANAPC5, WWOX, ID2, CDC2L5, CABLES2, EGFR, CCNE1ISTATI,
RFP2, UBE2V1, LATS2, PTEN, TSC2, EXT1, E2F2, MACF1, TFDP2, ID1, PLCBI,
NUSAPI1, FLJ14166, DLGS5, SUGT1, SPP1, BCL2, EGR4, IRS2, FTH1, JAG2, DLGS,
BTG2, NCK2, NRP1

DLG1, SIRT2, BUB1, CDC20, GADD45A, DLG7 EREG, BCAR3, ATM, IL8, TGFA.

IGF1R, ING4, PIK3R2, MALT1, BNIP2, ZNF346, ZDHHC16, SEMA4D, STAT1, BMF,
NFKB1, TP53INP1, GADD45B, PTEN, TRAF3, SIAHI, IHPK2, SPP1, BCL2,
SEMAG6A, SGK, SGPL1, PHF17, C5, FOXO03A, SOCS3.

NMES, ANXA1, NPM1, MX1, GLO1, AMIGO2, GADD45A, TNFSF7, ATM, PHLDA2
CEBPG, FOXOI1A, TRIB3.

HIST1H2BJ, HIST1H2BB, HIST2H2BE, HISTIH2AC, HIST1H2BK, H2AFZ,
HIST2H2AA, HISTIH2AG, HIST1H2AI, HISTIH2AK, HISTIH2AM, HIST1H2AL,
HIST1H2AJ, HISTIH2AH, MYST3, H4/0, HIST1H4D, HIST1H4F, HIST1H4I,
HIST1H4K, HIST4H4, HIST2H4, HIST1H4L, HIST1H4J, HIST1H4H, HIST1H4E,
HIST1H4C, HIST1H4A, HIST1H4B, HISTIH2AB, HIST1H2AE, HIST1H3A,
HIST1H3D, HIST1H3C, HIST1H3B, HIST1H3E, HISTIH3G, HIST1H3I, HIST1H3J,
HIST1H3H, HIST1H3F, H3/0, HIST1H2BI, HIST2H3C, RP5-998N21.6,
HIST1H2BO,HIST1H2BG, HIST1H2BC, HISTIH2BD, HIST1H2BF, HIST1H2BE,
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4.1.2-Valida¢ao do microarray por qPCR

O agrupamento em classes funcionais ¢ muito importante na escolha dos genes a
serem validados, pois na pratica, apds as correcdes estatisticas necessarias, muitos genes
ndo encontram o limiar de significancia estatistica, pois a diferenca de expressao real e de
relevancia biologica ¢ pequena em relacao ao ruido do array. (Subramanian et al., 2005)

A priorizagdo da andlise de genes altamente modulados por exemplo pode
subestimar a importincia de que processos celulares ocorrem na atuacdo conjunta de varios
genes e ndo na atuagdo individual de um unico gene. Portanto o aumento de apenas 20 % na
expressdo de varios genes de uma mesma via metabdlica pode mudar drasticamente esta
via, sendo mais importante que um aumento de 20 vezes em um Unico gene sem nenhuma
associa¢do bioldgica (Subramanian et al., 2005). Sendo imprescindivel portanto o bom
senso do pesquisador, suas hipoteses e resultados preliminares no momento da escolha dos
genes a serem validados.

Os genes de expressao modulada no array e escolhidos para serem validados por
qPCR foram genes relacionados a proliferagdo, regulagdo do ciclo celular e morte celular
programada. Esta escolha foi feita baseada na significAncia encontrada nas classes
funcionais do array e em resultados prévios do nosso laboratério, que indicaram atuagdo de
ANKHDI na apoptose (Fabiola Traina, tese de doutorado), endossados pelos resultados de
Miles et al (2005) que propdem que ANKHD1 ¢ uma proteina anti-apoptdtica.

Foram escolhidos 25 genes para serem validados,sendo 19 supra-regulados: BMF,
BCL2, STATI, PTEN, SIAHI , PIK3R2, SOCS3, TP53INP1, GADD45B ,[HPK?2, BNIP2,
NFKBI, MALTI, TRAF3 PHFI17, ZDHHCI16, SGPLI, ING4, FOXO3A, ¢ 6 sub-
regulados:FOXOI1A, CEBPG, GLOI1, NPM1, AMIGO2 e MX1.

Para a validagdo foram desenhados primers no software Primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), flanqueando exons diferentes e que contemplassem

todas as isoformas dos genes escolhidos (Tabela Anexo II). As reacdes foram
padronizadas para obter-se amplificagdo com eficiéncia de 100 % e em seguida foram
utilizados na amplificacdo por qPCR das mesmas amostras submetidas ao array para

validagdo (Figura 14).
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Validagao do Microarray por Real time

Alteracao relativa

© o\

Q & o
L o &

O
N3
S

Genes m Microarray
@ Real time PCR

Figura 14: Validaciao do Codelink array por qPCR. A figura mostra os genes cuja modulacdo
observada no array foi confirmada por qPCR .Genes supra-regulados tém barras voltadas para cima
e os genes sub-regulados tém barras voltadas para baixo. Barras em preto representam a alteragao

relativa ao controle encontrada no array e barras cinza representam a alteragdo relativa a GAPDH

encontrada por qPCR.

Dos 25 genes escolhidos para validacdo, 15 mostraram modulagcdo por Real time
(60%), sendo eles: BMF, STATI, PTEN, SIAHI , PIK3R2, SOCS3, TP53INP1, GADD45B
,BNIP2, ¢ FOXO3A (supra-regulados) e FOXOIA, CEBPG, GLOI, NPM1, AMIGO?2 (sub-
regulados) como mostra a figura 14. Como essa modulacdes foram observadas em LNCaP,
fez se necessario observar também em leucemias se estes genes teriam padrao de expressao

associado ao de ANKHD1 como explicita o item a seguir.
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4.1.3 Validacdo do array em amostras de portadores de leucemia aguda.

No intuito de melhor conhecer a atuacdo de ANKHDI1 na leucemogénese, um
banco de RNAs de amostras de medulas dsseas de pacientes com leucemia aguda, segundo
os critérios FAB, colhidas ao diagndéstico, e contendo mais de 80% de blastos, foi analisado
por qPCR quanto a expressdo das duas isoformas de ANKHDI inibidas no array (figura

15).
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Expressdao de ANKHD1 isoform 2 em amostras de pacientes
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Figura 15 : Expressdo do RNAm das isoformas 1 e 2 de ANKHD1 em células leucémicas de
pacientes. O qPCR foi realizado a partir de RNAm proveniente de células mononucleares de
medula 6ssea de pacientes com diagnodstico de leucemia aguda (n=38) ou de células de medulas
osseas normais (n=11 ou n=9). O eixo “y” representa a intensidade relativa de expressdo do RNAm
de ANKHDI pelo controle endogeno HPRT. As linhas horizontais representam a mediana de
expressdo de cada grupo. Observa-se que a expressdo do RNAm de ANKHDI isoforma 1 e 2 foram
significativamente mais baixas em células leucémicas de pacientes de leucemia aguda do que em

amostras de medulas 6sseas normais p < 0,001 and p <0,0001 respectivamente, Mann-Whitney test.

O padrio de expressdo de alguns genes modulados no array da inibicdo de
ANKHDI, como BMF e SIAHI foram analisados também junto ao banco de leucemias.,
uma vez que as amostras de pacientes portadores de leucemias acabaram por se mostrar um

modelo natural de baixa expressao das isoformas de ANKHDI, como acontece na inibigao
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de ANKHD1 em amostras de LNCaP. A expressao de SIAH nao mostrou diferenca
significativa entre medula 6ssea normal e amostras de pacientes com leucemia (dados ndo

apresentados), ao contrario de BMF, como mostra a figura 16

Expression de BMFem amostras de pacientes
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Figura 16: Expressido do RNAm de BMF em células leucémicas de pacientes. O qPCR - foi
realizado a partir de RNAm proveniente de células mononucleares de medula dssea de pacientes
com diagnostico de leucemia aguda (n=38) ou de células de medulas 6sseas normais (n=12). O eixo
“y” representa a intensidade relativa de expressio do RNAm de ANKHD] pelo controle endogeno
HPRT. As linhas horizontais representam a mediana de expressdo de cada grupo. Observa-se que a
expressio do RNAm de BMF foi significativamente mais alta em amostras de pacientes com

leucemia aguda do que em amostras de medulas 6sseas normais (Mann-Whitney test p <0.001).

