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RESUMO

Importante passo para a compreensao dos processos fisiopatolégicos das neoplasias
¢ a identificacdo de genes ativamente expressos e das fungdes bioldgicas de cada proteina
codificada por estes genes. Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1 (ANKHD]1) foi
inicialmente identificada em células de adenocarcinoma de prdstata humano (LNCaP), no
ano de 2003. Entretanto, seu padrdo de expressdo e sua fung¢do ainda nao haviam sido
caracterizados. A ANKHDI1 € uma proteina ortéloga a Multiple Ankyrin repeat and single
KH domain (Mask) da Drosophila melanogaster. Mask foi identificada através de um
rastreamento genético utilizado para detectar novas proteinas associadas a proteina tirosina
fosfatase Corkscrew (CSW), homoéloga a Src Homology-2 domain-containing protein
tyrosine Phosphatase-2 (SHP2) humana. SHP2 é uma fosfatase de tirosina citoplasmatica
codificada pelo gene PTPNII e exerce papel fundamental no desenvolvimento da
hematopoese normal e leuc€mica. Os objetivos gerais do presente estudo foram caracterizar
o padrao de expressdo génica e protéica de ANKHDI1 em células hematopoéticas normais e
leucémicas e sua participacdo nas vias de sinalizagao celular.

Neste estudo, foi demonstrada a elevada expressdo génica e protéica de ANKHDI
em linhagens de leucemias agudas humanas (KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60, Jurkat,
MOLT4, Raji, Daudi e Namalwa) e em amostras de 38 pacientes com diagndstico de
leucemia aguda, quando comparadas as células hematopoéticas normais. A expressao
protéica de ANKHD1 em diferentes tecidos humanos normais (rim, bago, estdmago,
intestino delgado, musculo esquelético, figado, pulmio e linfonodo) foi detectada em
intensidades varidveis. A associagdo da ANKHDI1 com SHP2 foi identificada, através de
Western Blotting, em células de leucemia mieldide cronica em fase blastica (K562) e
células LNCaP. Entretanto, esta associa¢do ndo foi detectada nas linhagens leucémicas
KGI1, HL60, Daudi e Jurkat. A ANKHDI1 foi localizada no citoplasma de células
hematopoéticas normais e leucémicas. Detectou-se a fosforilacio de ANKHDI1 em serina
em células leucémicas, mas ndao em células hematopoéticas normais.

Através de ensaio de duplo hibrido em levedura, utilizando-se uma biblioteca de
cDNA de medula 6ssea humana normal, detectou-se a interacio de ANKHDI1 com as

proteinas SIVA1 e SIVA2, proteinas pro-apoptéticas altamente expressas em linhagens de

Xxvii



leucemia linféide aguda. Andlises preliminares indicaram que a inibi¢do da expressdao
protéica de ANKHDI, através de RNA1, induziu a apoptose celular em células leucé€micas,
sugerindo uma fungao anti-apoptotica a ANKHDI.

Em conclusao, o presente estudo identificou ANKHD1 como uma nova proteina
altamente expressa em leucemias agudas, associada a SHP2 e SIVA em diferentes células,
e, possivelmente, envolvida com o fenétipo anormal da célula leucémica através de uma
funcdo anti-apoptédtica. Os achados aqui descritos sugerem que ANKHDI1 pode ser uma
molécula alvo para a terapia da leucemia no futuro, e permitirdo direcionar novos estudos
com o objetivo de melhor elucidar as funcdes especificas de ANKHDI1 em diferentes

células hematopoéticas normais e leucémicas.
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ABSTRACT

One step in the path towards building a comprehensive molecular portrait of human
cancer is the definition of actively expressed genes and the function of their coding
proteins. The Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1 protein (ANKHDI1) was
first described in humans in a prostate carcinoma cell line LNCaP, in 2003; however, its
expression pattern and its function have not yet been described. ANKHDI is an
orthologous protein of the Drosophila melanogaster, MASK (Multiple Ankyrin repeat and
single KH domain), where it was first identified using a genetic screen designed to discover
proteins that interact with the protein tyrosine phosphatase Corkscrew (CSW), which is a
homolog to the SH2-containing protein tyrosine phosphatase (SHP2) in humans. SHP2 is a
cytoplasmic protein-tyrosine phosphatase, coded by the PTPNII gene and plays an
important role in the development of normal hematopoiese and leukemogenesis. The aim of
the present study was to characterize the gene and protein expression pattern of ANKHD1
in normal hematopoietic cells and in leukemia cells, and its role in signaling pathways.

In the present study, the overexpression of ANKHDI mRNA and its protein was
demonstrated in human leukemia cell lines (KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60, Jurkat,
MOLT4, Raji, Daudi and Namalwa) and in 38 patients with a diagnosis of acute leukemia,
compared to normal hematopoietic cells. The ANKHDI1 protein was found to have a
variable expression in different normal tissues (kidney, spleen, stomach, small intestine,
skeletal muscle, liver, lung and lymph node). An association of ANKHD1 and SHP2 was
found, through imunopreciptation and Western Blotting, in the chronic myeloid leukemia
blastic phase cell line (K562) and in LNCaP cells. However, this association was not
detected in the leukemia cell lines, KG1, HL60, Daudi and Jurkat. ANKHD1 was found
located in the cytoplasm of normal hematopoietic cells and leukemia cells. ANKHDI1 was
found to be phosphorylated at serine in leukemic cells, but not in normal hematopoieitic
cells.

Through the yeast two-hybrid system, using a cDNA library from normal human
bone marrow, the interaction of ANKHD1 with SIVA1 and SIVA2 was detected. SIVA
isoforms are pro-apoptotic proteins, overexpressed in acute lymphoblastic leukemia cell

lines. Preliminary studies showed that the inbition of ANKHD1 expression, through RNA,
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resulted in increased apoptosis in leukemic cells, which suggests an anti-apoptotic function
for ANKHDI.

In conclusion, the present study identified ANKHD1 as a new protein that is
overexpressed in leukemic cells. The protein interacts with SHP2 and SIVA in different
cells and is probably associated with the abnormal phenotype of the leukemia cell through
its anti-apoptotic function. These findings suggest that ANKHD1 may be a molecular target
for a rational therapy for leukemia in the near future, and open a new field of investigation
to better define the specific roles of ANKHDI1 in different normal and leukemic

hematopoietic cells.

XXXxiii



INTRODUCAO




Neoplasias resultam de mutagdes genéticas ou alteracdes epigenéticas no genoma
das células sométicas do individuo (Martinez-Climent et al. 2006), as quais exercem seus
efeitos através de mudangas nas funcdes protéicas celulares. Importante passo para a
compreensdo dos processos fisiopatoldgicos das neoplasias € a identificacio de genes
ativamente expressos e das fungdes bioldgicas de cada proteina codificada por estes genes.
Técnicas de hibridizagdo como microarrays identificam muitos genes expressos em
neoplasias e sdo amplamente utilizadas para mensurar a expressao génica (Margalit et al.
2005). A andlise de Expression Sequence Tags (ESTs) permite que genes expressos em
diferentes tecidos humanos sejam identificados de forma alternativa, fornece informacdes
adicionais sobre os transcritos e isoformas variantes, e representa uma nova ferramenta para
o estudo de genes ainda ndo caracterizados (Brentani et al. 2003).

O Projeto Genoma Humano do Cancer, desenvolvido pela Fundagao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo 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 seqiiéncias localizadas na regido central dos transcritos
(Dias Neto et al. 2000). O objetivo deste Projeto Genoma foi identificar novos genes de
forma a suscitar novas descobertas e hipéteses que poderiam acelerar o conhecimento
necessdrio para melhorar o diagndstico, tratamento e entendimento do cancer em humanos.
A era pés-genoma busca as funcdes bioldgicas 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,
EST RC3-CT0255-200100-024-c05 (nimero de acesso AWS854359), identificada em
neoplasia de c6lon, foi selecionada através das informagdes geradas pelo Projeto Genoma
Humano do Céancer. Através de andlise por similaridade, a partir da EST em estudo,
utilizando-se programas disponibilizados pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e o programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), disponivel
em http://www.ncbi.mlm.nih.gov/BLAST, identificou-se a proteina humana denominada
Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1 (ANKHDI) (nimero de acesso
AF521882), inicialmente denominada Human Multiple Ankyrin repeat and single KH
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domain (hMASK), depositada no NCBI por Poulin e colaboradores em dezembro de 2003
(Poulin et al. 2003).

Citoesqueleto de Espectrina e Estrutura das Anquirinas

O citoesqueleto é uma importante estrutura celular composta por um extenso
complexo protéico oligomérico (Beck et al. 1997) presente na superficie citoplasmdtica das
membranas celulares (Beck e Nelson 1998). O citoesqueleto d4 suporte estrutural a
membrana, limita a difusdo das proteinas integrais no plano da membrana e regula a
formacdo de dominios funcionais distintos nas membranas (Beck et al. 1997). A
composi¢do de proteinas do citoesqueleto difere nos diversos compartimentos € nos
diversos tipos celulares, refletindo a diversidade de fun¢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). Uma importante
classe destas proteinas € a classe das espectrinas.

O citoesqueleto de espectrina € acoplado intimamente a membrana através da
interacdo com uma diversidade de proteinas da membrana. Em muitos casos, esta interagao
¢ mediada pela proteina citoesquelética anquirina. A anquirina ¢ uma molécula bifuncional
com sitios de ligacdo separados para as proteinas da membrana e para a beta-espectrina
(Peters e Lux 1993). O dominio de ligac@o as proteinas da membrana é dividido em quatro
subdominios interativos que atuam em diferentes combinagdes para gerar sitios de ligacao
para diversas proteinas da membrana (Michaely e Bennett 1993), indicando que a anquirina
funciona como um adaptador molecular, mediando as interagdes entre diferentes proteinas
integrais da membrana (transportadores, receptores e proteinas adesivas) e componentes do
citoesqueleto (Peters e Lux 1993).

As anquirinas sao membros de uma familia de 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 ANK e é encontrada principalmente nos eritrécitos, no muisculo 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
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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 da primeira isoforma caracterizada ser cerca de duas vezes
maior que a maioria das outras anquirinas conhecidas ("Giant") e por seu padrdo de
expressao 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 sao 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 fungcdo € realizar a ligagdo 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 varidveis (Lux et
al. 1990). Estas repeticdes sdo denominadas "repeticoes de anquirina" e sdo encontradas em
um grande nimero de proteinas evolutiva e funcionalmente muito diferentes, bem como em
diversos organismos pertencentes a diferentes filos (Bork 1993; Peters e Lux 1993). Esta
ampla distribui¢do filogenética inclui: a) os dominios citoplasmaticos das proteinas de
membrana envolvidas na diferenciacdo 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 repeticOes foram observadas pela primeira vez (Breeden e Nasmyth 1987) e c)
proteinas envolvidas na regulacdo da transcricao, como o fator de transcricio GABP50 e a
proteina IkB, inibidor da proteina NF-kB, um fator de transcricio ubiquo (Blank et al.
1992; Jacobs e Harrison 1998). Uma proteina com um dominio protéico semelhante ao
dominio de repeti¢do 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 hepatdcitos, sugerindo que este dominio especifico da anquirina pode ser importante no
controle do ciclo celular e levar a transformacdo oncogénica. Outra proteina que contém

repeticoes de anquirina e pode estar envolvida com o controle do ciclo celular € a proteina
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53BP2, que se liga a proteina supressora de tumores p53 (Gorina e Pavletich 1996). Muitas
outras proteinas incluem estas repeticoes (Peters e Lux 1993). O sucesso evolutivo destas
repeticoes se deve, provavelmente, ao fato de constituirem um maédulo versatil de geragao
de interfaces de dimerizacdo altamente especificas, que t€ém sido moldadas pela evolugao
para interagir com diferentes proteinas e até mesmo com o DNA (Peters e Lux 1993).
Possivelmente, muitas outras proteinas humanas contendo repeti¢cdes de anquirina
devem existir e ainda ndo foram identificadas. A clonagem e caracterizacdo destas novas
proteinas vao aumentar o entendimento sobre a diversidade de processos celulares nos

quais este dominio pode estar envolvido.

ANKHD1

O cDNA completo da ANKHD1 possui 8120 pb com a cauda poli-A, apresenta um
quadro aberto de leitura de 7614 pb, com c6don de iniciagdo no nucleotideo 61. O gene
encontra-se no cromossomo 5 (banda 5q31.3) e possui 34 exons. A proteina ANKHDI ¢é
constituida de 2542 aminodcidos, com peso molecular de 270 kDa; possui 20 repeticdes de
anquirina, distribuidas em 5 blocos de 4 repeticoes, e um dominio KH (K homology
domain) na regido C-terminal (Poulin et al. 2003; Santos Duarte et al. 2005) (Figura 1).
Esta proteina apresenta similaridade com a proteina Mask da Drosophila melanogaster
(Smith et al. 2002) e as regides mais conservadas correspondem as regides de repeticoes de
anquirina ¢ do dominio KH. O dominio KH foi inicialmente descrito em proteinas com

capacidade de interagir com 4cidos nucléicos (Gibson et al. 1993; Siomi et al. 1993).

237 36 371 502 534 666 1087 1221 1256 1379 1695 1759
§§§§ xxx Xxxx Xxlxx| My 2542 aa
<@<<< <<< <<=< <<<<g <<<=< 270 kDa

Figura 1: Representacdo esquemadtica da estrutura protéica primdria de ANKHDI. As
repeticoes de anquirina (ANK), o dominio KH (KH), e a posi¢do dos aminoécidos
correspondentes a cada dominio (numerag@o descrita na parte superior) estdo indicados na
figura. A proteina ANKHDI1 € constituida de 2542 aminoécidos, com peso molecular de

270 kDa, conforme indicado.

Introducdo
40



Em humanos, o gene ANKHD] foi identificado por Poulin e colaboradores (Poulin
et al. 2003) a partir da observacdo de que uma sonda constituida pelo cDNA completo do
gene Eukaryotic Initiation Factor 4E-Binding-Protein 3 (EIF4EBP3) (nimero de acesso
AC005214), codificador do 4E-binding protein 3 (4E-BP3), identificava um transcrito de
8,2 kb. Poulin e colaboradores observaram que o transcrito de 8,2 kb resultava da fusdo do
gene EIF4EBP3 com o gene homdlogo humano a Mask da Drosophila melanogaster
(Smith et al. 2002). EIF4EBP3 também estd localizado no cromossomo 5, na mesma regiao
de ANKHDI, banda 5q31.3, contém 4 exons (0, A, B e C) e 3 introns (Figura 2). O produto
da fusdo foi inicialmente denominado Human MASK-4E-Binding Protein 3 Alternative
Reading Frame (hnMASK-BP3 “*) (ndmero de acesso AF521883) e a seqiiéncia sem fusdo
foi denominada Human MASK (hMASK) (nimero de acesso AF521882) (Figura 2). Na
fusdo da hMASK com o gene EIF4EBP3 houve a perda do exon 34 da hMASK e ganho dos
exons 0, B e C do EIF4EBP3, caracterizando a hMASK-BP3 “*F com 36 exons. O
transcrito AMASK-BP3 “* codifica uma proteina de 2617 aminoacidos. Os primeiros 2523
residuos sdo idénticos aos da hMASK e os ultimos aminodcidos resultam da traducdo do
exon 0 e de um alternativo quadro de leitura dos exons B e C do gene EIF4EBP3 (Poulin et
al. 2003). Subseqiientemente, um novo transcrito de 2,5 kb foi identificado (Santos Duarte
et al. 2005). Esta seqiiéncia havia sido depositada como PP2500 (accession number
AF258557) e quando comparada ao gene hMASK-BP3 “ff e hMASK, apresentava
homologia nos seus 10 primeiros exons com exce¢ao do exon 10A o qual ndo se encontrava
presente na seqiiéncia do transcrito de hMASK-BP3 “*' ¢ hMASK, provavelmente pela
ocorréncia de uma clivagem alternativa nesse exon (Santos Duarte et al. 2005) (Figura 2).
A seqiiéncia PP2500 mostra 11 exons. Posteriormente, baseando-se na nomenclatura de
novos genes e proteinas aprovada pelo Gene Nomenclature Committee HUGO (Povey et al.

2001), a denominagdo hMASK foi substituida pela denominacao ANKHD.
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DNA gendmico (cromossomo 5)

12 34 5 6 78 91010a11121314 15 1617 18 19 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 31 3233 34 0 A B C

EIF4EBP3

hMASK-BP3**"

hMASK /ANKHD1

RNAm Homo sapiens PP2500

HHHHHHHHHHE

_— » EST RC3-CT0255-200100-024-c05

Figura 2: Representacdo esquemdtica do DNA gendmico do cromossomo 5 e dos
transcritos resultantes de clivagem alternativa. Os retangulos representam exons, as linhas
representam introns. A numeracdo dos exons do cromossomo 5 estd indicada na parte
superior da figura. EIF4EBP3 contém 4 exons (0, A, B e C) e 3 introns. Na fusdo da
ANKHDI com o gene EIF4EBP3 houve a perda do exon 34 da ANKHDI e ganho dos
exons 0, B e C do EIF4EBP, caracterizando a hMASK-BP3 “** com 36 exons. A seqiiéncia
PP2500 mostra 11 exons e, quando comparada ao gene hMASK-BP3 “*" ¢ ANKHDI,
apresenta homologia nos seus 10 primeiros exons com exce¢do do exon 10A. A seqiiéncia
da EST RC3-CT0255-200100-024-c05 e sua similaridade com os exons 8 ¢ 9 da ANKHD1,

estdo indicados na parte inferior da figura.