Estes resultados, além de reproduzirem o resultado do array, baixa expressdo de

\

ANKHDI associada a alta expressaio de BMF (Figural6), indicam uma relagdo

significativa da expressao de ANKDH]1 e BMF nas leucemias.
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4.2 Hipexpressiao de ANKHD1 em linhagens tumorais

A outra abordagem experimental utilizada neste trabalho para avaliar a atuacdo de
ANKHDI1 foi a hiperexpressao de suas isoformas em linhagens tumorais como HEK293T
(Human Embryonic Kidney 293 cells), HeLa (cancer cervical) e Jurkat (leucemia linfoide
T). Esta parte do trabalho foi realizada em parceria com o Institute Cochin (Université Paris
V, René Descartes), como doutorado sanduiche ,sob a coorientagdo do Dr. Serge Benichou.

A hiperexpressdo desta proteina se mostrou um procedimento de dificil execugdo e
verificagdo: ANKHDI1, como muitos dos genes recém caracterizados, ainda ndo possui
bons anticorpos que permitam a detec¢ao da proteina, dificultando assim verificar os niveis
de expressao ectopicos alterados pela transfeccao.

A transfecgdo estavel de ANKHDI foi tentada sem sucesso diversas vezes ao longo
deste projeto, o tamanho do inserto 8,2Kb e da proteina 270 kDa podem ser fatores que

tornaram esse processo extremamente dificil de ser executado.
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4.2.1 Localizacao subcelular das isorformas de ANKHD1

Ap6s a transfeccdo as células HeLa foram coletadas, fixadas e incubadas com os
anticorpos HA e V5 para determinar a localizagdo subcelular das isoformas 1 e 2 de
ANKHDI, respectivamente.

A figura 17 mostra a sublocalizacdo de ANKHDI1 isoforma 1

DAPI ANKHDI1-1 a HA oKDEL

Figura 17: Imunolocalizacdo fluorescente da isoforma 1 de ANKHDI1 hiperexpressa em

células HeLa: ANKHDI pode ser visualizada pela marcagio com o anticorpo anti-HA (rato,
vermeho, A555) e o reticulo endoplasmatico com anticorpo aKdel (ovelha, verde, A488), marcador
de reticulo endoplasmatico. DAPI é o marcador nucelar evidenciado em azul. A reagdo de
imunofluorescéncia foi visualizada em microscopio confocal a laser (Zeiss LM510). Observa-se na
sobreposicdo das imagens (merge) a localizacdo citoplasmatica de ANKHDI1, concentrada no

reticulo que circunda o ntcleo ( em amarelo).

A localizagdo citoplasmatica da isoforma 1 de ANKHDI ja tinha sido descrita
(Traina et al., 2006) porém sua aparente sublocalizacdo citoplasmdtica no reticulo,

especialmente em torno do nucleo, ainda precisa ser mais bem caracterizada, usando drogas
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capazes de impedir a saida de proteinas do reticulo e assim confirmar a presenga desta no
reticulo. Marcacao com anticorpos especificos para o complexo de golgi (« TGN ) também
foram feitas mas nao houve colocalizagdo com ANKHD1 (dados nao apresentados).

A figura 18 mostra a sublocalizagdao de ANKHDI1 isoforma 2:

DAPI ANKHD 1 isoforma 2 (a V5) MERGE

Figura 18: Imunolocalizacdo fluorescente da isoforma 2 de ANKHDI1 hiperexpressa em
células HeLa. ANKHDI1 isoforma 2 pode ser visualizada pela marcagdo com o anticorpo anti-
V5.(mouse, verde, A488). DAPI é o marcador nuclear evidenciado em azul.. A reagdo de
imunofluorescéncia foi visualizada em microscopio confocal a laser (Zeiss LM510). Observa-se na
sobreposicdo das imagens (merge) a localizagdo predominantemente nuclear da isoforma 2 de

ANKHDI.
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Até agora nao tinha sido relatada nenhuma isoforma de ANKHD1 no nucleo, porém
esta descoberta corrobora todas as previsoes in silico feitas até entdo sobre a localizagdo de
ANKHDI1 .

Segundo a analise feita pelo software “Predict NLS online software”

(http://cubic.bioc.columbia.edu/cgi/var/nair/resonline.pl) ANKHDI, seria uma proteina

nuclear, com grande probabilidade de se ligar ao DNA (90,15%) segundo previsao do
mesmo site.

ANKHDI1 possui algumas sequéncias NLS (nuclear localization sequence)
mostradas na Tabela 6 e proteinas que possuem NLS s3o geralmente capazes de serem
transportadas do citoplasma para o ntcleo atraves do complexo de poro nuclear.

A andlise feita pelo software NetNES1.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/)

descreve um sinal nuclear de exportacdo (NSE) na sequéncia de ANKHDI1 (figura 19).
Sinais NSE sdo encontrados em proteinas com a habilidade de transitar do nucleo para o

citoplasma .

Tabela 6: Seqiiéncia de aminoacidos de sinal nuclear (NLS) encontradas em ANKHDI1

isoforma 1.

NLS encontradas na seqiiéncia  Posicdo da NLS na seqiiéncia

de ANKHD1 de ANKHD1
KRKEKRKK 1454
RKEKRKKKK 1455
RKKKKE 1459
KRKEKRKKKKEEQKRK 1454
RKEKRKKKKE 1455
PKRGQKR 1679
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HetHES 1.1: Predicted HES signals in Sequence

HHM
HES Score

Score

. bbb d oo |

T T T
Saa laaa 1568 ceaa 2588

Segquence Fosition

Figura 19: Presenca de um sinal de exportaciao nuclear na isoforma 1 de ANKHDI1. A presenga
da NES esta indicada pelo pico vermelho acima do threshold no grafico. A ultima posicao
hidrofobica da NES encontrada estd no aminoacido 1437 de ANKHDI1 isoforma 1 (Leucina).

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/)

Estes resultados sugerem, juntamente com a sublocalizacdo nuclear agora relatada,
que ANKHDI1 seja uma proteina capaz de transitar entre citoplasma e ntcleo, porém na
sequéncia protéica da isoforma 2 ndo foram encontradas NLS ou NES. De forma que a
presenca da isoforma 2 no nucleo deve estar associada a NLS ndo caracteristicas e a

ausencia de NES em sua sequencia explicaria a sua permanencia no nucleo.

4.2.2-:Avaliacio do efeito de Siva e Vpr na expressio protéica de ANKHD1

isoforma 1
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As proteinas SIVA e Vpr interagem fisicamente com as isoformas de ANKHDI
(Traina, tese de doutorado; Miles et al., 2005); nas figura 20 e 21 mostramos o resultado da

cotransfeccao de Siva e ANKHDI1 isoforma 1 em linhagem HEK 293T

A)
1 2 3
- o ANKHD1-HA
270Kda
6% gel
a Siva-GFP
“ 50Kda
12%
- o HA-
(B) 270 Kda

(12 %)

Expressao de ANKHD1 cotransfectada com Siva GFP

1,2

08
0.6 -
04

0,2

ANKHD1+ vetor vazio ANKHD1+SivaGFP 10 ug ANKHD1+Siva GFP 20
ug

Expressao relativa ANKHD1/ Actina

Categorias
1) ANKHDI1 isoforma 1 +20 pg pcDNA3

2) ANKHDI1 isoforma 1 + 10 pg Siva GFP+10 pg pcDNA3
3) ANKHDI1 isoforma 1 + 20 pug Siva GFP

Figura 20: Western Blotting da Contransfec¢cio de ANKHDI1 e Siva em células HEK 293T. As
células foram transfectadas com as seguintes construcdes e doses (1) 20 ug de ANKHDI isoforma

le 20 ug de vetor pCDNA3 (2) 20 pg de ANKHDI1 isoforma 1 e 10 ug pg de Siva-GFP (3) 20 pg
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ANKHDI isoforma le 20 pg de Siva-GFP. (A) O painel mostra o anticorpo HA ligado a ANKHD1
(270 Kda), onde se vé diminuigcao da expressao de ANKHD1 quando transfectada com Siva GFP
(50 KDa). Nota-se também que Siva transfecta mais fortemente na dosagem 20 pg e nesta
concentracdo inibe mais fortemente ANKHDI1. A actina (45 KDa) foi utlizada como controle de

expressao relativa. (B) O grafico mostra a quantificagdo das bandas do blot por densitometria.

As duas concentragdes de Siva-GFP diminuiram a expressio de ANKHDI: a

concentragdo de 10 pg diminuiu 34% e a concentragio de 20 pg diminuiu em 63%.

Na figura 21 apresentamos o resultado da cotransfeccdo de ANKHD1 isoforma 1 e
Vpr-HA em linhagem HEK 293T, variando a concentra¢do do agente transfectante fosfato
de célcio para averiguar se a diminuicdo de expressdo observada ndo era devida a

competicao pelo reagentes, causando maior transfectabilidade de um dos plasmideos.
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Figura 21: Western Blotting da Co-transfec¢cio de ANKHD1 e VprHA em células HEK 293T.
As células foram transfectadas com as seguintes constru¢cdes e concentragdes (1) 20 ug de
ANKHDI isoforma 1 e 20 pg de vetor pCDNA3 (2) 20 ug de ANKHDI isoforma 1 ¢ 20 ug
deVpr-HA 120ul Ca3(PO4)2 1M (3) 20 pg de ANKHDI isoforma 1 ¢ 20 ug deVpr-HA 240ul
Ca3(PO4) IM. (A) O painel mostra o anticorpo HA ligado a ANKHDI1 (270 Kda), onde se vé
diminui¢do da expressao de ANKHD1 quando transfectada com Vpr-HA (16 KDa) Nota-se também
que Vpr transfectou suficientemente bem nas duas concentragcdes de Ca3(PO4)2 e¢ ambas as

condi¢cdes mostraram diminui¢ao da expressdo de ANKHDI1. A actina (45 KDa) foi utlizada como
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controle de expressdo relativo. (B) O grafico mostra a quantificagdo das bandas do blot por

densitometria.

Observamos pela figura 21 que Vpr-HA diminui a expressio de ANKHDI em
cerca de 50 %, independente da dose Ca3(PO4)2 usada na transfecgao.
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Expressao relativa aactina

4.2.3-:Avaliacio do efeito de Vpr na expressao protéica de isoforma 2 de

ANKHD1
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Figura 22: Western Blotting de células HEK 293T transfectadas com ANKHD1 isoforma 2 e
Vpr HA (A) As células foram transfectadas com as seguintes constru¢des e concentragdes (1) 10 pg
ANKHDI isoforma 2 (2) 10 pg de ANKHDI1 isoforma 2 e 10 ug Vpr-HA, (3) 10 pg de ANKHDI1
isoforma 2 ¢ 10 pg HA, (4) 20 ug de ANKHDI1 isoforma 2, (5) 20 pug de ANKHD1 isoforma 2 ¢ 20

Hg Vpr-HA | (6) 20 pg de ANKHDI1 isoforma 2 (A) O painel mostra o anticorpo V5 ligado a
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ANKHDI1 isoforma 2 (49 Kda), onde se vé diminuigdo da expressio de ANKHDI1 quando
transfectada com Vpr-HA (16 KDa) nas colunas 2 ¢ 5 (B) Os graficos mostram a quantificagdo das

bandas dos blots por densitometria.

Observou-se pela figura 22 (blotts e graficos) que Vpr-HA também diminui a
expressdo da isoforma 2 de ANKHDI1 As colunas 2 e 5 do blot mostram a evidente
diminui¢do da expressdo da isoforma menor quando transfectada com Vpr-HA, nas duas
concentragdes de plasmideo Vpr-HA utilizadas na co-transfeccao com ANKHDI1, sendo
que com 10 Pg houve diminui¢do de 40 % e com 20 pg Houve diminuicdo de 50 % da

expressao de ANKHDI.
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4.2.4 Localizacao de ANKHDI1 isoformas 1 e 2 co-transfectadas com Vpr:GFP

Ao hiperexpressar as isoformas le 2 de ANKHDI1 conjuntamente com Vpr-GFP,

observamos frequentemente presenca maior desta ultima no citoplasma (Figuras 23 e 24)

Dapi aHA ANKD1 oGFP

Merge

Figura 23: Imunolocalizacdo fluorescente de Vpr em presenca de ANKHDI1 isoforma 1. Em
células HeLa transfectadas com ANKHDI1 e Vpr-GFP. A isoforma 1 ¢ visualizada no citoplasma
em vermelho (aHA, rato, vermelho AS555). A Vpr (verde), caracteristica por sua concentracdo
nuclear, mostra-se mais citoplasmatica quando co-transfectada com a isoforma 1 de ANKHDI. O

nucleo é evidenciado em azul pelo marcador DAPI.
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aVs aGFP DAPI

MERGE

Figura 24: Imunolocalizacio fluorescente de Vpr em presenca de ANKHD1 isoforma
2. Em células HeLa co-transfectadas com ANKHD1 e Vpr-GFP, a isoforma 2 ¢ visualizada
no nucleo em vermelho (aV5, mouse,vermelho A555) e a Vpr ( verde), caracteristicamente

nuclear,como se vé na figura 23, mostra-se mais citoplasmatica .
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4.2.5 Ensaio funcional de apoptose.

Como explicitado anteriormente, a isoforma 1 de ANKHDI1 ¢ dificilmente
transfectada, por isso a maior parte das hiperexpressoes aqui apresentadas foram obtidas em
células aderentes (HEK293T, HeLa) utlizando Ca3(PO4)2 e lipofectamina, modelos de
reconhecida transfectabilidade.

Porém células aderentes ndo sdo um bom modelo para estudo de morte celular pois
a simples necessidade de tripsinizacdo, logo antes da mensura¢ao das taxas de apoptose,
leva a aumento de apoptose.

Por isso, no experimento que se segue, transfectamos células Jurkat (figura 26),
linhagem de células T em suspensdo, utilizando tecnologia AMAXA®nucleofector™ de
eletroporagdo, com ANKHD1 Isoforma 2 (isoforma menor), afim de mensurar as taxas de
apoptose associadas.

Como ANKHDI1 isoforma 2 ndo possui epitopo GFP, esta constru¢do foi co-
transfectada com a constru¢do pEGP-C1 numa concentragdo 3x menor que a construgdo
ANKHDI1 isoforma 2, para nos certificarmos que cada vez que mensuramos GFP positivo,
houvesse maior chance estar mensurando células realmente ANKHD1 positivas. O controle
utilizado foi a transfec¢do com a constru¢cdo pEGP-C1 apenas.

Simultaneamente cotransfectamos também Sival-GFP com ANKHDI, sendo que
Siva ¢ descrita como indutora de apoptose em célulasT (Py et al., 2004), usando como
controle a trasnfec¢ao de Siva-GFP sozinha.

Todas as transfeccdes foram feitas em réplicas tratadas com o indutor de apoptose
em células T, Camptotecina SuM, durante 5 horas. Células Jurkat eletroporadas sem vetor

foram utilizadas como controle para avaliacao da viabilidade celular (figura 25).
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Viabilidade celular das células eletroporadas
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Camptotecina

% apoptose (Anexina 5)

NT Cel. Cél. Eletroporadas NT Cel Cél Eletroporadas
Categorias
Figura 25: Taxas de apoptose celular em Jurkat apés eletroporacio e tratamento com
camptotecina. As células foram coletadas 24 horas pos transfecg¢do e 5 horas depois do tratamento
com a droga indutora de apoptose Camptotecina. O eixo “y” representa a percentagem de células
anexina V positivas sobre o numero total de células. NT representam as células nao eletroporadas e

Eletroporadas as células que receberam apenas o choque da eletroporacgao.

A comparagdo da barra negra com as barra cinza sem o tratamento com
camptotecina indica que a eletroporagdo sozinha ja induz aumento consideravel de morte
celular (aumento de 14%).

A comparagdo entre as condic¢oes tratada ou ndo tratada com camptotecina, mostram
que o tratamento aumenta as taxas de apoptose de 16% em células ndo transfectadas e em

23 % na células eletroporadas.
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Figura 26: Taxas de apoptose celular apds hiperexpressio de ANKHDI1 isoforma 2 e Siva-
GFP em Jurkat. As células foram coletadas 24 horas pos transfeccdo ¢ 5 horas depois do

tratamento com a droga indutora Camptotecina. O eixo “y” representa a percentagem de células

anexina V positivas sobre o numero total de células GFP positivas.

Estes resultados sugerem uma efeito anti-apoptotico nas células transfectadas com a isoforma 2 de
ANKHDI1 de 7 a 12 %, se compararmos as taxas de apoptose em GFP ¢ ANKHDI1 isoforma 2 e

GFP e ANKHDI isoforma 2 tratados com camptotecina respectivamente (figura 26).
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As células T transfectadas com Siva sofreram 25% de apoptose e a camptotecina
nao foi capaz de aumentar estas taxas ,nem ANKHD1 foi capaz de diminuir (figura 26). Se
considerarmos que mesmo camptotecina sozinha consegue induzir um aumento maximo de
23% nas taxas de apoptose (figura 25), a pequena diminui¢do de taxas de apotose (7 a 12
%) induzidas por ANKHD1 pode ser significativa, porém faz-se necessario mais repetigoes

e testes estatisticos para confirmar esta hipotese.

4.3 Expressao de ANKHD1 em células hematopoiéticas submetidas a agentes

terapéuticos.

4.3.1 Tratamento com Interferon a

Interferon o (IFN a) ¢ uma droga reconhecida pelos seus efeitos inibidores de
proliferacdo tumoral. Os mecanismos de atividade dos IFNs tipo I, como o interferon o
foram por muito tempo conhecidos principalmente pela sua capacidade de suprimir
proliferacao e angiogénese tumoral (Pfeffer, 1997; Sidky e Borden, 1987). Estas citocinas
podem promover diretamente apoptose em células estromais e tumorais e inibir
angiogenese pela diminuicao da expressao de fatores pro-angiogénicos em tumores.