Em Drosophila melanogaster, Mask foi inicialmente identificada através de uma
metodologia desenhada para detectar novas proteinas que interagiam com a proteina
tirosina fosfatase Corkscrew (CSW), homoéloga a Src Homology-2 domain-containing
protein tyrosine Phosphatase-2 (SHP2) humana. A caracterizacdo fenotipica da Mask em
Drosophila sugere que esta € uma nova proteina envolvida em vias de sinalizacdo de
tirosina quinase e sua atividade € essencial para a proliferacdo e diferenciag¢ao celular nos

olhos da Drosophila (Smith et al. 2002).
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Tirosina Fosfatase SHP2

SHP2 € uma fosfatase de tirosina citoplasmadtica codificada pelo gene PTPNII,
participa de vias de sinalizacdo celular de fatores de crescimento e citocinas, e exerce
importantes fungdes na regulagdo da proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular (Feng
1999; Neel et al. 2003). SHP2 € constituida de dois dominios com homologia a Src (SH2)
na por¢ao N-terminal (N-SH2 e C-SH2), 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¢Oes basais, SHP2 apresenta baixa atividade catalitica, sendo que o
dominio catalitico estd inibido pela ligacdo intramolecular com o dominio N-SH2. A
ligacdo dos dominios SH2 da SHP2 a outras proteinas fosforiladas em tirosina induz a uma
mudanca conformacional da proteina SHP2, sendo desfeita a ligacdo auto-inibitéria entre o
dominio N-SH2 e o dominio catalitico. A proteina SHP2 torna-se ativa e adquire a

capacidade de desfosforilar substratos (Figura 3).
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| A Estrutura protéica primaria de SHP2 | | B Forma inativa de SHPZ ‘

MN-SH2 C-5H2 PTP FTP

‘ . Mecanismo da ativagéo de SHF2 ‘

Feceptar transmembrana

Froteina adptadora  Substrato
associada a SHP2 de SHP2

Ativagao de vias de
sinalizagao atraves da
desfosforilagao de substratos

SHP2 ativada

RASERK
ART

Figura 3: Representacdo esquemadtica simplificada da estrututa protéica primadria e ativacao
de SHP2. (A) A figura indica a estrutura protéica primdria de SHP2, com a representagcdo
dos dois dominios SH2, SH2 N-terminal (N-SH2) e SH2 C-terminal (C-SH2), do dominio
catalitico PhosphoTtyrosine-Phosphatase (PTP) com atividade fosfatase na regido central e
uma cauda C-terminal. (B). Em condicdes basais, SHP2 apresenta baixa atividade
catalitica, sendo que o dominio PTP estd inibido pela ligacdo intramolecular com o dominio
N-SH2. (C) A partir da ativagdo de receptores transmembrana (receptores com atividade
tirosina quinase ou receptores de citocinas), proteinas adaptadoras e fosforiladas em tirosina
(P) s@o recrutadas. A ligagdo dos dominios SH2 da SHP2 a estas proteinas adaptadoras
induz a uma mudanga conformacional da proteina SHP2, sendo desfeita a ligacdo auto-
inibitéria. SHP2 € ativada e adquire a capacidade de desfosforilar substratos, ativando

diferentes vias de sinalizagao (RAS/ERK e AKT).

A fosfatase SHP2 exerce um papel fundamental no desenvolvimento da
hematopoese normal (Chan et al. 2003; Qu et al. 1997; Qu et al. 1998). Estudos de

diferenciagdo hematopoética in vitro demonstraram que células embrionarias com mutacao
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. A46-110 _~ . B PP s
homozigota Shp2 ndo apresentaram diferenciacdo para série eritréide e mieldide (Qu
et al. 1997). Estes resultados in vitro foram apoiados pelos estudos in vivo, onde ndo foram
observadas células progenitoras eritréides ou mieléides em figado e medula 6ssea de

animais resultantes de quimera derivadas de células embriondrias mutantes Shp2A46'] 10

e
nao mutantes (Qu et al. 1998). Experimentos subseqiientes, utilizando blastocistos
deficientes de Rag-2 (Recombinant Activating Protein-2), demonstraram a funcao de SHP2
na linfopoiese, sendo que a diferenciacdo das células linféides em camundongos quimeras
Shp2”/Rag-2"" foi bloqueada antes do estigio de pré B e pré T (Qu et al. 1998). Esses
achados sugerem que a integridade do SHP2 € essencial para o desenvolvimento da
hematopoese normal em mamiferos.

Andlises genéticas e bioquimicas em Caenorhabditis elegans, Drosophila, Xenopus
e mamiferos demonstraram que SHP2 promove ativacdo de RAS via fatores de crescimento
e citocinas (Feng 1999; Gutch et al. 1998; Milarski e Saltiel 1994; Noguchi et al. 1994;
Perkins et al. 1992; Qu et al. 1999; Shi et al. 1998; Tang et al. 1995). SHP2 associa-se a
receptores de tirosina quinase ativos ou a receptores de citocinas que ndo contém atividade
quinase intrinseca, seja diretamente através da ligacdo a residuos de tirosina ou
indiretamente através de proteinas adaptadoras ou ancoradouras (Pawson e Scott 1997).
Embora diferentes mecanismos tenham sido propostos, envolvendo mecanismos
dependentes e independentes de fosfatase, a maioria das evidéncias sugere que a atividade
catalitica de SHP2 € necessdria para a sinalizacao através da via RAS-ERK (Cunnick et al.
2002). Varios estudos sugerem que SHP2 desfosforila e inibe RASGAP (Hanafusa et al.
2004; Neel et al. 2003), regulador negativo da ativacdo de RAS. Alternativamente, SHP2
induz a desfosforilacao de SRC quinases, direta ou indiretamente, promovendo ativagao de
SRC e conseqiiente ativagao de RAS (Neel et al. 2003; Zhang et al. 2004). SHP2 participa
também da desfosforilacdo e inativacdo de proteinas inibitérias Sprouty, facilitando a
ativacdo da via de receptores tirosina quinase (Hanafusa et al. 2004). Adicionalmete, SHP2
exerce também um papel estimulatério na via de sinalizagdo da AKT, que promove a
proliferacdo celular e inibe a apoptose (Hakak et al. 2000; Wu et al. 2001; Zhang et al.
2002). A Figura 4 ilustra, de forma simplificada, a participacdo da SHP2 na ativagao das
vias RAS e AKT.
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Figura 4: Representacdo esquemadtica da participagdo de SHP2 na ativagdo da via RAS e
AKT. A ativacdo de um receptor tirosina quinase, por um ligante, resulta na auto-
fosforilacdo do receptor em tirosina, permitindo o recrutamento e/ou a fosforilagdo de
proteinas adaptadoras, como GRB2, SHC e SHP2. A associacio GRB2/SOS resulta na
ativacdo de RAS. A fosfatase SHP2 ativa RAS através da desfosforilacdo de proteinas
inibitérias. A ativacdo de RAS resulta na ativagdo subseqiiente de RAF/MEK/ERK, e
PI3K/AKT/mTOR, ativando a sintese protéica e proliferacdo celular. Simultaneamente, a
ativacdo da AKT inibe a fungdo pré-apoptética de BAD, resultando na inibi¢do das

caspases e da apoptose.
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O envolvimento da SHP2 em doenc¢as humanas tornou-se evidente quando mutacgdes
no gene PTPNI1 foram identificadas em individuos com Sindrome de Noonan (Tartaglia et
al. 2001), uma desordem autossOmica caracterizada pela presenca de alteragdes faciais,
defeitos cardiacos, anomalias esqueléticas e retardo do crescimento. Alteracdes
hematoldgicas incluindo hepatoesplenomegalia e, raramente, leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC) juvenil, sdo também observadas em pacientes com esta sindrome.

Tartaglia e colaboradores (Tartaglia et al. 2003) foram os pioneiros a descrever a
presenca de mutagdes somadticas no gene PTPNII em LMMC juvenil ndo associada a
Sindrome de Noonan. Recentes estudos de diferentes autores indicam que mutagdes
somadticas no gene PTPN11 ocorrem em 35% dos casos de LMMC juvenil, e também em
leucemia mieldéide aguda (LMA) da infancia (4%), sindromes mielodisplasicas (10%) e
leucemia linféide aguda (LLA) (7%) (Bentires-Alj et al. 2004; Loh et al. 2004; Tartaglia et
al. 2004a; Tartaglia et al. 2003; Tartaglia et al. 2004b). Diferentes mutacdes no gene
PTPN11 tém sido descritas e a maioria destas mutacdes localiza-se na regido de ligacao do
dominio N-SH2 ao dominio catalitico, resultando na liberacdo da ligacdo auto-inibitdria
entre estes dominios e a ativacao da atividade catalitica da SHP2 (Keilhack et al. 2005).

Embora mutacdes no gene PTPNII estejam raramente presentes em LMA do
adulto, recentemente Xu e colaboradores demonstraram que SHP2 esta altamente expressa
e constitutivamente fosforilada em células leucémicas de individuos adultos com LMA,
comparado as células mononucleares de individuos normais (Xu et al. 2005). As células
mononucleares normais apresentaram baixos niveis de SHP2 fosforilada, entretanto, o
estimulo mitogénico com fitohemaglutinina induziu ao aumento da fosforilacdo de SHP2,
indicando que a proliferacao das células hematopoéticas normais estd associada ao aumento
na fosforilacdo da SHP2. A fosforilacio da SHP2 confere ativacdo de sua atividade
catalitica (Lu et al. 2001). Em células leucémicas, a inibi¢ao da expressdao da SHP2 induziu
apoptose e inibi¢do do crescimento celular (Xu et al. 2005). Estes achados indicam que a
alta expressdo e a ativacdo constitucional de SHP2 é um fenétipo comum a vdrias

leucemias e estd associada a proliferacdo das células leucémicas.
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Em vista dos dados da literatura que indicam a importancia das repeti¢des de
anquirina em sinalizagdo celular, a associacdo entre a proteina MASK e CSW da
Drosophila melanogaster, homélogas a ANKHD1 e SHP2 em humanos, e a participagao da
SHP2 em leucemias agudas, as seguintes perguntas foram formuladas: (1) Estaria a
ANKHDI1 presente em células hematopoéticas normais e leucé€micas? (2) Haveria
associacdo de ANKHDI1 com SHP2? (3) Em que vias de sinalizagdo celular ANKHD1
poderia estar envolvida? Para responder a estas questdes surgem os objetivos deste

trabalho.
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Objetivos gerais

Caracterizar o padrio de expressdao génica e protéica de ANKHDI1 em células

hematopoéticas normais e leucémicas e sua participacdo nas vias de sinalizacao celular.

Objetivos especificos

1. Investigar a expressdo génica de ANKHDI em células hematopoéticas normais e

leucémicas.

2. Investigar a expressdo protéica da ANKHD1 em tecidos humanos normais, células

hematopoéticas normais e leucémicas.

3. Estudar a localizacdo subcelular da ANKHDI1 em células hematopoéticas normais e

leucémicas.

4. Verificar a participacio de ANKHDI em vias de sinalizacdo celular na

hematopoese normal e leucémica.

5. Avaliar o envolvimento de ANKHDI1 na apoptose, apds a sua inibi¢do por RNAi.

Objetivos
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Casuistica e Linhagens Celulares

Tecidos humanos normais

Os tecidos humanos normais de rim, bago, estdbmago, intestino delgado, musculo
esquelético, figado, pulmio e linfonodo foram obtidos de autdpsias no Hospital das

Clinicas da UNICAMP, com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa.

Células hematopoéticas normais

As células hematopoéticas normais foram obtidas de sangue periférico (n=4) ou de
medula 6ssea (n=7) de doadores normais do Hemocentro da Unicamp com aprovacgdo do
Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado. As células mononucleares de
sangue periférico foram obtidas através de um gradiente de separacdo, Ficoll-Hypaque
(Sigma, St. Louis, MO). As células hematopoéticas totais de medula 6ssea foram obtidas
através da lise de heméceas com tampao contendo cloreto de amonio. A seguir, as células

foram submetidas a Western Blotting ou extracdo de RNA.

Células hematopoéticas de pacientes com diagnéstico de Leucemia Aguda

As células leucémicas foram obtidas de amostras de medula 6ssea de pacientes
atendidos no ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado. 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 apresentavam os dados hematoldgicos do diagnéstico, confirmacdo do
diagnéstico de leucemia aguda através de mielograma, citoquimica e imunofenotipagem, e
que apresentavam RNA de boa qualidade no momento da realizagdao dos experimentos. Foi
incluido um total de 38 pacientes com diagnéstico de Leucemia Aguda (mediana de idade
de 47 anos, variando de 18—-83 anos), incluindo 7 LLLA, 1 leucemia aguda bifenotipica e 30
LMA (1 MO, 5 M1, 6 M2, 3 M3, 10 M4, 3 M5, 1 M6, 1 M7) de acordo com a classificagao
French-American-British (FAB) (Bain 2003). Os dados clinicos estfo descritos na Tabela 1.
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As informagdes clinicas detalhadas de cada paciente, incluindo os dados do diagndstico e
do seguimento, avaliado até a data de 12 de dezembro de 2006, estdo descritas no Apéndice
II. As células de medula 6ssea foram coletadas em EDTA e logo apds submetidas a lise de
hemadcias com tampao contendo cloreto de amdnio. A seguir, as células foram submetidas a

extracdo de RNA.

Exames para diagnostico de Leucemia Aguda

Os exames para diagnéstico de leucemia aguda foram realizados de acordo com a
rotina do servico de Hematologia da Unicamp, incluindo avaliagdo 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
submetidas a exame de imunofenotipagem com os seguintes marcadores: CD3 FITC, CD19
PE, CD45 PerCP, CD7 FITC, CD13 PE, HL-DR FITC, CD33 PE. A partir do resultado
obtido com este painel primdrio, os casos definidos como LMA foram submetidos a
ampliacdo do painel com os seguintes marcadores: CD15 FITC, CD34 PE, CDI14 FITC,
Cd11b PE e Cd117 PE. Os casos com suspeita de LMA M6 foram submetidos a marcagao
com CD71 FITC e glicoforina A PE. Os casos com suspeita de LMA M7 foram submetidos
a marcagdo com CD61 FITC e CD41 PE. Os casos definidos como LLA de linhagem B, a
partir do painel primdrio, foram submetidos a ampliagdo do painel com os seguintes
marcadores: CD10 FITC e CD20 PE e para pesquisa de expressao de imunoglobulina de
membrana e citoplasma foram utilizados os marcadores Kappa FITC e Lambda PE. Para os
casos de LLA-T realizou-se apenas o painel primério. Os casos com suspeita de LMA M3
foram submetidos a RT-PCR para pesquisa da t(15;17). A maioria dos casos de LLLA 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 dssea para andlise de cariétipo por banda G,

sendo avaliadas vinte metafases.
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Tabela I: Pacientes com diagndstico de Leucemia Aguda.

Numero de pacientes

Pacientes estudados 38
Sexo
Masculino/ Feminino 25/13
Idade (anos), mediana (variag¢ao) 47 (18-83)
FAB
LMA 30
MO 1
M1 5
M2 6
M3 3
M4 10
M5 3
M6 1
M7 1
LLA 7
LLAT 5
LLA pré-B 2
LA Bifenotipica 1

Abreviagdes. FAB: French-American-British; LMA: Leucemia Mieléide Aguda; LLA:
Leucemia Linf6éide Aguda; LA: Leucemia Aguda.

Linhagens celulares

Linhagens celulares de leucemias agudas humanas foram adquiradas no ATCC,
Philadelphia, USA: KG-1, HEL (eritroleucemias), K562 (leucemia mieldide cronica em
fase blastica, t(9;21)), NB4 (leucemia promielocitica aguda, t(15;17)), HL-60 (leucemia
promielocitica aguda), Jurkat, MOLT4 (LLA T), Raji, Daudi e Namalwa (LLA B/Linfoma

de Burkitt) e a linhagem celular de adenocarcinoma de prostata humano (LNCaP).
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Métodos

Analise Computacional

A EST RC3-CT0255-200100-024-c05 foi selecionada a partir das seqiiéncias do
banco de dados ORESTES (estas seqiiéncias estdo disponiveis no NCBI) que apresentavam
homologia com dominios protéicos presentes nas proteinas anquirinas do citoesqueleto de
espectrina. Para obter a seqiiéncia completa do cDNAs da EST de interesse foi usado o
pacote de  algoritmos de  busca BLAST  (disponivel no  endereco
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Para avaliacio da seqiiéncia protéica foram
realizadas buscas no banco de dados Prosite no endereco http://expasy.cbr.nrc.ca/tools,
usando a ferramenta de busca InterPro Scan. A ferramenta Protscale (disponivel no
endereco eletronico www.expasy.org) foi utilizada para o estudo da imunogenicidade de

seqiiéncias de peptideos para producdo de anticorpos especificos para a proteina ANKHDI.