Para investigar se IFN a tem um efeito regulatorio na expressao de ANKHDI em
linhagens leucemicas, KG1, HL60 (linhagens de origem mieloide) e Jurkat ((linhagen de
origem linfoide) foram tratadas com diferentes doses de Interferon o e os niveis de

expressdo do RNAm de ANKHDI1 foram analisados por qPCR (figura 27).
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Figure 27. Efeito de Interferon o na expressio de ANKHD1 em linhagens leucémicas. KG1
(A), Jurkat (B) or HL60 (C). As células foram cultivadas até a fase exponencial e tratadas com as
doses 25, 100 or 200 U/mL de IFN a por 18 horas. Os niveis de RNA de ANKHDI e do controle
endogeno ABL gene foram quantificados por qPCR. Estes resultados mostram a expressdo de
ANKHDI1 relativa a expressdo de ABL ( média + desvio padrio de dois experimentos

independentes).

Foi observado um aumento dose dependente da expressdo de ANKHDI tanto na
linhagem KGI como na linhagem Jurkat tratadas com doses crescentes de Interferon a
(figura 27 A e B), enquanto que na linhagem HL60 observou-se uma resposta intensa na
dose 100 U/mL de interferon o € um aumento intermediario na concentragdao de 200 U/mL.
Estes resultados em conjunto indicam que IFN-a induz aumento da expressao do mRNA de

ANKHD1 em linhagens leucémicas.

4.3.2 Tratamento comTalidomida .

A Talidomida tem muitas propriedades, mas seus mecanismos de acdo nao sao
ainda bem conhcecidos. Além de sua reconhecida atividade anti-angiogénica, ela inibe
também a producdo de TNF-a, estimula proliferagdao de células T, induz secrecao IFNy e de
IL-2, e ¢ capaz de reduzir apoptose em células de sindrome mielodispléasica
(SMD).(D'Amato et al., 1994; Haslett et al., 1998; Invernizzi et al., 2005; Klausner et al.,
1996)). Em face destes efeitos no controle de proliferacao celular, utlizamos concentragdes
crescentes de talidomida no tratamento de linhagens celulares leucémicas afim de observar

modulagdes potenciais de expressao em ANKHDI1 (figura 28).
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Figure 28. Efeito de talidomida na expressio de ANKHDI1 em linhagens de leucémicas KG1
(A), Jurkat (B) and HL60 (C) As células foram cultivadas até a fase exponecial e tratadas com as
seguintes doses 10,107, 10 or 107 M por 16 horas. Os niveis de RNA de ANKHD] e do controle
endogeno GAPDH foram quantificados por qPCR. Estes resultados mostram a expressdo de
ANKHDI relativa a expressdo de GAPDH, ¢ correspondem a média + desvio padrao de dois

experimentos independentes.

Como se vé pela Figura 28, a expressio de ANKHDI1 foi aumentada nas trés
linhagens de leucemia analisadas. O aumento induzido por talidomida foi dose dependente
em KG1, com efeito méximo na concentragdo de 10 M (Figura 28A). Contudo, nesta
dose, ndo houve efeito significativo em Jurkat (figura 28B) ¢ apenas um leve aumento foi
observado em células HL60 (Figura 28C) na concentragaol0™* M. Curiosamente, o efeito
maximo do tratamento com talidomida foi observado nas concentragdes mais baixas para
Jurkat ¢ HL60 (10° M and 107 M, respectivamente). Estes resultados podem estar
associados a diferengca de sensibilidade destas linhagens em relacdo a talidomida. Altas
concentragdes de talidomida como 10 M poderiam resultar em inducio de morte celular
para as linhagens Jurkat e HL60, o mesmo ndo acontecendo com KG1 devido a sua maior

resisténcia a apoptose (Savickiene et al., 2009).

4.3.3 Células de pacientes de SMD tratadas com Decitabina
A hipermetilacdo ¢ um mecanismo comum da inativagdo de genes supressores de
tumor em malignidades hematopoiéticas (Chim et al., 2002; Rush e Plass, 2002). Muitas

vias associadas ao cancer sdo conhecidas por serem desreguladas em leucemias e linfomas
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como um resultado da hipermetilacdo no DNA (Galm et al., 2006).

A decitabina (DAC) ¢ conhecida por ser um agente de desmetilagdo, atuando
primariamente através da inibicdo de metiltransferases de DNA (DNMTs), enzimas que sao
responsaveis pelo estabelecimento e manuten¢do do padrao de metilagdo no DNA (Lubbert,
2000).

A fim de verificar se DAC tem atuagdo na modulacdo de ANKHDI1 nas SMDs
(sindromes mielodisplésicas) foram isoladas células mononucleares (MNCs) de 4 pacientes
com SMD (Tabela 2). Tais células foram tratadas com DAC, nas concentracdes de 1 e
S5uM, e cultivadas por um periodo de 72h, em seguida as células foram coletadas para
analise da expressdao do gene ANKHD1 (Figura 29) Quando nao houve células suficientes

apenas a dosagem 1 pM foi testada, como no caso do paciente 4.

Células Mononucleares de pacientes com MDS tratados
com decitabina

Expressao relativa de ANKHD-
IABL
N

1 2 3 4
Amostras de pacientes

Figura 29: Analise da expressao relativa de ANKHD1 em amostras de pacientes com SMD

tratados com decitabina. Células de 4 pacientes com SMD foram tratadas com Decitabina, as
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condi¢des utilizadas foram controle (das células do proprio paciente, barras pretas), células do
paciente tratadas com 1uM de DAC (barras cinza), células do paciente tratadas com SuM de DAC
(barras acuradas). Estes resultados mostram a expressao de ANKHDI relativa a expressao de ABL,
e correspondem a média = desvio padrido de duas reagdes de qPCR.

Observamos que nas doses maiores utilizadas (5uM de DAC) todos as amostras de
pacientes tiveram um aumento de expressao de ANKHDI, indicando que ANKHD1 pode
estar reprimida nas mielodisplasias. Este resultado corrobora outros obtidos no nosso
laboratorio que mostram que a expressdo de ANKHDI em pacientes de Mielodisplasia ¢

baixa (Santos Duarte, tese de doutorado).

4.3.4 Tratamento com drogas indutoras de apoptose: Daunorubicina e

Metotrexate

Resultados previamente obtidos em nosso laboratdrio sugerem que ANKHDI1 esteja
particularmente envolvida no processo de apoptose. Na sua tese de doutorado a Dr. Fabiola
Traina associou a inibicdo de ANKHDI1 em linhagem Jurkat por RNAi a aumento do
percentual de células em apoptose. Tal resultado ¢ corroborado pelo de Miles e
colaboradores (2005) que ao inibirem a nova isoforma 2 de ANKHDI1 em duas linhagens
celulares, observaram um aumento na atividade das caspases 3 e 7.

A fim de averiguar se ANKHDI1 esta envolvida na apoptose, utilizamos drogas
indutoras de apoptose para as linhagens KG1 e Jurkat, respectivamente Daunorubicina
(Quillet-Mary et al., 1996)(Quillet-Mary et al., 1996) e Metotrexato (Strauss et al.,

2002)(Strauss et al., 2002).
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A daunorubicina ¢ um quimioterapico utilizado contra a leucemia, sarcoma 180,
carcinoma ascitico de Ehrlich e outros tipos de carcinomas, devido a seus efeitos indutores
de apoptose (Quillet-Mary et al., 1996). A Daunorubicina interage diretamente com o DNA
interferindo na sobrevivéncia celular.

O Metotrexato ¢ uma droga imunosupressora (ISD). ISDs como Metotrexato sao
usadas na prevencao da rejeicdo de transplantes e na terapia de desordens autoimunes. O
mecanismo preciso pelo qual as ISD atuam na ativa¢do de células T é pouco conhecido,
porém sabe-se que Metotrexate exerce efeitos antiproliferativos e indutores de apoptose
interferindo metabolicamente na sintese do DNA de células T (Strauss et al., 2002).

As células KG1 e Jurkat foram entdo submetidas a cultura, sob a agao destas drogas

e posteriormente a expressao de ANKHDI1 foi verificada por qPCR (Figura 30 A e B).
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Figura 30. Expressio de ANKHD1 em linhagens leucémicas tratadas com indutores de
apoptose (A) Daunorubicina, linhagem KG1 (B) Metotrexate, linhagem Jurkat. As células foram
cultivadas até a fase exponecial e tratadas com as seguintes doses: de daunorubicina 2pug/mL e
4ug/mL ou 100 ng/mL e 1000 ng/mL de metotrexate por 24 horas. Os niveis de RNA de ANKHD1
e do controle endogeno ABL foram quantificados por qPCR. Estes resultados mostram a expressao
de ANKHDI relativa a expressdo de ABL, e correspondem a média = desvio padrdo de dois

experimentos independentes.
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A viabilidade, avaliada pelo azul de tripan, em KG1 foi de 89% no controle e cerca
de 50% nas doses de 2 pg /mL e 4 pg /ml. A viabilidade das células Jurkat foi de: 91% no

controle e cerca de 40% na dose 100 ng/mL e 1000 ng/ml.

Observou-se em KG1, linhagem mieldide, uma expressao de ANKHD1 5x menor
sob a agdo de Daunorubicina do que no controle figura 30A, ¢ em Jurkat ,linhagem
linféide, observou-se um aumento de expressao de ANKHD1 de aproximadamente 5x mais
sob a acdo de MTX do que no controle figura 30 B. Este efeito contraditério pode tanto ser

devido a origem das células, quanto a diferenga de atuacao das drogas .
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DISCUSSAO




No presente estudo buscamos identificar possiveis vias de sinalizagdo celular que
tenham a participacdo de ANKHDI1. A anélise por microarray mostrou classes funcionais
mais significativas relacionadas a proliferagdo e controle do ciclo celular, diferenciagao
celular e morte celular programada, corroborando a hipotese de que ANKHDI, em
humanos, exerca fungdo semelhante a sua homodloga Mask, estudada em Drosophila
melanogaster.

Relatamos também a diminui¢ao da expressao das isoformas 1 ¢ 2 de ANKHD1 em
amostras de pacientes com leucemia quando comparadas a amostras de medula Ossea
normal, enquanto que a expressdo de BMF esteve aumentada, confirmando a expressao
antagonica encontrada na andlise por microarray. Estes resultados mostram uma nova
associagdo entre dois genes possivelmente associados a leucemogénese. A identificacao de
novos marcadores genéticos especificos de doencas se faz importante pois expande as
opgoes de tratamento, aumentando as chances de sucesso no tratamento de pacientes
portadores de LMA ou mielodisplasias, reduzindo as altas taxas de mortalidade associadas
as doengas.

O gene BMF pertence a familia de BCL-2. Esta familia é composta por varias
proteinas reguladoras de apoptose, que sdo agrupadas em trés subfamilias baseadas no
niumero de dominios BH (dominio de homologia com BCL-2) encontrados. A primeira
subfamilia inclui as proteinas anti apoptoéticas BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1 and
A1/BFL-1 que possuem quatro dominios BH. As outras duas subfamilias sdo compostas de
proteinas pro-apoptoticas que possuem multiplos dominios BH como BAX, BAK ¢ BOK
ou possuindo apenas 3 dominios BH (BH3 only proteins) como Bim, Bad ¢ BMF (Cory et

al., 2003).
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A familia BCL forma uma complexa rede regulatoria que controla o balango entre
sobrevivéncia ¢ morte cellular em resposta a diferentes estimulos fisiologicos ou
patologicos (Lomonosova e Chinnadurai, 2008).

Curiosamente, relatamos aqui a alta expressio de BMF e a baixa expressao de
ANKHDI em leucemias, sendo que BMF ¢ reconhecida por sua atividade pré —apoptotica
e a ANKHDI tém sido atribuidas caracteristicas anti-apoptoticas. A alta expressao de BMF
nas leucemias ja foi descrita e inclusive utilizada como parametro prognostico (Hess et al.,
2007).

O processo de apoptose tem grande importancia nas leucemias agudas e na
transformagdo das mielodisplasias. Enquanto as mielodisplasias de baixo risco sdo
caraterizadas por altas taxas de apoptose, nas leucemias agudas ha redugdo da apoptose e
altas taxas de proliferacdo celular (Jagani e Khosravi-Far, 2008) e nas mielodisplasias de
alto risco, a apoptose também encontra-se reduzida (Braun et al., 2006; Yamamoto et al.,
2004).

Hess e colaboradores (2007) relataram que, em leucemias, tanto expressao alta de
genes pro-apoptoticos quanto de anti-apoptdticos podem levar a mau prognostico. Neste
estudo os autores observaram que a alta expressdo de BMF ajuda ,em cooperagdo com
outros genes, a agrupar os pacientes em categorias progndsticas, € sugerem que o que fara a
diferenca na efetividade do processo patoldgico serd o balango final entre o nimero de
genes apoptdticos e anti apoptoticos ativados (Adams e Cory, 2001; Kroemer, 1997),
conforme descreve a nova teoria de morte celular programada conhecida como primed for

death (Certo et al., 20006).
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ANKHDI associa-se com as proteinas Vpr e Siva conforme identificado por ensaio
duplo hibrido e confirmado por imunoprecipitagao (Traina, dados nao publicados; (Miles et
al., 2005)) No presente estudo relatamos também diminui¢do das isoformas protéicas le 2
de ANKHD1 quando co-expressas com Vpr e Siva .

Entre as multiplas fungdes de Vpr estd a capacidade de induzir bloqueio no ciclo
celular na fase G2/M e induzir apoptose em células T (Le Rouzic e Benichou, 2005) porém
0 mecanismo exato pelo qual essa proteina atua ainda nao ¢ bem determinado.

Sabe-se que Vpr se liga ao complexo de ubiquitina ligase, DDB1-Cul4A, através da
sua interacdo com a proteina DCAF1 (Jacquot et al., 2009), o que permite desencadear o
processo de degradagdo de proteinas, através do proteossoma. Supde-se que a degradagdo
de alguma dessas proteinas terminaria por ativar a proteina quinase ATR (Ataxia-
telangiectasia and rad3 protein), que estd associada a via de reparo de lesdes no DNA, ¢ as
consequéncias da ativagdo de ATR sd3o hiperfosforilagdo de Cdc25 e em seguida
hipofosforilacdo relativa de Cdc2, inibindo ligagdo com a ciclina B1 e a entrada na mitose.
Além disso a proteina ATR pode provocar a hiperfosforilacio de GADD45 e ativar a
proteina mitocondrial BAX desencadeando apoptose. A estrutura globular de ANKHDI,
conferida pelas suas repeticdes de anquirina, lhe atribuem caracteristicas favoraveis para
atuar como conectora de outras proteinas (Sedgwick e Smerdon, 1999) portanto, é possivel

que ANKHDI seja parte deste complexo protéico, como propde o modelo da Figura 31.
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Figura 31: Modelo proposto do bloqueio da funcio anti-apoptdtica da ANKHD1 através de
sua associacio com Vpr. ANKHDI associa-se a Vpr, que ao se ligar ao complexo ubiquitina ligase
DDB1-Cul4A leva a ativagao do proteassoma degradando ANKHDI1 e levando a ativagdo de ATR
que resulta no bloqueio do ciclo em G2 e de indug@o de apoptose através da a ativacdo de Bax

(modificado de Jacquot,et al 2009).
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Resultados recentes de nosso laboratorio demonstraram também interagao entre
ANKHDI e SIVA (Traina et al, dados nao publicados), cuja capacidade de indugdo de
apoptose em cé¢lulas T ¢ bem caracterizada (Py et al., 2004) e em nosso estudo, a
hiperexpressao de SIVA também foi capaz de reduzir a expressao de ANKHDI1. Dados
ainda ndo publicados do Laboratorio do Instituto Cochin, especializado em processos
patolégicos associados ao HIV, demonstram que Vpr e SIVA podem interagir, direta ou
indiretamente. Deste modo, a comprovada associagdo de ANKHD1 com ambas as proteinas
SIVA e Vpr, sugere atuacdo de ANKHDI no controle da apoptose induzida por estas
proteinas, possivelmente conectando- as, neste caso atuando como uma facilitadora do
processo, sem necessariamente desencaded-lo.

A inibi¢do de ANKHD1 em HeLa, NT2 e Jurkat é associada a aumento nas taxas de
apoptose ((Miles et al., 2005), 2005; Traina , dados nao publicados), indicando o
envolvimento de ANKHD1 na morte celular programada o que, juntamente a diminui¢ao
de expressdo de ANKHDI1, demonstrada neste trabalho, em presenga de duas proteinas
indutoras de apoptose refor¢a a idéia de que ANKHDI1 seja anti-apoptdtica

Neste trabalho descrevemos pela primeira vez a localizagdo de uma isoforma de
ANKHDI1 no nucleo, confirmando todas as previsdes in silico feitas sobre a localizagdo de
ANKHDI1. Este resultado abre novas perspectivas funcionais para esta proteina sendo que
esta localizagdo nuclear corrobora sua interacdo com Vpr e Siva que sdo proteinas
tipicamente nucleares (Jacquot et al., 2007)e (Py et al., 2004); o grande numero de histonas
modulados no array da inibi¢do de ANKHD1 também reforca a hipotese de que ANKHD1

tenha uma fungao nuclear.
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A proteina Vpr ¢ uma proteina dindmica moével, sendo capaz de transitar do
citoplasma para o nucleo, restando predominantemente neste ultimo, onde esta distribuida
especialmente em torno do envelope nuclear, formando um anel de concentracao protéica
(Jacquot et al., 2007). Porém ao contransfectarmos ANKHD1 com Vpr percebemos um
deslocamento de Vpr do ntcleo para o citoplasma. Este efeito precisa ser melhor
quantificado e devidamente confirmado, mas evidencia uma interagdo  funcional
importante entre estas duas proteinas pouco conhecidas.