Extracao do RNA total

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O Trizol
€ um reagente que apresenta uma solucao 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 purificacdo do RNA se deu segundo o protocolo do
fabricante. A quantificacio do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade
optica (DO) de uma aliquota da amostra em espectofotdmetro com comprimento de onda
equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 pg/mL de RNA. A
relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como pardmetro 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 extracao foi avaliada através de

eletroforese em gel de agarose.
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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 5 pug de RNA por 15 minutos a
temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminacdo deste material com
DNA gendmico. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de uma solucdo de EDTA com

concentracdo final de 2 mM. A enzima foi, subseqiientemente, inativada por uma incubagao

de 10 minutos a 65°C.

Transcricao em cDNA

As amostras de RNA total, contendo 5 pg de RNA e tratadas com DNAse I, foram
transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) numa reagcdo de volume final de
20 uL (Life Techologies). A reagdo foi iniciada adicionando aos 5 ug 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 reacdo 5x, contendo
250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl, e 0,1 M DTT, e também
adicionou-se 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript 1I, que catalisa a reacdo 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 solucéo incubada por 20 minutos a 37°C. As amostras de cDNA
foram quantificadas através do espectrofotometro de luz ultravioleta (Gene Quant-

Pharmacia).

RT-PCR em tempo real

Amplificacdo em tempo real foi realizada no ABI 5700 Sequence Detector System
(Applied Biosystems) utilizando-se SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Quinze ng de cada amostra de cDNA foram utilizados na reacdo com os seguintes
iniciadores: (1) 600 nM de iniciador da f-actina sense e antisense; (2) 400 nM de iniciador

da ANKHDI] sense e antisense (FW: 5’-CCTGCTTGGAACCCTCTGATAAA-3’; RW: 5°-
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CGTGCCAGGCCAAATCTG-3’). Um controle negativo, sem adicdo de cDNA, foi
realizado para cada par de iniciadores. O protocolo de dissociagdo foi realizado no final de
cada reacdo para verificar amplificagdes nao especificas. Cada reacdo foi repetida trés
vezes no mesmo experimento. A expressdo de f-actina foi utilizada como controle
endégeno e uma amostra de cDNA contendo células de 3 medulas 6sseas normais foi
utilizada como a amostra Calibradora. A quantificagdo relativa da expressdao génica da

ANKHDI foi calculada utilizando-se a férmula 27447 (Livak e Schmittgen 2001).

Producao do anticorpo anti-ANKHD1

Através da ferramenta Protscale, disponivel no endereco eletronico
www.expasy.org, foi escolhida uma seqiiéncia de 16 aminodcidos, com capacidade
antigénica: HPMHQQLSDPSTFSQ (aa 2423 — 2437) (Figura 5). A escolha do peptideo é
baseada em sua imunogenicidade e podem-se utilizar varios parametros para fazer essa
predi¢ao através da ferramenta ProtScale. No entanto, a escolha de dois pardmetros ja é
suficiente para que todos os outros corroborem com a imunogenicidade do peptideo
escolhido. Nesse caso, foi utilizado o cardter hidréfobo de Kyte e Doolittle (Kyte e
Doolittle 1982) e a predig¢do da estrutura secunddria S-furn de Chou e Fasman (Chou e
Fasman 1979). No primeiro pardmetro, quanto menos hidr6fobo for o peptideo, mais
imunogénico. J4 no segundo parametro, quanto maior a probabilidade do peptideo
apresentar uma f-furn, maior a probabilidade de ser imunogénico. Assim, 0s parimetros
descritos acima revelaram que uma das seqiiéncias de peptideos escolhida pela sua
imunogenicidade (HPMHQQLSDPSTFSQ) era a mesma seqii€éncia usada pelo grupo de
Dr. Francis Poulin (Department of Genome Sciences, Lawrence Berkeley National
Laboratory, Berkeley, CA), que descreveu a proteina ANKHD1 (Poulin et al. 2003), e que,
gentilmente, nos cedeu uma aliquota para teste do anticorpo policlonal produzido em
coelhos. Apés a escolha da regido antigéncia de 16 aminoéacidos, a produ¢do do anticorpo
policlonal purificado anti-ANKHD1 foi solicitada a Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Outro
anticorpo pruduzido a partir de uma seqiiéncia da ANKHD1 em fusdo com o GST (RC
2335), foi gentilmente cedida pelo Dr. Francis Poulin (Poulin et al. 2003).
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Figura 5: Representacdo da predicdo da imunogenicidade da seqiiéncia de aminoécidos
2423 a 2437 de ANKHDI. O gréfico a esquerda representa a visualizacdo da predi¢do do
carater hidréfobo de Kyte e Doolittle da regido de aminodcidos de ANKHD1 escolhida para
a producdo do anticorpo anti-ANKHDI1, obtidas através da ferramenta Protscale
(disponivel no endereco eletrdnico www.expasy.org). O grafico a direita representa a
visualizagdo da predigdo da estrutura secunddria fS-furn de Chou e Fasman desta seqiiéncia.
A representacdo da regido dos 16 aminodcidos escolhidos (aa 2423 — 2437) estd indicada na
parte inferior da figura. A linha pontilhada em vermelho indica o score 1. O retangulo
vermelho indica o baixo cardter hidréfobo e a alta probabilidade da seqiiencia de 16

aminodcidos apresentar uma f-turn, indicando a sua imunogenicidade.

Western Blotting

Ao precipitado 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;VO,, 100 mM NaF, 10 mM NasP,07, e 4
mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas.
Ap6s 30 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugacdo a 4°C
durante 20 minutos para remog¢ao dos restos celulares. Aliquotas com mesma concentragao

protéica foram usadas para produgdo do extrato total proteico ou para imunoprecipitacao.
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Para producdo do extrato total proteico, adicionou-se as aliquotas tampdao de Laemmli
contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se em dgua fervente por 4 minutos. Apds
isso, as amostras foram submetidas 2 eletroforese ou armazenadas a —80°C. Para producio
de imunoprecitado, adicionou-se as aliquotas o anticorpo anti-ANKHD1 ou anticorpo de
interesse e proteina A-Sepharose 6MB. Apds o término da incubagdo e da lavagem, os
precipitados foram ressuspendidos em tampdao de Laemmli contendo 100 mmol/L de
ditiotreitol e aquecidas em dgua fervente por 4 minutos. Em seguida, as proteinas
imunoprecipitadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%-SDS-
PAGE 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 da Bio-Rad. A ligacdo dos
anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por pré-incubacdo 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 (0.3% de leite em p6 magro) por 12
horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solu¢do basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L
NaCl, and 0.02% Tween 20). Os anticorpos primdrios utilizados foram: anti-fosfotirosina
(sc-508), anti-SHP2 (sc-280), anti-actina (sc-1616), anti-histona (sc-11419) da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA), anti-fosfoserina (catdlogo 612547) da BD Biosciences
Pharmigen (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA). Os anticorpos anti-ANKHD1
utilizados nos experimentos de Western Blotting foram o anti-ANKHDI1 desenvolvido pela
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), a partir da escolha do peptideo antigénico de 16
aminodcidos, e o RC 2335 cedido pelo Dr. Francis Poulin (Department of Genome
Sciences, Lawrence Berkeley National Laboratory, Berkeley, CA). O sistema de revelagcdo
usado foi o baseado em quimioluminescencia, de acordo com as instru¢des no kit ECL™
Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as
membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secunddrio, conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase), lavadas novamente, e entdo submetidas ao substrado da enzima,
resultando num produto luminescente, detectado por auto-radiografias em filmes Kodak

XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY).
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Extracio de proteinas citoplasmaticas e nucleares

Aproximadamente 5x10” células Jurkat foram lavadas com tampdo PBS 0,1 M, pH
7,4, e ressuspendidas com tampao hipotdnico (10 mM Hepes pH 7,9; 1,4 mM MgCl,; 10
mM KCl) acrescido de inibidores de proteases. As células foram incubadas nesse tampao
por 10 minutos a 4°C. Em seguida, essas células foram submetidas ao rompimento da
membrana celular através de uma constante homogeneizacdo, com a ajuda de um
homogeneizador pré-resfriado, as quais foram submetidas a centrifugacido para coleta da
fracdo citoplasmdtica e fracdo de membrana no sobrenadante. O precipitado celular foi
lavado com um tampao de baixa concentracio de sal (20 mM Hepes pH 7,9; 25% Glicerol;
1,5 mM MgClI2; 20 mM KCl; 0,2 mM EDTA) e entdo ressuspendido em um tampao de alta
concentracdo de sal (20 mM Hepes pH 7,9; 25% Glicerol; 1,5 mM MgCI2; 1 M KCI; 0,2
mM EDTA). Essa suspensdo foi incubada, a 4°C por 30 minutos, em agita¢do, e em seguida
centrifugada. O sobrenadante contém a fracdo nuclear. As diferentes fracdes celulares

foram submetidas ao gel de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE.

Microscopia confocal

As células K562 e Jurkat ou células mononucleares de sangue periférico normal
foram aderidas as laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina, e fixadas com uma solugdo de
paraformaldeido. Em seguida, foram feitos o bloqueio e a permeabilizacio das células com
uma solucdo com 3% de caseina e 0,6% de triton. O anticorpo primdrio purificado anti-
ANKHDI1, produzido pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), foi diluido a 10 pug/mL em
solucdo 1% de caseina e incubado com as células, em cAmara timida a 4°C, durante 18
horas. Apds 3 lavagens com PBS, seguiu-se a incubacd@o com o anticorpo secunddrio
marcado com Alexa488 (Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibody/Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands) por 2 horas a temperatura ambiente.

Células mononucleares de sangue periférico normal foram lavadas com 2X SSC
(0,3 M NaCl, 0,03 M citaro de sédio, pH 7,0), incubadas com 100 pg/mL Dnase-Rnase em
2X SSC por 20 minutos a 37°C, lavadas com 2X SSC e incubadas com Iodeto de Propidio
(Propidium Iodide/Molecular Probes, Leiden, The Netherlands), que se liga ao DNA, por 5

minutos a temperatura ambiente. As laminas foram montadas utilizando-se Vectashield
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(Vector Labs, Irvine, CA) e acondicionadas a 4°C, no escuro.

As células K562 e Jurkat foram incubadas com TRITC-conjugated phalloidin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a temperature ambiente ¢ montadas com laminulas com
ProLong Gold antifade reagente com DAPI (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands).

As laminas foram analisadas por escaneamento a laser em um LSM-510 montado
sobre um microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando-se a objetiva de 63x de imersdo em
agua. Em todos os experimentos foram feitos controles negativos, somente com anticorpo-

secunddrio, os quais nao apresentaram fluorescéncia.

Sistema de duplo hibrido em levedura

O sistema de duplo hibrido em levedura é um ensaio genético realizado em levedura
(veast-based genetic assay) usado para detectar interagdes proteina-proteina (Guarente
1993). As interagdes proteina-proteina formam a base de ampla variedade de reacdes
bioquimicas. A identificacdo de proteinas que interagem com a proteina de interesse € um
aspecto essencial para a elucidacdo do funcionamento e regulacdo da mesma. Além de
identificar interacdes protéicas, este sistema pode também ser usado para definir dominios
ou residuos de aminodcidos que estdo envolvidos ou sdo necessdrios para a interacdo. A
base para o sistema de duplo-hibrido em levedura estd na estrutura de um fator de
transcricao particular que tem dois dominios fisicamente separados: o dominio de ligacao
ao DNA e o dominio de ativacdo da transcri¢ao (Keegan et al. 1986; Ma e Ptashne 1987). O
dominio de ligacio ao DNA se liga a uma seqiiéncia promotora especifica de um gene
reporter enquanto que o dominio de ativacdo atrai os componentes criticos do complexo de
iniciac@o da transcri¢dao. No sistema do duplo-hibrido em levedura, a proteina de interesse é
fusionada ao dominio de ligacdo ao DNA da proteina GAL4 da levedura, enquanto uma
biblioteca de cDNAs, codificando as proteinas potencialmente interativas a serem
identificadas, ¢ fundido ao dominio de ativacdo da transcricdo da proteina GAL4 da
levedura (Figura 6).

Se ocorrer uma interagdo entre a proteina de interesse e uma proteina interativa da
biblioteca, o dominio de ativagdo da transcricdo € recuperado, ou seja, 0s genes

“reporteres” sdo transcritos e traduzidos. No sistema utilizado neste trabalho, os “genes
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reporteres” foram ADE2, HIS3, MELI1 e LacZ que conferem as leveduras a auxotrofia para
adenina e histidina, e a capacidade de formar colonias azuis na presenca de a-galactosidase

ou B-galactosidase, respectivamente.

Hibrido |

B ) —)

Dominio de Regido especifica
ligagio ao DNA do Gene ANKHD1 _’. }
Dominio de Genes que ‘

ativagao da codificam e i
transcrigio proteinas da Hibrido Il
MO normal

Ativagdo da
transcrigao por
proteinas hibridas

Crescimento de
leveduras em meio
seletivo

Micleo de levedura

Figura 6: Representacdo esquematica do ensaio de duplo hibrido em levedura.

Assim, os clones que cresceram em meio seletivo e se tornaram azuis no teste da a-
galactosidase ou B-galactosidase, foram considerados como clones potenciais que possuem
o plasmideo da biblioteca de cDNA que codifica uma proteina que interage com ANKHDI.
Estes clones foram isolados e seqiienciados. As seqiiéncias de DNA obtidas identificaram,

por comparacdo em bancos de dados, as proteinas que interagem com ANKHDI.

Linhagens de bactérias e leveduras utilizadas

Escherichia coli DH5o. (E. coli DH5 ).
Saccharomyces cerevisae, linhagem AH109.

Saccharomyces cerevisae, linhagem Y187.
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Vetores utilizados

Os vetores utilizados no ensaio de duplo hibrido em levedura foram obtidos da
Clontech (Clontech, Palo Alto, CA):

pGBKT?7: vetor para clonagem da isca. Codifica o dominio de ligacdo ao DNA da
proteina GAL4 da levedura, seguido do epitopo c-Myc, em fusdo com a proteina utilizada
como isca. Este vetor confere resisténcia a kanamicina e prototrofia ao triptofano.

pACT2: vetor da biblioteca de cDNA. Codifica o dominio de ativacdo da
transcricdo da proteina GAL4 da levedura, seguido do epitopo HA, em fusdo com a
biblioteca de cDNA. Este vetor confere resisténcia a ampicilina e prototrofia a leucina.

pGADT7: Codifica o dominio de ativagdo da transcricdo da proteina GAL4 da
levedura, seguido do epitopo HA, em fusdo com uma proteina suspeita de interagir com a
isca. Este vetor confere resisténcia a ampicilina e prototrofia a leucina.

A representacdo esquematia desses vetores estd na Figura 7.

Pan g B.1kb
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{1480}
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Figura 7: Representacdo esquemadtica dos vetores pGBKT7, pACT2 e pGADT?7 utilizados

no ensaio de duplo hibrido em levedura.
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Preparacio da isca ANKHD1

Para a realizacdo do ensaio de duplo hibrido foi inicialmente realizada a preparacao
da isca que consiste de um fragmento de cDNA da ANKHD1, amplificado por PCR, usando
oligonucleotideos com seqiiéncias adaptadas para enzimas de restri¢do. A escolha da regiao
do cDNA da ANKHDI que foi utilizada como isca priorizou a inclusdo de seqii€ncias
codificadoras de dominio de anquirina e na exclusdo de trechos com cargas muito
negativas. A presencga de trechos carregados negativamente por dez ou mais aminoacidos
nas seqiiéncias peptidicas utilizadas pode ser uma das causas mais freqiientes da auto-
ativacdo da isca (Ruden 1992; Ruden et al. 1991). A andlise das cargas foi feita através do
programa Gene Runner versdao 3.05 (http://www.generunner.com). O iniciador sense
compreende o sitio de restricdo da enzima EcoRI alinhada ao cédon de inicio do
aminodcido 1130 da ANKHDI1: FW: 5’-GaattcTGTTCTGGTGGACGTCAGGA-3’. O
iniciador anti-sense compreende o dltimo residuo da isca, o aminoécido 1243 da ANKHDI,
e o sitio de restricdo da enzima BamHI: RW: 5’-GgatccAGCAAACTCACTACTTCTGC-
3’. O fragmento amplificado de 341pb estd situado entre os nucleotideos 3448 a 3788 da
seqiiencia de cDNA, e compreende a regiao protéica de ANKHD1 do aminoécido 1130 —
1243, totalizando 114 aminodcidos correspondentes a trés repeti¢des de anquirina do quarto
bloco de repeticdo de anquirina. A representacdo esquemdtica da localizacdo da isca
ANKHDI1 esta na Figura 8.
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Figura 8: Representacdo esquemadtica da estrutura protéica primdria de ANKHDI1 e a
localizagdo da regido protéica de ANKHDI1 utilizada no ensaio de duplo-hibrido em
levedura.

A isca foi amplificada a partir de Ing de cDNA de linhagem celular K562. O
fragmento obtido (341pb) foi subclonado em células competentes E. coli DH5a usando o
original TA Cloning kit R (Invitrogen, Groningen, Holanda). Os plasmidios das colonias
positivas foram isolados usando o kit QIAprepR Spin Miniprep (QUIAGEN, Hiden,

Alemanha) e entdo digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI para isolar o
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inserto, ou seja, a isca. Todas as enzimas de restricdo usadas foram adquiridas da MBI
Fermentas, Lithuania.

O fragmento digerido foi extraido do gel de agarose 1% em TEB usando o kit
QUIAEX II Gel Extraction (QUIAGEN , Hilden, Alemanha) e entdo foi ligado (T4 DNA
Ligase, GIBCO_BRLR Rockville, MD) no vetor do pGBKT7 do MATCHMAKER GALA4
Two-Hybrid System 3 (Clontech, Palo Alto, CA) que foi usado para transformar células
competentes E. coli DH5a.

Os plasmideos das coldnias positivas foram isolados e seqiienciados para descartar
possiveis mutacdes causadas pela Tag DNA polimerase. Apds certificar que os fragmentos
estavam livres de mutacdes, o plasmideo contendo a isca foi finalmente utilizado para
transformar a linhagem AH109 da levedura Saccharomyces cerevisae, usando o protocolo
do YEASTMAKER™ Yeast Transformation System da Clontech, para expressar nestas
células a regido escolhida da ANKHDI1 em fusdo com o dominio de ligacdo ao DNA da

proteina GAL4 da levedura.

Transformacao da isca na AH109

A isca foi transformada em levedura AH109 de acordo com o protocolo do
YEASTMAKER™ Yeast Trasnformation System da Clontech. Em um tubo de 1,5 mL foi
colocado 1 pL da isca e 10 uL de DNA carreador (Hearring Teste Carrier DNA,
Desnatured). Em outro tubo, foi colocada uma colonia de AH109 em 100 pL de solucio
TE/LiAc contendo buffer TE 1x (0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA) e LiAc 1x (0,1 M acetato
de litio). Ao contetido do tubo contendo a isca e o DNA carreador foi adicionada a levedura
preparada em 100 pL de solucdo TE/LiAC, 600 uL da solu¢ao PEG/LiAc (40% polyetileno
glicol, buffer TE 1x, LiAc 1x), seguido de incubagdo a 200 rpm por 30 minutos a 30°C. A
seguir foram adicionados 70 uLL. de DMSO (dimetil sulfoxido), seguido de incubagdo em
banho-maria por 15 minutos a 42°C, e incubacdo no gelo para choque térmico. Apds
centrifugacdo por 5 segundos a 16000 x g, o precipitado foi ressuspendido em 200 uL de
solucdo TE/LiAc e 100 uL foram distribuidos em placas de Petri contendo meio SD
(synthetic dropout) (Clentech, Palo Alto, CA) sem suplemento de triptofano (Trp) (SD-
Trp). As placas foram incubadas a 30°C por 2 a 4 dias.
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Teste de toxicidade da isca

Uma colonia da isca transformada em AH109 foi inoculada em 700 pL. de meio SD-
Trp, e incubada a 200 rpm, a 30°C, durante 16 horas. A seguir, 350 pL desta cultura foram
transferidos para tubos contendo 2,7 mL de meio SD-Trp e foi lida a DOg inicial, apds 3
horas e 5 horas de incubagio a 200 rpm a 30°C. O controle do crescimento utilizado foi a
levedura transformada com o vetor pGBKT7 vazio. A DOgyy obtida apés 5 horas € o
indicador de toxicidade da isca para as leveduras. Idealmente, a isca ndo deve ser toxica a
levedura, sendo que a levedura transformada com a isca no vetor pGBKT7 deve apresentar
um ritmo de crescimento (DOggp/hora) igual ou superior ao ritmo de crescimento da
levedura transformada com o plasmideo pGBKT?7 vazio. Caso a levedura transformada com
a isca apresente crescimento inferior a levedura transformada com o vetor vazio, a isca é

considerada toxica.

Teste da ativacido da transcricio ou auto-ativacao

As leveduras AH109 transformadas com a isca no vetor pGBKT7 foram cultivadas
em meio so6lido SD sem suplemento de histidina e triptofano (SD-His/-Trp), SD sem
suplemento de adenina e triptofano (SD-Ade/-Trp) e sem suplemento de adenina, histidina,
leucina e triptofano (SD-Ade/-His/-Leu/-Trp). Idealmente a levedura transformada com a
isca no vetor pGBKT7 ndo deve apresentar auto-ativacdo e nao deve apresentar

crescimento em meios seletivos SD-His/-Trp, SD-Ade/-Trp e SD-Ade/-His/-Leu/-Trp.

Ensaio para verificar a expressio e estabilidade da proteina hibrida na

levedura

Uma colonia da isca transformada em levedura AH109 foi inoculada em 5 mL de
meio SD-Trp e incubada a 200 rpm a 30°C durante 16 horas. A seguir, esta cultura foi
inoculada em 50 mL de meio YPD (yeast extract, peptone, dextrose) (Clontech, Palo Alto,
CA), incubada a 200 rpm a 30°C até a DOgq alcangar 0,4 —0,6 (4-8 horas). O valor da
DOgoo de 1 mL de amostra foi multiplicado pelo volume final da cultura (55 mL) para obter

o valor da DOgy total. A cultura foi resfriada rapidamente com incubacdo a 4°C e

Materiais e Métodos
69



centrifugada a 1000 x g por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em 50 mL de
agua gelada e centrifugado novamente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
congelado a —80°C. Ao precipitado de células foi adicionado Craking Buffer (Clontech)
(100 pL para cada 7,5 DOgg) pré aquecido a 60°C suplementado com PMSF (1 uL de
PMSF 100x para cada 100 pL de Craking Buffer). A amostra foi incubada a 70°C durante
10 minutos, submetida 2 homogeneizagio e centrifuga¢do a 10620 x g, 4°C, durante 10
minutos. As amostras foram incubadas a 98°C e 50 pL de cada amostra foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE para Western Blotting. A detec¢do da
expressao protéica foi realizada através da incubag¢do com anticorpo monoclonal anti-cMyc

(Clontech).

Rastreamento

A linhagem de levedura AH109 contendo a isca foi “cruzada” com outra linhagem
de levedura Y187 pré-transformada com uma biblioteca de cDNA de medula 6ssea humana
normal, em um plasmideo pACT?2, construido para expressar as proteinas do tecido em
fus@do com o dominio de ativacdo da transcri¢io da proteina nativa de levedura GAL4
(Pretransformed Human Bone Marrow MATCHMAKER cDNA Library, Clontech, Palo
Alto, CA).

Em 50 mL de meio SD-Trp liquido com 50 mg/mL kanamicina e 800 uL de adenina
0,2%, foi adicionada uma colonia da linhagem transformada com a isca e incubada no
agitador a 260 rpm a 30°C de 16 a 20 horas. Apds crescimento, a cultura foi centrifugada
por 5 minutos a 1000 x g e o precipitado ressuspendido em 5 mL do sobrenadante. A
biblioteca pré-transformada de medula Ossea foi descongelada em banho-maria a
temperatura ambiente e uma aliquota de 10 uL foi utilizada para titulacio. Em 50 mL de
meio YPD foi adicionado 1 mL de adenina 2%, 80 uL de kanamicina, 5 mL da linhagem da
isca transformada e 1 mL da biblioteca. Em seguida, esta cultura foi incubada em agitador a
50 rpm a 30°C de 20 a 24 horas. Apds este periodo de incubagdo, a cultura contendo as
duas linhagens de leveduras “cruzadas” foi centrifugada por 10 minutos a 1000 x g, o
precipitado ressuspendido em 10 mL de YPD e uma aliquota de 33 uL foi separada para o

teste de viabilidade. Cinco mL da suspensdo foram distribuidos em 50 placas de Petri
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grandes contendo meio SD-Ade/-His/-Leu/-Trp. As placas foram incubadas a 30°C de 5 a
20 dias. As coldnias que cresceram em meio seletivo foram submetidas ao teste da beta-

galactosidase.

Titulacao da biblioteca

Para titular a eficiéncia da biblioteca foram seguidas as etapas descritas a seguir. Em
1 mL de meio YPD foram adicionados 10 pL da biblioteca pré-transformada de medula
6ssea (diluicdo A 107). Em 1 mL de meio YPD foram adicionados 10 pL da diluicio A
(dilui¢do B 10™). Em 50 pL de meio YPD foram adicionados 10 uL da diluicdo A (dil A +
YPD). Foram distribuidos 50 e 100 uL da diluicdo B e 50 uL da dilui¢io A + YPD em
placas contendo meio SD/-Leu (SD sem suplemento leucina). As placas foram incubadas a
30°C de 2 a 4 dias. O calculo da titulacdo da biblioteca foi feito de acordo com as
orientagdes contidas no manual Pretransformed MATCHMAKER Libraries, User Manual

(Clontech, Palo Alto, CA).

Viabilidade do rastreamento e nimero de colonias rastreadas

Para calcular a viabilidade do ‘“cruzamento” foram seguidas as etapas descritas a
seguir. Em 300 uL de YPD foram adicionados 30 uL da suspensdo do ‘“‘cruzamento” (1*
diluicao 1:10). Em 300 uL de YPD foram adicionados 30 uL da 1* diluicdo (2* dilui¢ao
1:100). Em 300 uL de YPD foram adicionados 30 pL da 2* diluicdo (3* dilui¢do 1:1000).
Em 300 pL de YPD foram adicionados 30 pL da 3* diluicao (4* diluicdo 1:10000). Foram
distribuidos 100 pL de cada dilui¢do em placas SD/-Leu, SD/-Trp e SD/-Leu/-Trp. As
placas foram incubadas a 30°C de 2 a 4 dias. O calculo da viabilidade do rastreamento e do
nimero de coldnias rastreadas foi feito de acordo com as orientacdes contidas no manual

Pretransformed MATCHMAKER Libraries, User Manual (Clontech, Palo Alto, CA).
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Ensaio de beta-galactosidase

Apés a selecio em meio SD-Ade/-His/-Leu/-Trp, os clones de levedura co-
transformados foram crescidos em placas de meio SD-Leu/-Trp e transferidos para um
papel de filtro whatman nr.1 por contato. O papel de filtro foi congelado em nitrogénio
liquido para lisar as células. Em seguida, o papel de filtro foi incubado a 37°C durante 90
minutos, sobre um outro papel de filtro previamente umidecido com tampao Z (87 mM
Na,HPO,, 47 mM NaH,PO,, 19 mM KCl, 1,38 mM MgSQO,) contendo 100 uL de solugdo
de X-a-gal 20 mg/mL (5-Bromo-4-cloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosideo, Clontech) e 16
ulL de uma solugdo de beta-mercaptoetanol 1 M. Ao término do periodo de incubagdo, a
membrana foi seca e o resultado visualizado. O resultado foi considerado positivo quando

houve aparecimento da cor azul referente as colonias lisadas positivas.

Mini-preparacio de DNA de levedura

Coldnias de leveduras que cresceram em meio SD-Ade/-His/-Leu/-Trp e se
apresentaram positivas para teste de beta-galactosidase em papel de filtro foram inoculadas
em meio SD-Leu e incubadas a 30°C por 48 a 72 horas com agita¢do constante. Trés mL
dessa cultura foram centrifugados em um tubo de microcentrifuga a 7500 x g por 1 minuto.
O precipitado de leveduras foi ressuspendido em 50 uL. de PBS e a enzima liticase foi
adicionada (50 a 100 U) para lisar a parede celular. As leveduras foram entdo incubadas a
37°C por 1 hora sob agita¢do constante. Ao término da incubacdo, 20 uL. de uma solucéo
SDS 20% foram adicionados ao tubo e as células de levedura foram homogeneizadas por 5
minutos. Para ajudar a romper a parede celular das leveduras, 10 ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido foram feitos. O volume do lisado celular foi entao
elevado a 200 uL com TE e o DNA foi extraido com 200 uL de mistura de fenol:
cloroférmio: dlcool isoamilico (25:24:1), submetido a homogeneizagao e centrifugacio a
16000 x g por 5 minutos. Cada sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo
600 uL de etanol absoluto e 10 uL de solucdo 8 M de cloreto de litio. Para precipitar melhor
0 DNA, os tubos foram incubados a —20°C por 15 minutos e entdo centrifugados a 16000 x
g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500

uL de etanol 70% e centrifugado a 16000 x g a 4°C por 10 minutos. O precipitado de DNA
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foi seco e entdo ressuspendido em 20 uL de dgua; 10 uL. desse DNA foram utilizados para
transformar E. coli DH5a por choque térmico. O plasmideo foi submetido a PCR e
seqiienciamento, utilizando-se iniciadores do vetor pACT2 da biblioteca de cDNA, para a

identificacdo de possiveis interacdes protéicas com a isca ANKHDI.

Seqiienciamento de DNA

As seqiiéncias das construcdes da isca contendo a regido da ANKHDI1 no vetor
pGBKT?7 foram amplificadas utilizando-se iniciadores do vetor pGBKT?7: iniciador sense:
FW: 5- AATACGACTCACTATAGGGC -3’; iniciador anti-sense: RW: 5°-
TCTACCACGTGCTACGTGTC -3°. As seqiiencias do DNA das leveduras resultantes do
ensaio de duplo-hibrido foram amplificadas utilizando-se iniciadores do vetor pACT?2;
iniciador sense: FW: 5- CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3’;
iniciador anti-sense: RW: 5’- CACTTGAACGCCCCAAAAAGTCATAGATGCT-3’.

Os produtos amplificados foram purificados, clonados e seqiienciados com o
reagente Big Dye (Applied Biosystems) em um sequenciador automatico ABIprism 310 ou
377 (Applied Biosystems). Os cromatogramas obtidos foram montados por meio do

Chromas versao 2.31 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html).

Analise das seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram submetidas ao banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e analisadas através dos programas gratuitos encontrados
no mesmo site: ORF Finder, BLAST e Clustal W. O alinhamento das seqiiéncias foi
realizado  através do  programa  gratuito  Multalin  (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/).

Teste de co-transformacio em levedura para confirmacdo da interacao

ANKHDI1 e SIVA

A isca ANKHDI1 em vetor pGBKT7 e a construcdo da SIVA1 e SIVA2 em vetor
pGADT7 foram co-transformadas em levedura AH109 e cultivadas em meio SD-Ade/-His/-
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Leu/-Trp. As colodnias que cresceram neste meio foram entdo cultivadas em meio SD-Ade/-
His/-Leu/-Trp contendo X-o-gal. O crescimento de colOnias azuis indicava interagdo
protéica. As constru¢des de SIVA1 e SIVA2 em vetor pPGADT?7 foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Serge Benichou (Departement de Maladies Infectieuses, Université Paris 5, Paris,

France) (Figura 9).

1 48 114 175
SIVA1 (WT) | N-terminal | DDHR | | C-terminal |
1 39 105 175
SIVA2 (A40-104) :\/ [ ] |
105 175
SIVAC (105-175) ] |
48 124
SIVADD (47-124) | | ]
1 47
SIVAN (1-47) ]
1 124
SIVAAC (1-124) | | [ 1]
84 175

SIVA 84-175 | ]

Figura 9: Representacdo esquemadtica das construcdes de SIVA1, SIVA2, e de diferentes
regides da SIVAI fusionadas ao vetor pGADT?7, utilizadas para co-transformar leveduras

AH109 com a isca ANKHDI1.

RNA de interferéncia

O silenciamento poés transcricional da ANKHDI1 foi obtido através do uso do
SMART pool siRNA da Dharmacon (Lafayette, CO). O reagente foi diluido a uma
concentragdo de 5 uM, estocado a —20°C e utilizado para transfecc¢do de linhagens celulares
a uma concentracdo de 400 nM. Células Jurkat em suspensdo foram submetidas a
transfeccdo transitéria através do método de eletroporagdo. Resumidamente, as células
foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI (RPMI medium 1640/Gibco,
Rockville, MD) com 10% soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Rockville, MD) no dia
precedente a transfec¢do. No dia do experimento as células foram lavadas com meio RPMI
sem SFB e sem antibiotico. Em um volume final de 400 pL na cuveta apropriada para

eletroporacao, foram incubados 10x10° células, OPTI-MEM (Gibco, Rockville, MD) e 400

Materiais e Métodos
74



nM de RNAi. Apés 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as células foram
submetidas a eletroporacdo em aparelho Bio-Rad gene Pulser II (300 mV, 975 pF). Apds
30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as células foram ressuspendidas em meio
RPMI com 10 % SFB e antibiético. Apds 48 horas, as células foram coletadas e submetidas
a Western Blotting, para confirmacao da redu¢do da expressao protéica de ANKHDI, e ao

estudo da apoptose celular, conforme descrito abaixo.

Estudo da apoptose celular

O estudo da apoptose foi realizado através da marcacdo das células Jurkat com
anexina V (annexin V-FITC/BD PharMingen, CA, USA) e Iodeto de Propidio (Propidium
Iodide/Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) por citometria de fluxo. Células Jurkat
submetidas a duas lavagens em RPMI sem SFB e ressuspendidas em 400 pL de tampao de
ligacdao (10 mM Hepes pH=7,4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl; e 1,8 mM CaCl,).
Foi adicionado 1 pg/mL de anexina V-FITC e as amostras foram incubadas durante 20
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Imediatamente antes da aquisi¢do, foi
adicionado 1 pL/mL de lodeto de Propidio e 10000 eventos foram adquiridos. Os dados
foram analisados no citometro FACSCalibur (BD Bioscience), utilizando-se o software
CellQuest (BD Bioscience). As células positivas para anexina V e negativas para PI, em
relacdo ao ndmero total de células, indicaram células Jurkat em processo de morte celular

programada.