Devido a dificuldade de hiperexpressdo da isoforma 1 de ANKHDI, realizamos
apenas um estudo funcional de hiperexpressio de ANKHDI1 da isoforma 2, em células
Jurkat induzidas por camptotecina, e os resultados preliminares confirmam a hipdtese que
essa isoforma tenha funcdo anti- apoptotica. ANKHD1 foi capaz de prevenir a apoptose em
células eletroporadas apenas ou eletroporadas e induzidas com camptotecina. Embora os
resultados tenham sido discretos (7 a 12% de reducdo da apoptose, respectivamente) e
baseados em apenas um experimento, ressalta-se que a camptotecina e a hiperexpressao de
SIVA, ambas sabidamente indutoras de apoptose, induziram apenas cerca de 25% de
apoptose, sugerindo que o efeito da hiperexpressio de ANKHDI1 isoforma 2, seja
significativo.

Nossos resultados também demonstraram que Interferon alfa e talidomida supra-
regulam ANKHDI1. Resultados obtidos em nosso laboratério indicam que talidomida
aumenta a expressao da citocina IL10 (Lazarini et al, submetido), e como ¢ notdrio para
interferon alfa (Takaoka e Yanai, 2006)), esta citocina sinaliza pela via JAK/STAT.

A via JAK/ STAT de sinalizagdo ¢ de grande importancia na leucemogénese, visto

que mutacdes em JAK2 e ABL conduzem a sua ativagdo descontrolada, induzindo
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neoplasias hematologicas, como policitemia vera e leucemia mieloide cronica, (Meyer et
al.); (Grosso et al., 2009)) sendo portanto alvo especifico para tratamento destas doencas
(Buettner et al., 2002); (Levitzki, 2002). Cabe ressaltar o grande avango terapéutico que foi
evidenciado nesta Ultima década com o advento da utilizagdo do inibidor tirosina quinase
Imatinibe em leucemia mieldide cronica, abrindo o caminho para o tratamento de outras
doengas induzidas por ativagdo tirosina quinase (Chen e Prchal); (Pingali et al., 2009).

A homologa de ANKHDI1, Mask, foi descoberta devido a sua participagdo na
sinalizagdo de um receptor tirosina quinase (Smith et al., 2002). A modulagdo de
ANKHDI1, observada quando células leucémicas sao submetidas a ativadores de vias
tirosina quinase ( interferon e talidomida), juntamente com a supra-modulacdo de varios
genes importantes nesta via como IRS2, PI3KR2, STATI e histona-H3 observadas no
microarray da inibi¢do de ANKHDI1 (Figura 32), sugerem que pelo menos uma das
isoformas de ANKHDI inibidas no array esteja relacionada a via de sinalizagdo

JAK/STAT.
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Translation

Figura 32: Genes supra-regulados no microarray de ANKHD1 contidos na via de sinalizacao
de Interferon. Os genes identificados pelas setas vermelhas tiveram sua expressdo aumentada na

inibicdo de ANKHDI.
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Aumento da expressdao de ANKHDI1 também foi encontrado com o tratamento de
linhagens com metotrexate (MTX). Além da agdo antiproliferativa e indutora da apoptose,
o MTX tem importante acdo imunossupressora, sendo utilizada na prevengao de rejeicao de
transplantes e na terapia de desordens auto-imunes (Strauss et al., 2002), a exemplo de
interferon alfa e talidomida.

Neste estudo, também demonstramos que a expressao de ANKHDI1 ¢ reduzida pela
acao do quimioterapico daunorrubicina, indutora de apoptose.

A Daunorubicina ¢ um quimioterapico muito utilizado para tratamento de leucemias
agudas e, assim como a camptotecina, atua junto a Topoisomerases, causando quebras no
DNA e induzindo a ativagdo de P53, potente proteina pro-apoptoética. A reducdo da
expressao de ANKHDI poderia, portanto estar relacionada com a via de P53 uma vez que a
proteina TP53INP (proteina indutora de dano dependente de p53) teve sua supra-regulagdo
observada pelo microarray da inibi¢ao e validada por qPCR.

Os resultados conflitantes com o agente quimioterdpico daunorrubicina, € o
imunossupressor metotrexate sugerem que ANKHDI1 possa participar da apoptose por vias
diferentes, uma vez que suas isoformas tém localizacao e estrutura tdo diferenciadas.

Os resultados da nossa andlise microarray evidenciaram um grande numero de
Histonas cuja expressao foi supra-regulada.

Histonas s3o componentes criticos da cromatina que s3o necessarias para o
empacotamento do DNA nos genomas eucarioticos. A quantidade adequada de histonas no

nicleo estd relacionada a eficaz duplicacdo do DNA, essencial para o processo de

reproducao celular.
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O nucleossomo, como unidade estrutural béasica da cromatina, ¢ organizado pelo
envolvimento da molécula do DNA em torno de um nucleo de proteinas histonicas.
Defeitos na sua organizagdo tém mostrado impedimento no reparo de quebras na dupla fita
de DNA. Quebras na dupla fita do DNA sao potentes indutoras de instabilidade génica, pois
impedem o perfeito pareamento das cromatides na replicacdo celular (Bogenberger e
Laybourn, 2008)

Proteinas que alteram a transcri¢cdo ou tradugdo de histonas estdo relacionadas com
instabilidade gendomica. (Bogenberger e Laybourn, 2008). Os fatores que regulam o
processamento do RNA das histonas ¢ pouco conhecido e tem caracteristicas Unicas, que
tém suscitado grande interesse (Ghule et al., 2009), por exemplo, ndo apresentam cauda de
poliadenilagdo e utilizam complexos protéicos especiais para clivagem como a U7snRNP.

Inesperadamente, nossos resultados mostraram que o mRNA de grande ntimero de
histonas ¢ regulada pela inibi¢do de ANKHDI1, sugerindo fortemente que ANKHDI1 esteja
envolvida com a repressdo da transcri¢ao de histonas.

A proteina FLASH ou CASP8AP2, ativa caspase 8 em resposta a estimulos no
receptor Fas/CD95 , induzindo apoptose, ¢ recentemente mostrou ter grande importancia no
processamento do mRNA de histonas, por sua ligagdo com LSM11, impedindo a poli-
adenilagdo dos mRNAs histonicos (Yang et al., 2009). Estes resultados obtidos com
FLASH sugerem uma potencial ligagdo entre o processamento dos mRNAs histonicos e
apoptose (Yang et al., 2009). Este elo ligando apoptose e processamento de histonas ¢
surpreendente, embora provavelmente reflita a importancia da expressdo das histonas na

progressdo do ciclo celular e replicagdo do DNA.
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Em conclusdo os resultados obtidos em nosso estudo, conferem a ANKHDI
potencial papel na homeostase celular através de controle da apoptose, regulagdo do
processamento do mRNA das histonas e estabilidade génica. Estes dados abrem novas

perspectivas de estudo para melhor aprofundar o conhecimento das fungdes de ANKHDI.
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CONCLUSOES




A inibigao de ANKHDI1 tem como conseqiiéncia a modulacao de diversos genes
envolvidos em vias de sinalizacdo celular como migrag¢ao celular, diferenciacdo celular,

proliferacdo e apoptose.

A expressao das isoformas 1 e 2 de ANKHDI estd diminuida em amostras de
pacientes com leucemia aguda quando comparadas a amostras de medula 6ssea normal.

A expressao de BMF, gene modulado pela inibi¢do de ANKHDI1, estad aumentada
em amostras de pacientes com leucemia aguda em relacdo a amostras de medula dssea
normal, corroborando os resultados encontrados na analise do array.

A isoforma 1 de ANKHDI estd no citoplasma, porém sua sublocalizagdo reticular
precisa ser comprovada .

A isoforma 2 de ANKHDI1 tem localizac¢do nuclear.

A expressdo de Vpr e Siva, ambas proteinas pro apoptdticas, diminuem a expressao
de ANKHDI1 isoformas 1 e 2, corroborando a importancia de ANKHDI1 na morte celular
programada.

A hiperexpressdo de ANKHD1 desloca Vpr para o citoplasma.

Estudo funcional preliminar de hiperexpressao de ANKHDI1 sugere que ela seja
uma proteina anti- apoptotica. .

ANKHDI esta envolvida em processos epigenéticos.

Drogas usadas no combate a leucemia e SMD aumentaram a expressdo de
ANKHDI1 em linhagens leucémicas e em amostras de pacientes.