Analise Estatistica

A comparagdo dos valores da quantidade relativa de expressdio do RNAm de
ANKHDI entre os pacientes com diagndstico de Leucemias Agudas e células
hematopoéticas normais foi realizada através do teste estatistico de Mann-Whitney U.
Valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Para os casos de LMA, foi
utilizado o teste de Spearman para a correlagdo entre as seguintes varidveis: quantidade

relativa de expressao do RNAm de ANKHDI, nimero de leucdcitos no sangue periférico,
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percentagem de blastos na medula dssea e resposta ao primeiro ciclo de quimioterapia de
indugdo. Para a sobrevida, aplicou-se o0 método de Kaplan-Meier e o teste de regressdo de

Cox para encontrar varidveis preditivas.
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1. Analise da expressiao génica de ANKHD1 em leucemias agudas, através da

técnica de RT-PCR em tempo real

O estudo através de RT-PCR em tempo real revelou elevada expressdo génica de
ANKHDI em todas as linhagens leucémias estudadas; KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60
Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi and Namalwa, quando comparadas a expressao de ANKHD1

em células hematopoéticas normais (medula éssea de 3 individuos normais) (Figura 10).

~

T

X

P

< 10 -

[}

©

S

< 8

Z

o

S 6-

©

2

E=

L 4

[}

—

S

0 2

»

()

—_

3

g O

Células HEL K562 NB4 HL60 Jurkat MOLT4 Raji Daudi Namalwa LNCaP
Hematopoéticas
Normais

Figura 10: Expressao do RNAm de ANKHD1 em linhagens de células leucémicas. RT-PCR
em tempo real foi realizado a partir de cDNA de diferentes linhagens de células leucémicas
humanas (KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60, Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi e Namalwa) e de
adenocarcinoma de préstata (LNCaP). O eixo “y” representa a intensidade relativa de
expressdo do RNAm de ANKHDI. Note que a expressaio do RNAm de ANKHDI esteve
aumentada de 2 a 10 vezes nas linhagens leucémicas estudadas, quando comparadas a
expressdo do RNAm de ANKHDI em células hematopoéticas normais (células de medula

ossea de 3 individuos normais).

O RNAm de ANKHDI esteve altamente expresso em amostras de medula 6ssea de

pacientes com diagnostico de leucemia aguda, quando comparadas a expressao em células
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hematopoéticas normais (mediana: 2,21 versus 1,05, P = 0,002). A elevada expressao
estatisticamente significativa de ANKHDI em amostras de leucemia aguda se manteve
quando os pacientes foram divididos em LLA (mediana: 2,53 versus 1,05, P = 0,005) e
LMA (mediana: 1,97 versus 1,05, P = 0,004) se comparadas a expressdo em células

hematopoéticas normais (Figura 11).
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Figura 11: Expressao do RNAm de ANKHD1 em células leucémicas de pacientes. RT-PCR
em tempo real foi realizado a partir de cDNA de sangue total de medula dssea de pacientes
com diagnoéstico de leucemia aguda (n=38) ou de células hematopoéticas normais (n=9),
incluindo células mononucleares de sangue periférico e células totais de medula 6ssea de
individuos normais. O eixo “y” representa a intensidade relativa de expressdo do RNAm de
ANKHDI. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a expressao do RNAm
de ANKHDI foi significativamente maior em células leucémicas de pacientes com
diagndstico de leucemia aguda (P = 0,002), em células leucémicas de pacientes com
diagnéstico de Leucemia Mieldide Aguda (LMA) (P = 0,004), e em células leucémicas de
pacientes com diagnostico de Leucemia Linféide Aguda (LLA) (P = 0,005), quando

comparadas a expressao em células hematopoéticas normais.
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Para os casos de LMA, a quantidade relativa de expressao do RNAm de ANKHDI1
ndo apresentou correlacdo estatistica com o numero de leucdcitos no sangue periférico, a
percentagem de blastos na medula dssea e a resposta ao primeiro ciclo de quimioterapia de

inducdo. Nao houve associagdo da expressao do RNAm de ANKHDI com a sobrevida.

2. Analise da expressao da proteina ANKHD1 em células hematopoéticas
normais e linhagens de células leucémicas, através da técnica de Western

Blotting

A expressdo protéica de ANKHDI foi analisada em extrato total de células
mononucleares de sangue periférico de quatro individuos normais e extrato total de
linhagens de células de LMA: KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60 e de LLA: Jurkat, MOLT4,
Raji, Daudi e Namalwa. Através de Western Blotting, observou-se uma expresao protéica
de ANKHDI1 extremamente baixa em células hematopoéticas normais e uma alta expressao
de ANKHDI1 em todas as linhagens de células leucémicas estudadas (Figura 12). A
expressdo protéica de ANKHD1 em linhagens neopldsicas € caracterizada no Western
Blotting por duas bandas de aproximandamente 270 kDa. A expressdo protéica em células

LNCaP foi utilizada como controle positivo da reagdo, como descrito previamente (Poulin

et al. 2003).
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Figura 12: Expressdao protéica de ANKHDI1 em células hematopoéticas normais e
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leucémicas. Andlise por Western Blotting da expressdao da proteina ANKHDI1 em células
mononucleares de sangue periférico de quatro individuos nomais (N1 a N4) e em linhagens
de células de Leucemia Miel6ide Aguda: KG-1, HEL, K562, NB4, HL-60 e de Leucemia
Linféide Aguda: Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi e Namalwa. Extratos totais de células foram
incubados com anticorpo anti-ANKHDI1 (270 kDa). Como controle da quantidade protéica
aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). O
extrato total de LNCaP foi utilizado como controle do padrdo de expressao de ANKHDI1 no
Western Blotting. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting
Analysis System. Note a elevada expressdao protéica de ANKHDI1 em todas as linhagens

leucémicas estudadas se comparadas as células hematopoéticas normais.

3. Andlise da expressao da proteina ANKHD1 em diferentes tecidos

humanos normais, através da técnica de Western Blotting

O estudo da expressao protéica de ANKHDI1 em tecidos humanos normais revelou a
presenca de ANKHDI em diferentes tecidos e em diferentes intensidades, destacando-se
uma alta expressdo em estdmago, intestino delgado e linfonodo, e uma discreta expressao
em figado, baco, pulmao, rim e musculo esquelético (Figura 13). O padrao de expressao de
ANKHDI1 em tecidos humanos normais foi caracterizado por uma banda tunica de

aproximadamente 270 kDa.
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Figura 13: Anélise por Western Blotting da expressao protéica de ANKHDI1 em tecidos
humanos normais. Extratos totais de tecidos humanos foram incubados com anticorpo anti-
ANKHDI1 (270 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). A membrana de nitrocelulose
foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note as diferencas na expressao

de ANKHD1 em diferentes tecidos normais.

4. Estudo da localizacdo celular de ANKHDI1 através da técnica de

microscopia confocal e separacio de fracoes celulares

O estudo por microscopia confocal revelou que ANKHDI estd presente no
citoplasma de células mononucleares de sangue periférico normal (Figura 14) e das células

leucémicas, K562 e Jurkat (Figura 15).
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Figura 14: Imunolocalizacdo fluorescente de ANKHDI1 em células hematopoéticas
normais. Células mononucleares de sangue periférico de um individuo normal foram
fixadas e permeabilizadas. ANKHD1 foi visualizada com o anticorpo anti-ANKHD1
conjugado com Alexa 488 (fluorescéncia verde). lodeto de Propidio (IP) foi utilizado para
visualizagdo do nucleo (fluorescéncia vermelha). A reacdo de imunofluorescéncia foi
visualizada em microscopio confocal a laser (Zeiss LM510). Note que a sobreposi¢ao das

duas imagens indica a localizacdo citoplasmatica de ANKHD1.

Actina ANKHD1 Sobreposicao

Células K562

Células Jurkat

Figura 15: Imunolocalizagdo fluorescente de ANKHDI1 em células leucémicas. Células
K562 e Jurkat foram fixadas e permeabilizadas. ANKHDI foi visualizada com o anticorpo
anti-ANKHD1 conjugado com Alexa 488 (fluorescéncia verde). TRITC-conjugated
phalloidin foi utilizado para visualizag¢do da actina citoplasmadtica (fluorescéncia vermelha).
A reacdo de imunofluorescéncia foi visualizada em microscépio confocal a laser (Zeiss
LMS510). Note que a sobreposi¢do das duas imagens, adicionada a marcacao nuclear com

DAPI (fluorescéncia azul), indica a localizagdo citoplasmatica de ANKHDI1.
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A localizagdo citoplasmatica de ANKHDI1 foi confirmada através de separacdo de
fracdes celulares e Western Blottting seguido de incubag¢do com anticorpo anti-ANKHD1
(Figura 16). Este método revelou que ANKHDI localiza-se na fragao citoplasmatica e de
membrana e estd ausente no nicleo. A incubac¢do com anticorpo anti-actina e anti-histona
revelaram a efetividade do método de separacdo de fragdes celulares, sendo a actina ausente

na fragc@o nuclear e a histona ausente na fragc@o citoplasmatica.

ET C+M N

! - IB: ANKHD1
F IB: actina

e |B: histona

Células Jurkat

Figura 16: Andlise por Western Blotting da expressdo de ANKHDI1 em fracdes celulares.
Células Jurkat foram submetidas ao protocolo de separacao de fracoes celulares. O extrato
total (ET), a fracdo citoplasmética e de membrana (C+M), e a fracdo nuclear (N) foram
submetidas a Western Blotting e incubac¢do com anticorpo anti-ANKHDI1. Os anticorpos
anti-actina (presente no ET e na fragdo C+M) e anti-histona (presente no ET e na fracdo N)
foram utilizados como controles da eficiéncia da separacdo de fragcdes celulares. A
membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note

que ANKHDI localiza-se na fracao citoplasmética e membranar e estd ausente no nucleo.

5. Estudo da associacao de ANKHD1 com SHP2 em células leucémicas

Com o objetivo de avaliar uma possivel interacao da proteina ANKHDI1 com SHP2,
imunoprecitacdo com anticorpo anti-SHP2 e incuba¢do com anticorpo anti-ANKHDI1
foram feitos em extrato protéico de células leucémicas e adenocarcinoma de préstata
(LNCaP). Em células leucémicas K562 e em LNCaP houve a interacdo da proteina
ANKHDI1 com SHP2 (Figura 17, painel superior). A seguir foi realizado a
imunoprecipitacio reversa: o extrato protéico celular foi imunoprecipitado com anticorpo

anti-ANKHD1 e incubado com anticorpo anti-SHP2, confirmando a interacdo por
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imunoprecipitagdo  (Figura 17, painel médio). Como controle negativo da
imunoprecipitacio, os extratos protéicos celulares foram imunoprecipitados com uma IgG
de coelho ndo relacionada e incubados com anti-ANKHD1 ou anti-SHP2 e bandas

inespecificas ndo foram detectadas (Figura 17, painel inferior).

Células K562 Células LNCaP

IP: SHP2 SHP2

-
IB: ANKHD1

IP: ANKHD1 ANKHD1
= a IB: ANKHD1

B 1B: SHP2

-

it

IP: 1gG ET IgG ET

B 5 ANKHD!
- s

Figura 17: Estudo da associacdo de ANKHDI1 e SHP2 em células K562 e LNCaP. Extratos

¢

protéicos de células K562 ou LNCaP foram imunoprecipitados (IP) em duplicata com
anticorpo anti-SHP2 (painel superior), anti-ANKHD1 (painel médio) ou IgG de coelho
(painel inferior) e incubadas (IB) com anticorpo anti-ANKD1 ou anti-SHP2, conforme
indicado. Extrato total (ET) de células K562 e LNCaP foram utilizadas como controle da
incubacdo com anti-ANKHD1 e anti-SHP2 (painel inferior). A membrana de nitrocelulose
foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note a presenga de ANKHDI1 nas
células imunoprecipitadas com SHP2 (painel superior), e de SHP2 nas células

imunoprecipitadas com ANKHDI1 (painel médio).
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Através de imunoprecipitacdo, observou-se que nao hd associagdo de ANKHDI e
SHP2 em células leucémicas KG1, HL60, Daudi e Jurkat (Figura 18), apesar da alta
expressdao protéica de ANKHD1 (Figura 12) e SHP2 (Figura 19) detectada em todas as

linhagens leuc€micas estudadas.

Células Daudi

IP: ANKHD1 SHP2

IB: ANKHD1 B F; 270 kDa
5l

IB: SHP2 [ 70 kDa

Figura 18: Estudo da associagdo de ANKHD1 e SHP2 em células Daudi. Extrato protéico
de células Daudi foi imunoprecipitado (IP) em duplicata com anticorpo anti-ANKHD1 ou
anti-SHP2 e incubadas (IB) com anticorpo anti-ANKDI ou anti-SHP2. A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note a auséncia de
ANKHDI nas células imunoprecipitadas com SHP2, e a auséncia de SHP2 nas células

imunoprecipitadas com ANKHDI.
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Figura 19: Expressdo protéica de SHP2 em linhagens de células leucémicas. Extratos
protéicos de linhagens de células de Leucemia Mieldide Aguda: KG-1, HEL, K562, NB4,
HL-60, e de Leucemia Linféide Aguda: Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi e Namalwa, e extrato
protéico de células de adenocarcinoma de préstata LNCaP foram submetidos a Western
Blotting e incubacdo com anticorpo anti-SHP2 (70 kDa). Como controle da quantidade
protéica aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42
kDa). A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting Analysis

System. Note a alta expressao de SHP2 em todas as linhagens leucémicas estudadas.
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6. Estudo da fosforilacao de ANKHD1

Através da técnica de imunoprecipitacio com anticorpo anti-ANKHDI1, Western
Blotting e incubacdo com anticorpos que detectam fosforilacdo protéica, observou-se que,
em células leucémicas, ANKHD1 esta fosforilada em serina e nio esta fosforilada em
tirosina (Figura 20). Em células hematopoéticas normais, observou-se que ANKHDI1 ndo

esta fosforilada em serina ou tirosina.

IP: ANKHD1 Extrato Total
K562 Jurkat K562 Jurkat
IB: Fosfo Tirosina
. ~ 170 kDa
-
IP: ANKHD1 Extrato Total
K562 Jurkat K562 Jurkat
IB: Fosfo Serina
=M i.‘ ANKHD1 (270 kDa)

Figura 20: Estudo da fosforilacdo de ANKHDI1 em células K562 e Jurkat. Extratos
protéicos de células K562 e Jurkat foram submetidos a imunoprecipitagdio (IP) com
anticorpo anti-ANKHDI1 e incubagdao (IB) com anticorpo anti-fosfo-tirosina (painel
superior) ou anti-fosfo-serina (painel inferior). Extratos protéicos totais de células K562 ou
Jurkat foram utilizados como controle da incubagdo com os respectivos anticorpos. A
membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note
que ANKHDI (270 kDa) nao estd fosforilada em tirosina (painel superior), e estd

fosforilada em serina (painel inferior).

7. Ensaio de duplo-hibrido em levedura

7. 1. Preparacao da isca

Para a realizacdo do ensaio de duplo hibrido em levedura foi inicialmente realizada
a preparacao da isca que consiste de um fragmento de cDNA de ANKHD 1, amplificado por
PCR, usando oligonucleotideos com adaptadores para enzimas de restricdo. Apds a escolha

da regido da isca, o desenho e a sintese dos oligonucleotideos, procedemos a amplificagao
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das iscas a partir de 1 ng de cDNA de linhagem celular K562 e obtivemos uma banda de
tamanho compativel com a isca (341pb). Os fragmentos obtidos foram subclonados em
células competentes E. coli DH5a, isolados e ligados no vetor pGBKT7 do
MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech). Apds a confirmacdo que a isca
estava livre de mutagdes, através do seqiienciamento da isca com os iniciadores do vetor
pGBKT?7, o plasmideo contendo a isca foi finalmente utilizado para transformar a linhagem
AHI109 da levedura Saccharomyces cerevisae, utilizando-se o YEASTMAKER™ Yeast
Transformation System da Clontech para expressar nestas células, a isca contendo uma
regido da ANKHDI em fusdao com o dominio de ligacdo ao DNA da proteina GALA4.

O teste de toxicidade revelou que a isca ndo apresentava autotoxicidade, uma vez
que o crescimento da isca foi de 0,08 DOgy/hora, semelhante ao crescimento do vetor
pGBKT?7 vazio (0,07 DOgno/hora).

O teste de autoativacdo foi negativo, uma vez que a levedura contendo a isca em
pGBKT?7 nio apresentou crescimento em meio SD-His/-Trp, SD-Ade/-Trp e SD-Ade/-His/-
Leu/-Trp.

O teste para verificar a expressdo e estabilidade da proteina hibrida na levedura
demonstrou que a constru¢do contendo a isca no vetor pGBKT7 expressava a proteina

hibrida.

7.2. Triagem da biblioteca de cDNA de medula 6ssea humana normal com a
isca ANKHD1

A linhagem de levedura AH109 contendo a isca foi cruzada com outra linhagem de
levedura Y187 pré-transformada com uma biblioteca de cDNA de medula dssea humana
normal em um vetor pACT?2, construido para expressar as proteinas do tecido em fusao
com o dominio de ativagdo da proteina nativa de levedura GAL4 (Pretransformed Human
Bone Marrow MATCHMAKER cDNA Library).

A titulagdo da biblioteca indicou uma boa viabilidade das células: 1,44 x 108
unidades formadoras de coldnias (cfu)/mL.

A eficiéncia do cruzamento da isca ANKHD1 com a biblioteca de cDNA de medula

Ossea humana foi de 4,74% (percentagem de dipldides). Foram obtidas 5,6 x 10° cfu
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dipléides/mL. Foram cultivados 10 mL de células. Portanto foram rastreados 5,6 x 10°
clones.

A cultura de levedura resultante do casamento das duas linhagens de levedura foi
cultivada em meio SD-Trp/-Leu/-Ade/-His, e em seguida as placas foram incubadas a 30°C
de 5 a 20 dias. Ocorreu o crescimento de 102 coldnias e destas, apenas 23 apresentaram

resultado positivo para o teste da beta-galactosidase em papel de filtro.

7.3. Seqiienciamento e analise do cDNA

Os clones de levedura que apresentaram interacao na triagem da biblioteca tiveram
seus vetores isolados, isto €, 0 DNA da levedura foi extraido e re-transformado em E. coli
DH5a. Este processo € necessario porque a qualidade e a quantidade do DNA extraido das
leveduras sdo muito baixas. Apds nova extracdo de DNA das bactérias, este foi utilizado
em reacdo de PCR com os iniciadores do vetor pACT2 da biblioteca de cDNA de medula
ossea. O produto do PCR foi submetido a reacdo de seqiienciamento. A seqiiéncia de cDNA
foi inicialmente traduzida em ORFs (“Open Reading Frames”) e a seqiiéncia de
aminodcidos foi analisada no programa BLAST do NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A Tabela I demonstra os resultados encontrados.

Tabela II. Resultado do BLAST das seqiiéncias obtidas do ensaio de duplo hibrido com a

isca ANKHDI1 e a biblioteca de medula 6ssea humana normal.

Resultado do BLAST das seqiiéncias obtidas do ensaio de duplo hibrido n° de
com a isca ANKKD1 clones

BLAST insatisfatério

Seqiienciamento insatisfatorio

Proteina hipotética

Imunoglobulin lambda light chain

Homo sapiens ferritin, light polipeptide, mRNA
Homo sapiens mRNA for BiP protein

Homo sapiens prosaposin, mRNA

o

Homo sapiens CD27-binding protein (SIVA), transcript variant 1, mRNA

Homo sapiens vascular endothelial growth factor B isoform (VEGFB) gene,
complete cds, alternatively spliced

Homo sapiens ZXD family zinc finger C, mRNA 1
Homo sapiens retinoblastoma binding protein 4, mRNA

e e Y B\ B VS IR ) |
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Nesta etapa do ensaio de duplo hibrido, o investigador deve definir, a partir de
informacdes da literatura e do contexto celular, quais as possiveis interacdes protéicas
devem ser confirmadas. Os dados obtidos a partir de uma revisao na literatura indicaram
que SIVA apresenta duas isoformas, SIVA1 e SIVA2, e foi identificada como um ligante
do CD27 em linfécitos (Prasad et al. 1997). SIVA estd altamente expressa em leucemias
agudas, onde exerce uma funcao pro-apoptdtica, através da ativacao da via das caspases (Py
et al. 2004). Além destes dados que indicavam uma importante participacdo da SIVA na
hematopoese, uma publicagcdo recente (Stelzl et al. 2005), que consiste em um estudo de
duplo hibrido em levedura realizado entre 4456 diferentes iscas e 5632 presas, indicou que
SIVA e ANKHDI participam de uma mesma via de sinalizacdo: GRINL1A apresentou
moderada probabilidade de se associar com ANKHD1 e baixa probabilidade de se associar
com SIVA. A partir destas informagdes, a proteina SIVA foi escolhida para estudo de
confirmacdo de interacio com ANKHDI.

A representacdo esquemadtica da identificacdo do alinhamento da seqiiéncia protéica
resultante do seqiienciamento do DNA obtido da levedura do ensaio de duplo hibrido com
as seqiiéncias da proteina SIVA1 e SIVA2 estd demonstrada na Figura 21. A representagcao
esquemadtica das proteinas SIVA1 e SIVA2 e da regido protéica que interagiu com a isca

ANKHDI no ensaio de duplo hibrido estd demonstrada na Figura 22.
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Figura 21: Alinhamento da seqiiéncia protéica obtida a partir do seqiienciamento do DNA
obtido da levedura que cresceu na triagem do ensaio de duplo hibrido realizado entre a isca
ANKHDI e a biblioteca de medula 6ssea humana (clone), da proteina SIVA1 (nimero de
acesso NP006418) e da proteina SIVA2 (nimero de acesso NP068355). A regido de
similaridade entre as seqiiéncias de aminodcidos estd representada em vermelho. A
seqiiencia de cDNA obtida foi inicialmente traduzida em ORFs (“Open Reading Frames™)
e a seqiiencia de aminoécidos foi analisada no programa BLAST do NCBI. O alinhamento
foi  realizado utilizando-se o Multalin

programa (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin).
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Figura 22: Representacdo esquemdtica da proteina SIVA1 e SIVA2. A posicdo dos
aminoécidos de cada dominio (N-terminal, Death Domain Homology Region, e C-terminal)
estd indicada na parte superior. A regido da SIVA que interagiu com a isca ANKHDI no
ensaio de duplo hibrido estd indicada com uma linha vermelha. Note que a isca ANKHD1

interagiu com a regido C-terminal da SIVA, comum a ambas as isoformas SIVA1 e SIVA2.

8. Confirmacao da interacio de ANKHDI1 com SIVA1 e SIVA2

A confirmacao das interagdes entre ANKHD1 e SIVAL, e entre ANKHDI e SIVA2,
foi obtida através do teste de co-transformac¢do em levedura. A constru¢do da isca
ANKHDI1 no vetor pGBKT?7, contendo o dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL4 da
levedura, foi co-transformada em levedura AH109 com a constru¢do da SIVAI1, SIVA2, e
diferentes regides da proteina SIVAI no vetor pGADT7 em fusdo com o dominio de
ativacdo da proteina GAL4 da levedura. As leveduras co-transformadas foram cultivadas
em meio SD-Trp/-Leu e meio SD-Trp/-Leu/-Ade/-His contendo ou nao 20 mg/L de X-a-
gal. Todas as co-transformacdes resultaram em crescimento de leveduras no meio SD-Trp/-
Leu, indicando a efetividade da co-transformacao (Figura 23A). Apenas as leveduras co-
transformadas com a isca ANKHDI1 e a isoforma SIVA1 e SIVA2 cresceram e se tornaram
azuis no meio seletivo SD-Trp/-Leu/-Ade/-His contendo X-a-gal, confirmando as

interacdes entre SIVA1 e ANKHDI, e SIVA2 e ANKHDI1 (Figura 23B).
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Figura 23: Resultado do teste de co-transformacao em levedura. Fotos das placas SD-Trp/-
Leu (A) e SD-Trp/-Leu/-Ade/-His contendo 20mg/L de X-a-gal (B) submetidas ao cultivo
de leveduras AH109 co-transformadas com a isca ANKHDI1 e diferentes constru¢des da
SIVA, conforme indicado na figura. O clone obtido do ensaio de duplo hibrido que
detectou a interacio ANKHDI1 e SIVA foi transformado em AHI109 e utilizado como
controle positivo do teste (Clone Duplo Hibrido). Note que todas as co-transformacdes
resultaram em crescimento de leveduras no meio SD-Trp/-Leu, indicando a efetividade da
co-transformagdo. Apenas o controle positivo e as leveduras co-transformadas com a isca
ANKHDI e a isoforma SIVAI1 e SIVA2 cresceram e adquiriram a cor azulada no meio

seletivo SD-Trp/-Leu/-Ade/-His contendo X-a-gal.

9. Estudo da funcao de ANKHDI1 na apoptose, ap6s sua inibicao por RNAi

Células leucémicas Jurkat em suspensdo foram submetidas a eletroporacdo em
aparelho Bio-Rad gene Pulser II (300 mV, 975 pF) e transfec¢dao de 400 nM de RNAi da
ANKHDI1 (SMART pool siRNA da Dharmacon). As células foram coletadas 48 horas apds o
procedimento de eletroporagdo e submetidas a Western Blotting e citometria de fluxo para
estudo da apoptose.

A eficiéncia do método de RNAi foi comprovada através de Western Blotting e

incubacdo da membrana de nitrocelulose com anticorpo anti-ANKHDI1 e anti-actina, que
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revelou uma inibicdo da expressdao protéica de ANKHDI1 acima de 50% nas células

submetidas a transfec¢dao de RNA1 (Figura 24).

Células Jurkat

Controle

eletroporacgao RNA

IB: ANKHD1 | B 270 kDa

IB: actina - 4 42 kDa

Figura 24: Inibicdo da expressao protéica de ANKHDI1 através de RNAi em células
leucémicas. Células Jurkat em suspensdo foram submetidas a eletroporacdo apenas
(controle eletroporagdo) ou a transfeccao de RNAi1 para ANKHDI1 através de eletroporagao.
Apés 48 horas as células foram submetidas a Western Blotting e incubacdo (IB) com
anticorpo anti-ANKHD1 (270 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel,
a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blotting Analysis System. Note a reducdo na

expressao protéica de ANKHDI nas células submetidas ao RNA..

Células Jurkat submetidas a eletroporagdo e células Jurkat submetidas a inibicdo de
ANKHDI1 através de RNAi foram coletadas 48 horas apds o procedimento e submetidas a
marcacdo com anexina V e PI. A inibicdo de ANKHDI resultou na ativacdo da apoptose,
visualizada através de citometria de fluxo que indicou aumento na percentagem de células
células controle (14% de anexina V positiva) (Figura 25). Nao foram detectadas células PI
positivas, portanto, ndo foi detectada morte celular do tipo necrose. Estes resultados sdo
preliminares, e experimentos incluindo um maior nimero de amostras serdo necesarios para

a sua confirmagao.
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% apoptose

10+

Controle inibicdo de ANKHD1

Figura 25: Apoptose celular apds inibicdo de ANKHD1 por RNAi. Células Jurkat controle

RNAI, foram coletadas 48 horas apds a eletroporagao, submetidas a marcagao de anexina V
e analisadas por citometria de fluxo. O eixo “y” representa a percentagem de células
anexina V positivas sobre o numero total de células. Note o aumento de cerca de duas vezes
na percentagem de células anexina V positivas nas células submetidas a inibicdo de

ANKHDI.
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No presente estudo, a caracterizagdo de um novo gene humano que codifica uma
proteina com repeti¢cdes de anquirina, ANKHDI, foi realizada na hematopoese normal e
leucémica. Através de RT-PCR em tempo real e Western Blotting, foi observado uma
elevada expressdo gé€nica e protéica de ANKHD1 em linhagens leucémicas e em amostras
de pacientes com diagndstico de leucemia aguda, quando comparadas as células
hematopoéticas normais. Através de microscopia confocal e separacao de fracdes celulares,
ANKHDI1 foi detectada no citoplasma de células hematopoéticas normais e leucémicas. O
estudo da expressao protéica de ANKHDI em diferentes tecidos normais, através de
Western Blotting, revelou que ANKHDI estd expressa em diferentes tecidos normais, em
diferentes intensidades. Com o objetivo de investigar vias de sinalizacdo celular em que
ANKHDI1 esteja envolvida, através de imunoprecipitacao e Western Blotting, observou-se
que ANKHDI1 associa-se com SHP2 em células de LMC em fase bléstica (K562) e células
de adenoarcinoma de prostata (LNCaP). Em células leucémicas, ANKHDI esteve
fosforilada em serina, mas ndao em tirosina. Adicionalmente, através de ensaio de duplo
hibrido, verificou-se que ANKHDI associa-se com SIVA1 e SIVA2, proteinas pro-
apoptoticas altamente expressas em células leucémicas. Estudos funcionais preliminares
indicaram que ANKHDI1 provavelmente exerce um efeito anti-apoptético em células
leucémicas.

ANKHDI € uma proteina ortéloga a Mask da Drosophila (Smith et al. 2002),
sugerindo que ANKHDI1 pertence a uma familia de proteinas conservada durante a
evolucdo das espécies. Os dominios mais conservados correspondem as repeti¢cdes de
aquirina, motivo que gerou o interesse em estudar esta nova proteina. Ao contrdrio de
outros dominios protéicos, como os dominios SH2 e SH3, as repeti¢des de anquirina nao
reconhecem apenas uma seqiiéncia especifica de aminoacidos ou estrutura protéica, mas
podem interagir com diversos outros dominios (Mosavi et al. 2004; Sedgwick e Smerdon
1999). Virias interagdes protéicas sao mediadas pelas repeticdes de anquirina em diferentes
vias de sinalizacdo (Mosavi et al. 2004). A presenca de 20 repeticdes de anquirina na
ANKHDI1 sugere que esta participe de interagdes protéicas e vias de sinalizacdo celular
relevantes. Além das 20 repeti¢cdes de aquirina, ANKHDI1 possui um dominio KH na regido
C-terminal. O dominio KH foi inicialmente identificado em human heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein K. Este dominio possui aproximadamente 70 aminodcidos e foi descrito
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em algumas proteinas que se ligam a acidos nucléicos (Gibson et al. 1993; Siomi et al.
1993). A func¢@o do dominio KH na ANKHDI1 néo esta definida até o momento.

A elevada expressdao génica e protéica de ANKHDI1 em células leucémicas
comparadas as células hematopoéticas normais sugere que ANKHDI1 tenha um papel
fundamental na leucemogénese. A desregulacdo de mudliplas vias de sinalizacdo celular,
incluindo JAK/STAT, RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT ¢ achado freqiiente em LMA
(Steelman et al. 2004). A elevada expressao protéica de PKCa, ERK, pERK e pAKT, mas
nao AKT, foi recentemente identificada como fator progndstico para sobrevida de pacientes
com LMA, e a ativacdo simultanea de duas ou trés vias de sinalizagdo (PKCa, ERK e
AKT) esteve associada a um pior progndstico, em um estudo que incluiu 188 pacientes
(Kornblau et al. 2006). A desregulacao de muliplas vias de sinalizag¢ao celular em leucemia
dificulta o desenvolvimento de uma droga eficaz no seu tratamento. A identificacdo de
novas proteinas, € o constante progresso no entendimento das vias de sinalizacdo celular
sdo fundamentais para o desenvolvimento de drogas especificas. Neste contexto, ANKHD1
torna-se uma proteina particularmente interessante, uma vez que a sua expressao protéica é
alta em leucemias e extremamente baixa em células hematopoéticas normais. Nao houve
correlacdo entre expressdo de ANKHD] e sobrevida, mas o nimero de casos estudados foi
pequeno, e ndo permite uma conclusio definitiva. O estudo da expressao de ANKHDI em
um maior nimero de pacientes e com um maior periodo de seguimento serd essencial para
se definir a correlagdo entre expressao de ANKHD e sobrevida nos pacientes com LMA.

A localizagdo citoplasmatica de ANKHDI1 em células hematopoéticas normais e
leucémicas, detectada através de microscopia confocal, corrobora a hipdtese de que
ANKHDI1 participe de importantes vias de sinalizacdo que medeiam a transmiss@o de sinal
do extracelular ao nicleo. E importante destacar que em células leucémicas, através de
separacdo de fragdes celulares, ANKHDI1 foi detectada na fragdo citoplasmadtica e de
membrana. A técnica de microscopia confocal utilizada neste trabalho ndo preserva as
proteinas de membrana, as quais sdo degradadas pela solucdo permeabilizadora. Assim,
pode-se afirmar que ANKHD1 localiza-se predominantemente no citoplasma das células,
estd ausente no nucleo, mas ndo se descarta a possibilidade de haver ANKHD1 também na
membrana citoplasmadtica. A localizagdo de uma proteina no citoplasma e na membrana

celular é achado freqiiente, uma vez que muitas proteinas citoplasmdticas sdo recrutadas a
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membrana quando da ativacdo de receptores transmembranas por estimulos extracelulares.
Exemplo de uma proteina localizada no citoplasmética e na membrana celular, que merece
ser citada neste contexto, é a SHP2 (Xu et al. 2005).

Na Drosophila, Mask foi identificada através de um rastreamento genético para
detectar possiveis interacdes com a proteina CSW, homéloga a SHP2 humana (Smith et al.
2002). SHP2 ¢ uma fosfatase de tirosina citoplasmatica codificada pelo gene PTPNII,
participa de vias de sinalizacdo celular de fatores de crescimento e citocinas, e exerce
importantes funcdes na regulacao da proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular através
da ativacdo da via de sinalizacio da MAP quinase (Feng 1999; Neel et al. 2003) e AKT
(Hakak et al. 2000; Wu et al. 2001; Zhang et al. 2002). A ativacdo de SHP2, resultante de
mutacdes no gene PTPNI1 (Chan e Feng 2007) ou de sua fosforilacdo (Xu et al. 2005), é
achado comum em leucemias agudas.