A indugdo de apoptose em linhagens leucémicas leva a modulagdo de ANKHDI,

sugerindo sua participacdo no processo de morte celular programada.
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PARECER PROJETO: N° 458/2002
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CLONAGEM E CARACTERIZACAO DE NOVOS GENES HUMANOS
RELACIONADOS AOS GENES DAS PROTEINAS DO CITOESQUELETO DE
ESPECTRINA™ _ -
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Teresinha Olalla Saad

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAQ AQ CEP: 21/10/2002

IT- OBJETIVOS

A pesquisa visa verificar a fungdo de novas proteinas em diferentes tipos de células.
Trata-se de um estudo comparativo para: a) determinar os diferentes tecidos humanos em
que os genes codificam as ESTs homologas as proteinas citoesqueléticas sio expressos
atraves da utilizagdo da técnica de Northern Blotting muti-tecidual; b) obter a seqiéncia
completa do cDNA correspondente a cada uma das diferentes ESTs estudadas a partir de
ESTs depositadas em banco de dados, através de bio-informatica e/ou através do método de
RACE ou PVR de bibliotecas de cDNA com o objetivo de se ter acesso & estrutura primaria
da proteina codificada por estes genes; ¢) produzir "macroarrays”de ESTs homologas a
genes do citoesqueleto para verficar a expressdo diferencial destes genes em tecidos
normais e tumores; d) identificar proteinas de ligagio do dominio SH3 da alfa-espectrina
em células hematopoéticas usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura; ¢) identificar
proteinas de liga¢do do dominio de cauda e do dominio rico em serina e treonina das
anquirinas gigantes m tecido cerebral, usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura; 1)
apos a caracterizagdo da seqiéncia de aminoacidos dos novos genes clonados, determinar a
localizagdo celular destas proteinas, através da técnica de imunolocalizagio fluorescente; g)
em camundongos, obter a seqiiéncia do cDNA das proteinas de maior interesse com o
objetivo de se realizar estudos funcionais; h) dependendo da localizagdo das proteinas,
realizar estudos funcionais para avaliar o papel destas proteinas nos teciudos encontrados €
1) avaliar a expressio do mRNA e da proteina em células de pacientes portadores de
neoplasias, cardiopatias, doengas neurologicas e renais e comparar com células normais.
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111 - SUMARIO

Serdao estudados cerca de 30 pacientes adultos, maiores de 18 anos de idade, de
ambos os sexos, atendidos no complexo hospitalar da UNICAMP, com doengas
neoplésicas, como por exemplo leucemias agudas e cronicas, linfomas e mieloma multiplo,
assim como pacientes portadores de cardiopatia, doengas neurologicas, doengas renais.
Dependendo da fungdo e localizagdo das proteinas identificadas, sera verificado se estas
apresentam alteragdo da expressio em tecido normais e anormais. Para tanto serdo
analisados 20 ml de sangue periférico, ou 2 ml de medula Ossea ou fragmentos de tecido
submetidos a biopsia a serem analisados por imunohistoquimica, imunocitoquimica,
western blotting ou quantiuficagio mRNA. Exceto sangue periférico e medula ossea ndo
sera coletado material especificamente para este projeto, mas serdo utilizados material de
arquivo ou fragmento de material coletado para biopsia com fins diagnésticos. O estudo
ndo explicita critérios de exclusdo. Os resultados obtidos serdo comparados com o de
controless ndo portadores das doengas em questio. Como controle periférico serdo
utilizados globulos brancos obtidos em bolsas de sangue de doadores voluntarios e normais.
deleucocitadas pelo sistema top-bottom no Hemocentro da UNICAMP. Como controle de
medula ossea sera utilizado material de medula Ossea obtido de pacientes portadores de
purpura trombocitopénica idiopatica.. A coleta de material de medula € rotina nestes casos.
A metodologia a ser seguida é compativel com as questdes que o estudo formula e as
condiges para sua realizagio, adequadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Nio ha riscos envolvidos no estudo, o termo de consentimento esta formulado de
maneira clara e objetiva, tematizando os principals pontos sob exame: anonimato garantido,
liberdade para retirada do estudo independente do manutengdo do atendimento, sigilo.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.
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VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizado alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
eprovado ¢ descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item [I1.1.2), exceto quando perceber risco ou dano nio
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V 4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 2 ANVISA.
O pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Atencio: Projetos de Grupo I serao encaminhados & CONEP e s6 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatério desta.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na X1 Reunido Ordinaria do CERP/FCM, em 19 de novembro de 2002,

Pr6f. Dr. Sebastido Aratijo
PRESIDENPE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM/ UNICAMP

161



Anexo 11

MINISTERIO DA SAUDE
Consetho Nacional de Sauds
Comigsao Nacionsl de Etica em Pesquiza - CONEP

PARECER N° 183/2603

Rogistra CONEP: 7011 (Este n° deve ser cltado nas correspandéncias referailes & este projeto )

Registro CEP: 458/2002 ' Procasso n® 25000.148189/2002-39
Projetc de Pesquisa : ‘Cionagem e caracterizagde de novo: genes humanos
relacionados acs genes das proteinas do ciinesquelers de espectrina "
Pesquisador Responzavel : D', Sara Terezinha Qlalla Saad
Institulgdo: Faculdade de Ciéneias Médicas / UNICAMP
Area Tematica Espacial 1{...) testes diagndsticos (area 11,3)
: ' Geneética Humana

Descrigao do Eatudo: s
O estndo pretende Casactenzar genes humaros resnuniaves p_e;é eibfnéééo de
_proteinas compancntes de citoesqueisto de esnectnna, coralac.orando os acnadas
em cerca de 50 pacientes atendidos no complexs hospilalar da UNICAMP. dente
pacientes portadures de dosngas neoplasicas, cardiacas. renais. neurcldginas. ete.
Tal pesquisa serd sietuada em sangue penténca matena! de medula dssea ou
ainda en- teaidos humeanos praviamente biopsiades para cutros fins diagndésticos.
Excetuando-se  sangue pariferico. nag havera noleta ds renrum  matena:
especihicamsarite pa:a aste estudo (meduia dssea » cutros tecidos serdo obtidos 32
rmaterial creviaments colstago e armazenacios). Os achados neste grupo de
pacientes serdn comparados com 9s achados ae jlébulos brancos de individuos
supostamenta higidos (doadores de sangue). Para esta finalideds utilizar-se-2 da
| fragéo de globulos brancos das bolsas de sangue, normaimente desprezada. Cerca
de 50 sujentos portacdores de alguma doenga serao incluidos resse estudo.

| Consideragoes

L O projeto foi asrovado pe's Comitd ds Ehca em Pesywsa — CEP da insttuiclo

_I SLfraciiada
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Lot Pargcer COME™ TR D00

As intormagoss enviadas atendem, de moda geral. acs aspecios fundamentais da

Res. CNS 196/96 sobre Ciuetizes e Normzs Fegulamsniaccras de Pesquisas

Envolvendo Seres Humanos.

Entretario, solicita-se que ;

1. o consenumente ‘:n‘f'o.rmado e 0 Inrmularic ds consanumenio sejam acoplados em

um st documentc. Termo de Consentimenio Lvie e Esclarscide (TCLE).

conforme a Resolugao CNS 196/36.

2. s¢ja acrescertado no TCLE. o compromisso de que 0s sujeilos de pesquisa
serao contatados em caso (e resultado gue possa ser de intaresse ciinico pare

0s Mesmos e guarto a eventual irdicagao 2t aconsihameric gernstico

Diante de exposte, 2 Comissao Nacloral de Eiica em Pescuisa - CONEP, de
acordo com as atribulg¢bes definldas na Resolugio CNS 136/55, manifesta-se

pela aprovagio do projelo de pesqulsa proposis, com 2 retomendacao de gue

Sltuagao : Frojeto aprovade Com recaomendacao

Brasila, 05 de teverairc de 2003
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Apéndice I

Tabela 7 :Dados clinicos dos pacientes com diagnéstico de leucemia aguda.