Através do estudo de diferenciacdo celular dos fotoreceptores dos olhos da
Drosophila, outros componentes de vias de receptores tirosina quinase ja foram
caracterizados (Raabe 2000; Schlessinger 2000). Daughter of Sevenless (DOS) foi a
primeira proteina identificada através do rastreamento genético para identificar possiveis
interacoes com a proteina CSW, sendo que este rastreamento permitiu que a interacdo
direta entre DOS e CSW fosse descrita e confirmada (Herbst et al. 1996). A proteina GAB
humana, homdéloga a DOS, foi posteriromente identificada como um substrato de SHP2
(Gu et al. 1998). As proteinas GAB constituem uma familia de proteinas adaptadoras que
incluem GABI1, GAB2 e GAB3 (Gu e Neel 2003; Nishida e Hirano 2003). A interacdo
GABI1 e SHP2 medeia a ativagdo de ERK através do Epidermal Growth Factor (EGF)
(Yamasaki et al. 2003). A interacdo GAB2 e SHP2 participa da sinalizagdo do BCR-ABL
(Sattler et al. 2002). Dessa forma, baseados nos estudos em Drosophila, a identificacdo da
associacdo da ANKHDI1 e SHP2 em células de LMC em fase bléstica (K562) e células de
adenoarcinoma de prostata (LNCaP), pode representar a identificacdo de uma nova
interacdo protéica essencial para vias de sinalizacdo celular em neoplasias. Entretanto, os
achados de que ANKHDI1 nao estd associada com SHP2 em linhagens celulares KGl1,
HL60, Daudi e Jurkat, apesar da alta expressao génica e protéica de ambas as proteinas
nestas linhagens leucé€micas, sugere a hipdtese de que a associacio entre ANKHDI1 e SHP2

pode ser célula especifica e, provavelmente, exerce uma fun¢do distinta em diferentes
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células. Outra possivel explicacdo para o diferente padrdao de associacdo seria a presenca de
variantes de ANKHDI1 e ou SHP2 em diferentes células. Mutacdes no gene PTPN11 podem
ser responsaveis pela ocorréncia de variantes de SHP2, com variada susceptibilidade a sua
ativacdo e seletividade de substratos (Ostman et al. 2006).

A associagdo da ANKHDI1 e SHP2 em células de LMC em fase blastica (K562)
pode ser especulada dentro do contexto especifico das vias de sinalizagdo nestas células. As
células K562 possuem a t(9;22)(q34;q11) que gera a proteina de fusio BCR-ABL ou p210,
uma proteina quinase constitutivamente ativada e fundamental para o desenvolvimento da
LMC. Esta proteina induz a transformacao das células hematopoéticas através da ativagcao
de diversas vias de sinalizacdo celular e atua através da inibi¢ao da apoptose ou indugdo da
proliferacao celular (Ren 2005; Shet et al. 2002). Moléculas de sinalizacdo intracelular
como MAP quinases, JAK/STAT, NF-kB, PKC e c-MYC sao ativados pela p210. BCR-
ABL forma complexos protéicos com vdrias proteinas de sinalizacdo celular, e substratos
como STATS, GRB2, CRKL, DOK, CBL e SHP2 tém sido descritos (Ren 2005; Shet et al.
2002). Estas proteinas s@o altamente fosforiladas em tirosina em células de LMC. Dentre
estes substratos, GAB2 (Sattler et al. 2002) exerce uma fun¢do essencial na transformagao
da célula hematopoética e leucemogénese, enquanto outro, como CBL, parece ndo ser
necessario na leucemogénese (Dinulescu et al. 2003). SHP2 participa de um complexo
protéico com BCR-ABL e estd altamente fosforilada nestas células (Sattler et al. 1997;
Tauchi et al. 1994). Recentemente, SHP2 foi identificada como fundamental para a
estabilizacdo da p210 nestas células leucémicas, e esta funcdo ndo esteve associada a
atividade catalitica de SHP2, mas sim a associacdo de SHP2 com a heat shock protein 90
(HSP90) (Chen et al. 2007). Paralelamente, a fun¢do catalitica de SHP2 foi identificada
como essencial a transformagdo leuc€mica, uma vez que a inibi¢do da atividade catalitica
de SHP2 induziu a uma significativa redu¢do na sobrevida de células hematopoéticas
transformadas com p210 (Chen et al. 2007). Neste contexto, a associagdo de ANKHDI1 e
SHP2 nas células K562 pode estar relacionada ao fendtipo leucémico desencadeado pela
presenca da p210, podendo participar da ativacdo de vias de sinaliza¢do responsaveis pela
sobrevida celular ou pela estabilizacdo da p210. Entretanto, futuros estudos serdo

necessarios para a definicdo da funcgdo especifica de ANKHDI nestas células.
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A associacdo de ANKHDI1 e SHP2 em células de adenocarcinoma de prostata
(LNCaP) pode indicar que essa associa¢do ocorra em outras neoplasias e esteja associada a
desregulacdo das vias de sinalizac¢do celular presente nos processos neopldsicos. A fungao
de SHP2 em células LNCaP ainda nao estd definida. O envolvimento de SHP2 e de outras
proteinas fosfatases em cancer tém despertado grande interesse no ultimo ano (Ostman et
al. 2006; Tonks 2006). Mutagdes no gene PTPNII, com conseqiiente ativacdo da SHP2,
tém sido detectadas em tumores sélidos incluindo cancer de pulmao e célon, neuroblastoma
e melanoma (Bentires-Alj et al. 2004). SHP2 também tem sido implicada em
adenocarcinoma gastrico induzido por Helicobacter pylori e pode mediar transformacao do
epitélio gastrico através de interagdo com CAGA (Hatakeyama 2004). Dessa forma,
ANKHDI1 provavelmente exerce uma funcdo importante em neoplasias nao hematoldgicas
e este papel pode estar relacionado a sua associacado com SHP2.

Caracteristica comum a vdrias proteinas envolvidas em vias de sinalizacao celular é
a fosforilagdo em residuos de tirosina e também em residuos de serina e treonina. O achado
de que ANKHD1 nao se encontra fosforilada em tirosina, mas sim em serina, sugere que a
regulacdo da atividade funcional de ANKHD1 ocorra através da fosforilagao de residuos de
serina ou também treonina (a fosforilagdo especifica em residuos de treonina nio foi
testada). Exemplo de outra importante proteina que apresenta fosforilagdo em serina e
treonina é a proteina AKT. A fosforilagdo da AKT no residuo de treonina 308 pela PDK1 e
no residuo de serina 473 (essencial para sua ativacdo) pela PDK2 ativa AKT, que por sua
vez fosforila BAD, NF-kB, GSK/Bcatenin, mTOR e caspases resultando em proliferaciao
celular e inibicdio da apoptose (Steelman et al. 2004). E importante ressaltar que a
fosforilagdo de ANKHDI1 foi detectada apenas em células leucémicas e ndo em células
hematopoéticas normais, o que sugere que a regulacdo funcional de ANKHD1 ocorra de

forma distinta entre estas duas células.

A alta expressdo da ANKHDI1 e sua fosforilagdo em serina em células leuc€micas,
adicionada a associagdo de ANKHD1 e SHP2 em células K562, evidenciam a participagao
de ANKHDI1 na transformacao leucémica. Apesar da associacio de ANKHD1 e SHP2 nao
ter sido observada em outras linhagens leucémicas, € possivel concluir que a elevada
expressao de ANKHDI1 e sua fosforilacio em serina ocorrem em células onde ha alta

fosforilagdo da SHP2 (Xu et al. 2005), ou seja, elevada ativacio da atividade catalitica de
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SHP2 (Lu et al. 2001), e conseqiiente desregulacdo de muliplas vias de sinalizacao celular
(Kornblau et al. 2006; Steelman et al. 2004). Contudo, fica evidente a necessidade de se
definir outros possiveis substratos de ANKHDI1 e o papel funcional de ANKHDI1 em
células leucémicas. Neste contexto, realizou-se o estudo de duplo hibrido utilizando-se uma

isca que compreendia uma regido de repeticdes de anquirina da ANKHDI.

Através de ensaio de duplo hibrido em levedura, foi identificada a interacdo
ANKHDI1 e SIVA (SIVAL1 e SIVA2). A proteina SIVAL1 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 linfécitos. A funcdo pré-apoptética da SIVA1 foi posteriormente
descrita quando da identificac@o de sua associagdo com BCL-XL, sendo que SIVAT inibe a
funcdo anti-apoptética de BCL-XL (Xue et al. 2002). Posteriormente foi descrito que
ambas as isoformas da SIVA possuem uma fun¢do pré-apoptética em células HPB e Jurkat
(LLA), onde ativam a via das caspases (Py et al. 2004). A identificacdo da associacao
ANKHDI com ambas isoformas da SIVA corrobora a hipétese de que ANKHDI1 esteja
envolvida em importantes vias de sinaliza¢do celular que medeiam mecanismos essenciais
a sobrevivéncia da célula e desenvolvimento de neoplasias.

A identificac¢do 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 de medula 6ssea normal, sugere que a regido C-terminal da SIVA € a regido de
interacio com ANKHDI1. A regiao N-terminal e C-terminal da SIVA, comum a ambas as
isoformas, sdo as responsdveis por sua fun¢do pré-apoptética (Py et al. 2004). Através do
método de co-transformagdo em levedura, foi tentado mapear a regido da SIVA que
interage com ANKHDI1. Entretanto, a isca ANKHDI1 ndo apresentou associacdo com
nenhuma regido especifica da SIVA testada. A explicacdo para este achado seria a
necessidade da presenca da regido N-terminal e C-terminal da SIVA para que ocorra a
interacdo com ANKHDI, pois alteracdes conformacionais na proteina SIVA podem ser
essenciais para sua interagio com ANKHDI. E importante também considerar que a isca
ANKHDI1 compreende apenas uma pequena regido da ANKHDI1, e um estudo de duplo
hibrido e mapeamento de ligacdo realizado com uma isca que compreenda a forma

completa da proteina poderia ampliar os resultados. Entretanto, a realizacdo de um ensaio
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de duplo hibrido com a forma completa de ANKHDI apresenta limitacdes técnicas
considerdveis, uma vez que seu cDNA completo possui 8120 pb.

Estudos funcionais preliminares realizados através da inibi¢do da expressdao de
ANKHDI1 por RNAi, em células de LLA (Jurkat), sugerem que esta proteina desempenhe
um papel anti-apoptético em células leucémicas. O aumento de cerca de duas vezes na
percentagem de células anexina V positiva nas células submetidas a inibi¢do de ANKHD1
comparadas as células controle sugere um possivel significado funcional. O estudo da
apoptose ap6s um maior periodo de inibicao de ANKHD1 e ap6s o uso de drogas indutoras
de apoptose serdo necessdrios para melhor evidenciar a fun¢do anti-apoptética de
ANKHDI e comprovagao dos estudos preliminares aqui realizados. Diante da descri¢do da
associagio ANKHD1 e SIVA, e da funcdo anti-apoptética de ANKHDI1, é possivel
especular que ANKHDI1 esteja envolvida em vias de apoptose através de sua associagio e
inibicdo da SIVA, conforme ilustrado na Figura 26.

A descrigdo recente na literatura de que ANKHDI, possivelmente, interage com
GRINLITA (Stelzl et al. 2005) apdia a hipétese de que ANKHDI1 pode estar envolvida na
leucemogénese. GRINLI1A foi identificada como um marcador tumoral, com expressao
preferencial em células leucémicas de pacientes com LMA se comparadas as células
hematopoéticas normais (Guinn et al. 2005). A identificagdo de novos marcadores
especificos de doengas expande as op¢des de tratamento e aumenta as chances de sucesso
no tratamento de pacientes com neoplasias como LMA, reduzindo as altas taxas de
mortalidade associada a doenca.

Proteinas contendo repeticoes de anquirina possuem uma variedade de fungdes
bioldgicas e tém sido descritas em organismos de virus a humanos (Bennett e Chen 2001;
Bork 1993). Duas novas isoformas variantes de ANKHDI1 (VAPR-L and VAPR- S)
possuem uma funcdo anti-apoptética em células HeLLa e NT2 (Miles et al. 2005). Assim
como outras proteinas com repeticdes de anquirina, provavelmente ANKHDI1 tenha uma

funcdo na regulacdo da proliferacio e morte celular.
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Figura 26: Representacdo esquemadtica da suposta funcdo anti-apoptética da ANKHDI1
através de sua associacdo com a SIVA. (A) SIVA associa-se e inibe a fun¢do anti-
apoptética de BCL-XL. A funcdo anti-apoptética de BCL-XL ocorre através da inibi¢dao
das caspases. (B) Supostamente, ANKHD1 associa-se a SIVA e a inibe, impedindo o efeito

inibitério da SIVA sobre BCL-XL, resultando na inibicao das caspases e da apoptose.

Em conclusdo, o presente estudo identificou ANKHD1 como uma nova proteina
altamente expressa em leucemias agudas, associada a SHP2 e SIVA em diferentes células,
e, possivelmente, envolvida com o fenétipo anormal da célula leucémica através de uma
fun¢do anti-apoptética. Os achados aqui descritos sugerem que ANKHDI pode ser uma
molécula alvo para a terapia da leucemia no futuro, e permitirdo direcionar novos estudos
com o objetivo de melhor elucidar as funcdes especificas de ANKHDI1 em diferentes

células hematopoéticas normais e leucémicas.
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes

conclusoes:

1. O RNAm e a proteina ANKHD1 apresentam elevada expressao em células leucémicas

quando comparadas as células hematopoéticas normais.

2. A proteina ANKHDI estd diferentemente expressa em tecidos humanos normais como
rim, bago, estdmago, intestino delgado, musculo esquelético, figado, pulmio e

linfonodo.

3. A proteina ANKHDI estd localizada predominantemente no citoplasma, e ausente no
ntcleo de células hematopoéticas normais e de linhagens de células leucémicas K562 e

Jurkat.

4. ANKHDI estd associada a SHP2 em linhagem celular de LMC em fase blastica (K562),
e adenocarcinoma de prostata (LNCaP). A associacdo da ANKHD1 com SHP2 ndo foi
observada em linhagem celular KG1, HL60, Daudi e Jurkat.

5. ANKHDI associa-se as proteinas SIVA1 e SIVA2, conforme detectado em ensaio de
duplo hibrido.

6. ANKHD1 estd fosforilada em serina em células leucémicas, mas ndo em células

hematopoéticas normais.

7. Estudos funcionais preliminares indicam que a inibicdo de ANKHDI1, por RNAIi,
resulta na ativac@o da apoptose, sugerindo que ANKHD1 desempenhe uma fungio anti-

apoptotica nas células leucémicas.
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PARECER PROJETO: N° 458/2002
T-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CLONAGEM E CARACTERIZACAO DE NOVOS GENES HUMANOS
RELACIONADOS AOS GENES DAS PROTEINAS DO CITOESQDELETO DE
ESPECTRINA™

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Teresinha Olalla Saad

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 21/10/2002

II- OBJETIVOS

A pesquisa visa verificar a fun¢do 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 homoélogas as proteinas citoesqueléticas sio expressos
atraves da utilizacdo da técnica de Northern Blotting muti-tecidual; b) obter a seqiiéncia
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 4 estrutura primaria
da proteina codificada por estes genes; c¢) produzir "macroarrays'de ESTs homodlogas 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 celulas hematopoéticas usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura; ¢) identificar
proteinas de ligagdo do dominio de cauda e do dominio rico em serina e trecnina das
anquirinas gigantes m tecido cerebral, usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura: f)
apos a caracten'zagéo da seqiiéncia de aminoacidos dos novos genes clonados, determinar a
localizagdo celular destas proteinas, através da técnica de imuno ocahzac;ao 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 localizacio das proteinas,
realizar estudos funcionais para avaliar o papel destas proteinas nos teciudos encontrados €
i) 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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11 - SUMARIO

Serdo estudados cerca de 50 pacientes adultos, maiores de 18 anos de idade, de
ambos os sexos, atendidos no complexo hospitalar da UNICAMP, com doengas
neoplasicas, como por exemplo leucemias agudas e cronicas, linfomas e mieloma multiplo,
assim como pacientes portadores de cardiopatia, doengas neurologicas, doengas renais.
Dependendo da funcio e localizagdo das proteinas identificadas, sera verificado se estas
apresentam altera¢gdo da expressdo em tecido normais e anormais. Para tanto serdo
analisados 20 ml de sangue periférico, ou 2 ml de medula éssea ou fragmentos de tecido
submetidos a biopsia a serem analisados por imunohistoquimica, imunocitoquimica,
western blotiing ou quantiuficagio mRNA. Exceto sangue periférico e medula dssea nido
sera coletado material especificamente para este projeto, mas serdo utilizados material de
arquivo ou fragmento de material coletado para bidpsia com fins diagnésticos. O estudo
ndo explicita critérios de exclusdo. Os resultados obtidos serdao 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 dssea 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
condi¢des para sua realizagdo, adequadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Ni#o ha riscos envolvidos no estudo, o termo de consentimento esta formulado de
maneira clara e objetiva, tematizando os principais pontos sob exame: anonimato garantido,
liberdade para retirada do estudo independente do manutencio 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 Resolucdes 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 penalizagdo 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
aprovado e descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Ttem III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nido
previsto 2o 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 34 ANVISA,
O pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item [I1.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupo I serio encaminhados 3 CONEP e s6 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatoério desta.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de novembro de 2002.

s )
Y mﬁ;‘)« <//{T Stprd
Prof. Dr. Sebastiio Araiijo

do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

PRESIDE?
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Anexo I1

MINISTERIO DA SAUDE
Consaetho Nacional de Saude
Comigsao Nacionai da Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 183/2003

Rogistra CONEP: 7011 (Este n° deve ser citads nas sorrespandéncias reteraiies & este projeto )

Reglistro CEP: 458/2002 ‘ Processo n® 25000.149189/2002-39
Projetoc de Pesquisa : ‘Cionagem e caracterizagde Je novos ganss humanos
‘relacionados acs genes das proteinas do citoesqueleic g2 espectrina
Pesquisader Rasponeavel : O Sara Terezinha Qlalla Saad
institulgdo: Faculdade de uénoxas Médicas / UNICAMP
Area Tematica Especial :{..) testes diagndsticos (area 11.3)

Genétaca Humana

Descrigao do Estudo:

0O estuco nrezende Caractenzer genes.humaros resnunsavens pe. expmsséo de

proteinas Cﬂmmm“”‘e 3 de citoesqueisto de esvectnna, correlac.orandc 0s acnados
em cerca de 50 pacientes atendidos nc complexs hespitalar da UNICAMP. dentr
pacientes portadures de dosncgas neoplasicas, cardinsas. renais, neurglbgreas. ete.
Tal pesquisa serd zistuada em sangue penféncs. matena! de medula dssea ou
ainda en- tecidos humeanocs praviamente biopsiades para cutros fing diagnostcos. |
Excetuanco-se  sangue periferico, nao havera noleta de nenrum  matena
especificamarite pa:a aste estude (Meduia dssea » outros tecidos serds outdos a2
material creviaments colstade e armazenacos). Os achados neste grupo de
pacientes serdn comparados com 08 achadas de giébulos brancos de indiviguos
supcstamante higidos (doadores de sangue). Para esta tinalideds utilizar-se-8 da
| fragao de g!csbums brancos das bolsas de sangue, normaimente desprezada. Cerca
de 50 sujeitos portadores de alguma doenga $erao incluidos resse estudo.

|

Consideragoes

O projete foi asrovado peln Comitd de Elca em Pesgywsa — CEP da :rstica0

l sunraciada

b

Anexos
128



Cant Pargter COMET TR D00

As intormagoss enwviadas atendem, de moda geral. aos aspecios fundamentais da
Res. CNS 196/96 sobre Cuevizes e Normzs Fegulamsniadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos

Entretario, solicita-se que :

1. o consenumento ‘:n'?'r_:.rmado a o farmularic ¢ consanumenia sejam acoplados em
um st documemric. Termo de Consentimenio Livie e Esclarscide (TCLE).
conforme a Resolugao CNS 196/36.