Indicador Diagndstico Idade sexo %Blastos Leuco Hb PIt
do (FAB) ao naMO /mm’ g/dl /mm’
paciente diagnostico
1 LMA-MO 40 F 90 132000 10,9 21000
2 LMA-M1 34 F 91 8000 7,0 45000
3 LMA-M1 35 M 96 30000 8,0 90000
4 LMA-M1 76 F 98 127000 4.8 28000
5 LMA-M1 41 F 92 2800 10,2 93000
6 LMA-M1 45 M 94 10000 8,3 24000
7 LMA-M2 44 M 73 89670 5,4 37000
8 LMA-M2 53 F 79 22000 8,0 17000
9 LMA-M2 49 M 70 46320 6,6 11000
10 LMA-M2 24 M 87 24800 9,5 57000
11 LMA-M2 70 M 59 112100 8,0 169000
12 LMA-M2 74 F 94 1350 3,3 22000
13 LMA-M3 81 F 68 4230 8,7 51000
14 LMA-M3 40 F 41 11190 8,8 36000
15 LMA-M3 18 M 86 46620 5,1 21000
16 LMA-M4 57 M 92,5 183800 9,0 28000
17 LMA-M4 59 M 41 3980 6,7 26000
18 LMA-M4 52 M 91 26760 8,6 50000
19 LMA-M4 71 F 81 121900 9,3 56000
20 LMA-M4 83 F 28 8240 9,7 19000
21 LMA-M4 66 M 73 115300 7.9 91000
22 LMA-M4 67 F 87 123000 8,1 89000
23 LMA-M4 76 M 85 47290 7,7 153000
24 LMA-M4 43 M 77 35270 9,7 36000
25 LMA-M4eos 51 M 33 7260 5,2 17000
26 LMA-MS5A 44 M 89 66100 13,0 223000
27 LMA-M5B 61 M 87 212800 8.6 83000
28 LMA-M5B 31 M 94 44040 11,8 66000
29 LMA-M6 42 M 35 1760 8,0 271000
30 LMA-M7 47 M 31 740 53 63000
31 LLA -pré B 42 M 92 93470 5,9 37000
32 LLA -pré B 31 F 77 1910 9,3 80000
33 LLA-T 20 M 80 68000 7,7 37000
34 LLA-T 39 F 81,5 146000 84 87000
35 LLA-T 37 M 93 46000 13,1 51000
36 LLA-T 56 M 90 45000 12,6 189000
37 LLA-T 21 M 70 59300 7,8 285000
38 Bifenotipica 39 M 94 58900 12,5 43000
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Indicador Diagnéstico Cariétipo PCR
(FAB)
paciente
1 LMA-MO 46, XY NA
2 LMA-M1 46, XX NA
3 LMA-M1 ausente mitose NA
4 LMA-M1 47, XX, +21 NA
5 LMA-M1 46, XX NA
6 LMA-M1 ausente mitose t(15;17) -
7 LMA-M2 ausente mitose NA
8 LMA-M2 46, XY t(15;17) -
9 LMA-M2 45, X-Y, t(8;21)(q22;q22) NA
10 LMA-M2 46, XY t(15;17) -
11 LMA-M2 47, XY, +11 NA
12 LMA-M2 46, XX t(15;17) —
45, XX, 1(4;6)(q35;922), del(5)(q31), del(10)(p11), t(15;17)(q22;q11), -
13 LMA-M3 18, del(22)(ql1) NR
14 LMA-M3 46, XX t(15;17) +
15 LMA-M3 ausente mitose t(15;17) +
16 LMA-M4 46, XY NA
17 LMA-M4 NR NA
18 LMA-M4 46, XY NA
19 LMA-M4 46, XX NA
20 LMA-M4 46, XX NA
21 LMA-M4 47, XY, der(11)t(1;11)(q22;p15) NA
22 LMA-M4 ausente mitose NA
23 LMA-M4 ausente mitose NA
24 LMA-M4 46, XY NA
25 LMA-M4eos 46, XY NA
26 LMA-MS5A 46, XY NA
27 LMA-M5B ausente mitose NA
28 LMA-M5B 46, XY NA
29 LMA-M6 46, XY NA
30 LMA-M7 46, XY NA
31 LLA -pré B 46, XY t(9;22) —
32 LLA -pré B 46, XX t(9;22) —
33 LLA-T ausente mitose NR
34 LLA-T ausente mitose t(9;22)—
35 LLA-T 46, XY NR
36 LLA-T 46, XY 1(9;22)—
37 LLA-T 46, XY NR
38 Bifenotipica 46, XY NA

Abreviagoes. FAB: French-American-British; LMA: Leucemia Mieldide Aguda; LLA: Leucemia Linfoide

Aguda; eos: eosinofilica; MO: Medula Ossea; Leuco: Leucécitos; Hb: Hemoglobina; Plt: Plaquetas; F:
Feminino; M: Masculino; NA: Nao Aplicavel; NR: Nao Realizado; ND: Nao Disponivel; RC: Remissao

Completa.
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Apéndice 11

Tabela 8 : Primers utilizados na valida¢ao do array

Gene Seqiiéncia NCBI Nome do Primer Seqiiéncia do Primer Amplicon
MX1 NM 002462 mXxif acctgatggcctatcaccag
) MX1r ttcaggagccagctgtaggt 154
CEBPG NM 001806. CEBPGf gagaatgaacggttggaagc
CEBPGr cgttgtctgcaaggttgtgt 100
GLO1 NM 006708 GLO1f tggaattgctgttcctgatg
) GLO1r atgccaggcctttcatttta 104
FOXO1A NM 002015 FOXO1Af aagagcgtgccctacttcaa
) FOXO1Ar ttccttcattctgcacacga 118
NPM1 NM 002520 NPM1f ttgttgaagcagaggcaatg
NM 199185 NPM1r aatatgcactggccctgaac 158
AMIGO 2 NM 001806. AMIGO2f atgcccattcatcgattctc 104
AMIGO2r cttcaggggttccaaaaaca
BMF NM 001003940 BMFf gaaccccagcgactctttta
NM 001003942 BMFr2 tttcgggcaatctgtacctc 137
NM 001003943 BMFr3 ccccgttcctgttctcttc 110
STAT1 NM 007315 STAT1f caccagagccaatggaactt
NM 139266 STATir gcaggttgtctgtggtctga 11
MALT1 NM 006785 MALT1f gggtgaaaaaggttgcacag
NM 173844 MALT1r gccaagactgcctttgactc 132
PTEN NM 000314 PTENf gctacctgttaaagaatcatctgg
PTENr catgaacttgtcttcccgt 182
SIAH1 NM 003031 SIAH1flso1 cagactgctacagcattacctacc 103
) SIAH1r gactcgccaagtcattgttg
NM 001006610 SIAH1flso2 tggaggggagtcttgttcac 169
PI3KR2 PIK3R2f gtacgtgggcaagatcaacc
. PIK3R2r gtagatgacgcagtgcttgg 148
BCL2 NM 000657 BCL2f atgtgtgtggagagcgtcaa
NM 000633 BCL2r acagttccacaaaggcatcc 136
SEMAD4 NM 006378 SEMA4Df aatgtgcagaaaaggggaaa
) SEMA4Dr ttggtcccacacacgtaaag 100
FOXO3A NM 001455 FOXO3Af acaaacggctcactctgtcc 168
NM 201559 FOXO3Ar tcttgccagttccctcattc
SOCS3 NM 003955 SOCS3f ggccactcttcagcatctct
SOCS3r gtccaggaactcccgaatg 150
) SOCS3rg ttcttgtgcttgtgccatgt 203
TP53INP  NM 033285 TP53INP1f cctccaaccaagaaccagaa
) TP53INP1r ctgaagggtgctcagtaggtg 147
NFKB NM 001077494 NFKB1f cacctagctgccaaagaagg
NM 002502 NFKB1r atggcaggctattgctcatc 139
ZDHHc16 NM_ 198044 ZDHHC16f acgactctgctggcatttct 126
ZDHHC161s04f gctccctgctctacaactcct 130
gagacggtggcgatatcatt
ZDHHC16r
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=18490989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=34452718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=118402585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=133930787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=83641868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=83641867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=34452718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=51558687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=51558700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=51558703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=21536299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=21536300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=27886564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=27886565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=110224474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=63148617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=55749556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=72198345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=72198188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=146260266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=146260269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=45439351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=117320530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=117320526
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=37594452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=37594452

GADD45B NM 015675. GADD45B acagtgggggtgtacgagtc

i GADD45B ggatgagcgtgaagtggatt 127

TRAF3  NM 003300.2 ? TRAF3 taatgctgggacatctgctg
NM 145725.1 TRAF3 ctcgcaggtctttcctcaag 108

PHF17  NM 199320 PHF17f cctggggatcgaatatgatg
NM 024900 PHF17r cagcagacattttggctgaa 196

BNIP2 NM 004330 BNIP2f ggggatattatggggatgga
BNIP2r gggcatttttcttcgagttg 194
IHPK2 NP_001005909.1 IHPK2f gtccttctggagccctttgt 143

NP 057375.2 IHPK2r ggagtgaatttgcgcatctc

SGPL1  NM 003901 SGPL1f aagcgaagaccacaggaatg
SGPL1r tcggtgctgtacaagctgtc 112

ING4 NM 016162.2 ING4f atcccaacgaacccacctat
ING4r aggcaaaatggaaccactca 102

Seqiiéncia referéncia e primers dos genes escolhidos para serem validados no microarray.
Primeira coluna, nome do gene, segunda coluna seqiiéncia referencia das isoformas
NCBI, terceira coluna nome dados aos primers sendo “f” para primer sense ¢ “r” para
primer sense Quarta Coluna: seqiiéncia do primer propriamente dita. Quinta coluna:

Tamanho do amplicon em pares de bases. Os primers foram desenhados no software Primer

3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=86991435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=111154093
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=4757855
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