2. seja acrescentado no TCLE. o compromisso de quée 0s sujeilos de pesquisa
serao contatados em caso de resyltade gue possa ser de interesse ciinico pare

0s mesmos e guanto a eventual indicagao o aconssihaments genético

Diante do exposte, 2 Comissao Nacloral de Eiica em Pesguisa - CONEP, de
acorde com as atribul¢des definldas na Resolugio CNS 136/55, manifesta-se
pela aprovagido do projelo de pesqulsa proposio, com 2 recomendagac de gque

Shtuagao : Projeto aprovade COMm recamendacao

Brasitia, 035 de tevereirc de 2003

- . a7
p L cing
P --,,A's.u“ e A e e

“ WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP, CHS MS
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ANKHDI1, Ankyrin Repeat and KH Domain Containing 1, is overexpressed in acute
leukemias and is associated with SHP2 in K562 cells. Fabiola Traina, Patricia M.B.
Favaro, Samuel de Souza Medina, Adriana da Silva Santos Duarte, Sheila Maria Brochado
Winnschofer, Fernando F. Costa, Sara T.O. Saad. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -

Molecular Basis of Disease. 2006 September; 1762(9): 828-834.
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ANKHDI, ankyrin repeat and KH domain containing 1, 1s overexpressed
in acute leukemias and is associated with SHP2 in K562 cells

Fabiola Traina, Patricia M.B. Favaro, Samuel de Souza Medina, Adriana da Silva Santos Duarte,
Sheila Maria Brochado Winnischofer, Fernando F. Costa, Sara T.O. Saad *

The Hematology and Hemotherapy Center. Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas, Department oflmehxa[ Medicine, SP, Brazil

Received 18 May 2006: received in revised form 5 July 2006; accepted 27 July 2006
Available online 31 July 2006

Abstract

In the present study, increased levels of ANKHD! mRNA and protein expression in leukemia cell lines are reported, as compared with normal
hematopoietic cells. Furthermore, a higher expression.of ANKHDI mRNA was detected in primary acute leukemia samples than in normal
hematopoietic cells (P=0.002). ANKHD1 was detected in the cytosolic and membrane fraction of cells and was co-immunoprecipitated with
SHP2 in protein extracts of K562 and LNCaP cell lines. These findings suggest a role for ANKHDI as a scaffolding protein that may be

associated with the abnormal phenotype of leukemia cells.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: ANKHD1; MASK; Ankyrin repeat: SHP2 phosphatase; Acute leukemia

1. Introduction

Ankyrin-repeat-containing proteins regulate multiple cellu-
lar functions including transcriptional and cell-cycle regulation,
ion channel, cell survival and cell signaling and participate in
protein—protein interactions via their repeat motifs [1—-4].
Multiple ankyrin repeat and single KH domain protein,
MASK, was first identified in Drosophila melanogaster
through a genetic screen designed to identify proteins that
interact with the protein—tyrosine phosphatase Corskscrew
(CSW), homolog to SH2-containing protein—tyrosine phospha-
tase (SHP2) in humans [3]. The phenotypic characterization of
MASK in Drosophila suggests that it is a novel protein
involved in receptor tyrosine kinase signaling (RTKs) and its
activity is required for cell differentiation, cell survival and cell
proliferation in Drosophila eyes [5]. In humans, an orthologous
protein of Drosophila MASK, ANKHDI (Ankyrin Repeat and

* Corresponding author. Rua Carlos Chagas, 480, Cidade Universitaria
Zeferino Vaz, Bario Geraldo, CEP: 13083-970, Caixa Postal: 6198, Campinas-
SP Brazil. Fax: +55 19 3289 1089.

E-mail address: saraigzunicamp.br (S.T.0. Saad).

0925-4439/S - see front matter € 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).bbadis.2006.07.010

KH Domain Containing 1), previously named hMASK, was
first identified in LNCaP, a prostate cancer cell line, and
described by Poulin et. al. [6]. However, protein expression
patterns or protein interactions of ANKHD]I have not yet been
described.

The nonreceptor protein—tyrosine phosphatase SHP2,
encoded by the PTPNII gene, is a signal-enhancing
component of growth factor, cytokine and extracellular
matrix receptor signaling and plays an important role in
regulating cell proliferation, differentiation and migration
[7,8]. Recent studies implicate SHP2 in human disease,
including Noonan syndrome [9], sporadic juvenile myelo-
monocytic leukemia, childhood myelodysplastic syndrome,
B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (ALL),
pediatric and adult acute myeloid leukemia (AML) [10-13]
and some solid tumors [14]. More recently, SHP2 has been
shown to be overexpressed in primary leukemia cells and in
leukemia cell lines, and suppression of SHP2 expression
induces apoptosis and growth inhibition in leukemia clono-
genic cells [15].

Since MASK was first isolated through a genetic screen
designed to identify proteins that interact with CSW/SHP2,
the characterization of ANKHDI1 expression in humans and
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its interaction with SHP2 would be of interest. The present
study was aimed to evaluate the expression of ANKHDI
mRNA and protein in normal tissues, normal hematopoietic
cells, leukemia cell lines and primary acute leukemia samples.
In addition, the association of ANKHDI1 with SHP2 was
studied in leukemia cell lines and the prostate cancer cell line,
LNCaP.

2. Materials and Methods

2.1. Primary leukemia samples

A total of 38 adult cases (patient age range 18—83 years, median 47 years)
diagnosed with acute leukemia at the Hematology and Hemotherapy Center of
the State University of Campinas were studied, including 7 ALL, 1 biphenotypic
acute leukemia and 30 AML (1 M0, 5 M1, 6 M2, 3 M3, 10 M4, 3 M5, 1 M6,
1 M7) based on the French-American-British (FAB) classification. Primary
leukemia cell samples from bone marrow aspirate were obtained from patients
before any treatment. The National Ethical Committee Board approved the study
and informed-written consent was obtained from all patients. Normal
hematopoietic cells (n=11), including bone marrows (#=7) and peripheral
blood mononuclear cells (PBMNC) (n=4), were obtained from healthy donors.
After removing erythrocytes by hemolysis, remaining cells were submitted to
protein or RNA extraction.

2.2. Human leukemia cell lines

A panel of human leukemia cell lines was used which included KG-1, HEL,
K562, NB4, HL-60, Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi and Namalwa. A prostate
cancer cell line, LNCaP, was used as a positive control. All cell lines were
obtained from ATCC, Philadelphia, PA. Cells were cultured in RPMI containing
10% fetal calf serum and glutamine with addition of penicillin/streptomycin and
amphotericin B and were maintained at 37 °C, 5% CO,. For experiments, cells
were seeded at a density of 3 x 10° cells/ml, cultured around 7 days and collected
at an exponential phase of growth.

2.3. Protein analysis by immunoblotting

Equal amounts of protein were used for total extracts or for
immunoprecipitation with specific antibodies followed by SDS-PAGE and
Western blot analysis with the indicated antibodies and ECL Western Blotting
Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK) as described [16].
Antibody anti-ANKHD1 was raised in a rabbit against a synthetic peptide

121

e

relative to normal bone marrows (Fold Change)
2]

ANKHD1 mRNA expression in cancer cell lines

Normal KG1
boné marrows

(CHPMHQQLSDPSTFSQ) comprising amino acids 2423-2437 from
ANKHDI1 exon 32, and was manufactured by Sigma-Aldrich (MO, USA).
Dr. Francis Poullin (Department of Genome Sciences, Lawrence Berkeley
National Laboratory, Berkeley, CA) kindly provided an additional antibody
against ANKHD1 (RC2335) [6]. Monoclonal antibody against phosphotyr-
osine (SC-508) and polyclonal antibodies anti-SHP2 (sc-280), anti-actin
(sc1616), anti-histone deacetylase (sc11419) and horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). Rabbit polyclonal normal IgG (sc-2027) (Santa Cruz, CA,
USA) was used as a control for immunoprecipitation.

2.4. Laser confocal analysis

Cells were washed with PBS and fixed with paraformaldehyde containing
4% sucrose. The primary antibody used was anti-ANKHDI1. After washing,
the slides were labeled with Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit
antibody (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) for 2 h. Following this
procedure, K562 and Jurkat cells were incubated with TRITC-conjugated
phalloidin (Sigma-Aldrich, MO, USA) at room temperature and coverslips
with ProLong Gold antifade reagent with DAPI (Molecular Probes, Leiden,
The Netherlands) were applied; PBMNC were washed with 2x SSC (0.3 M
NaCl, 0.03 M sodium citrate, pH 7.0), incubated with 100 pg/mL DNase-
RNase in 2x SSC for 20 min at 37 °C, washed with 2x SSC and incubated
with Propidium Iodide (PI) (Molecular Probes), which binds to DNA, for
5 min at room temperature. Coverslips were applied with Vectashield (Vector
Labs, CA, USA). Positive immunoreactivity was visualized by laser confocal
scanning (Zeiss LM510). In the absence of primary antibodies, application of
secondary antibodies (negative controls) failed to produce any significant
staining.

2.5. Subcellular fractionation

Jurkat cells were washed twice and the pellet was resuspended in hypotonic
buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.9), 1.4 mM MgCl; and 10 mM KCl and
allowed to swell on ice for 10 min. Cells were then lysed on ice by vigorous
homogenization by 10 passages of the cell suspension through a 26.5-gauge
needle. The extracts were centrifuged at 500xg for 10 min at 4 °C. The
supernatant was used as a cytosolic and membrane fraction. The pellet was
washed twice with a hypotonic buffer containing 20 mM HEPES (pH 7.9), 25%
Glycerol, 1.5 mM MgCl,, 20 mM KCl and 0.2 mM EDTA and resuspended in
hypertonic buffer containing 20 mM HEPES (pH 7.9), 25% Glycerol, 1.5 mM
MgCl,, 1 M KCl and 0.2 mM EDTA. The homogenate was incubated on ice for
30 min at 4 °C and centrifuged at 14.000 x g for 15 min at 4 °C. Supernatant was
used as the nuclear fraction. Equal amounts of proteins were used for Western
blot analysis.

HEL K582 NB4 HLBO Jukat MOLT4 Raji  Daudi Namalwa LNCaP

Fig. 1. Increased ANKHDI mRNA expression in leukemia cell lines. Real-time quantitative RT-PCR was performed on cDNA from a panel of human leukemia cell
lines and the LNCaP cell line. Increased levels of ANKHDI mRNA were detected in all subtypes of leukemia cell lines, as compared with normal hematopoietic

cells.
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Fig. 2. Increased ANKHD ] mRNA expression in primary leukemia cells. Real-time quantitative RT-PCR was performed on cDNA from fresh leukemia cell samples
from patients at diagnosis or from normal hematopoietic cells. Horizontal lines represent medians. ANKHD/ mRNA expression was significantly higher in all primary
acute leukemias samples (P=0.002), acute myeloid leukemias (AML) (P=0.004) and acute lymphoblastic leukemias (ALL) (P=0.005) when compared with normal
hematopoietic cells.

2.6. Real-time quantitative RT-PCR of amplification was performed in an ABI 5700 Sequence Detector System
. (Applied Biosystems) using SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosys-

Reverse transcription, primer sequences and real-time quantitative RT- tems). Four replicas were run on the same plate for each sample. p-Actin
PCR was performed as previously described [17]. Briefly, real-time detection expression was used as an endogenous control and a pool of 3 normal bone
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Fig. 3. Analysis of the ANKHD] protein expression. Western blot analysis of peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) from 4 healthy donors (N1 to N4),
human cancer cell lines (A) and various human normal tissues (B) for the expression of the ANKHDI protein. Total tissue or cell extracts were blotted with
antibodies against ANKHD1 (270 kDa) or actin (42 kDa), as a control for equal sample loading, and developed with the ECL Western Blotting Analysis
System.
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marrows was used as the Calibrator. The relative quantification value of
ANKHDI gene expression was calculated using the 27 24€T 18],

2.7. Statistical analysis

The relative level of ANKHDI mRNA expression was compared between
normal hematopoietic cells, all primary acute leukemia samples, primary AML
samples and primary ALL samples using a Mann—Whitney U test. A P value of
<0.05 was considered to indicate statistical significance.

3. Results
3.1. ANKHDI mRNA is highly expressed in leukemia cells

Real-time RT-PCR demonstrated increased levels of
ANKHDI mRNA in all leukemia cell lines studied; KG-1,
HEL, K562, NB4, HL-60 Jurkat, MOLT4, Raji, Daudi and
Namalwa (up to 10-fold increase), as compared with normal
bone marrow cells (Fig. 1).

ANKHDI mRNA expression was significantly higher in
primary acute leukemia samples when compared with normal
hematopoietic cells (medians: 2.21 versus 1.05, P=0.002), and in
ALL (medians: 2.53 versus 1.05, P=0.005) and AML (medians:
1.97 versus 1.05, P=0.004) when compared with normal
hematopoietic cells. No significant difference in ANKHDI

Phalloidin ANKHD1

A

ANKHD1 Pl

mRNA expression was observed in the comparison of AML
versus ALL (Fig. 2). Among the AML samples, ANKHD]
mRNA expression tended to be higher in the subtypes AML M1
and AML M2; however, there was no statistical significance
among the subtypes of AML; neither among the subtypes of ALL.

3.2. ANKHDI protein is highly expressed in leukemia cells

Immunoblot analysis detected a very low expression of
ANKHDI1 in PBMNC of normal donors. Conversely, a high
expression of the protein was detected in the human leukemia
cell lines (Fig. 3A); the expression of ANKHD1 was character-
ized with 2 bands of approximately 270-kDa in the immunoblot
of leukemia cells, and the expression of ANKHD1 in LNCaP
was used as a positive control, as previously described [6].

A broad expression of ANKHD1 was observed in all normal
human tissues here studied, with a high expression in stomach,
small intestine and lymph node and a low expression in liver,
spleen, lung, kidney and skeletal muscle (Fig. 3B). Only 1 band
of approximately 270 kDa, corresponding to ANKHDI, was
detected in normal human tissues.

Immunoblotting analysis of leukemia cell lines with anti-
phosphotyrosine antibody revealed that ANKHDI was not
phosphorylated at tyrosine (data not shown).

Merge

K562 cell line

Jurkat cell line

Merge

Normal PBMNC

Fig. 4. Laser confocal analysis. K562 and Jurkat cells (A) were fixed and permeabilized and ANKHD! was visualized by Alexa 488-conjugated anti-ANKHDI
antibody (green fluorescence). Phalloidin was used to visualize the actin (red fluorescence) and DAPI to mark the nuclei (blue fluorescence), as detailed in Materials
and methods. Positive immunoreactivity was visualized by laser confocal scanning (Zeiss LM510). In the red, green and blue overlay (merge) the yellow signal
indicates regions of red/green overlap. Normal peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (B) were fixed, permeabilized and ANKHD 1 was visualized by Alexa 488
conjugated anti-ANKHD] antibody (green fluorescence). Propidium iodide (PI) was used to visualize the nuclei (red fluorescence). Positive immunoreactivity was

visualized by laser confocal scanning (Zeiss LM510).
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Fig. 5. Subcellular localization of ANKHDI in the Jurkat cell line. Jurkat cells
were lysed in hypotonic buffer and lysates were used to prepare total cellular
protein extract (TE), cytosolic and membrane (C+M) and nucleus (N) fractions.
An aliquot of each fraction (100 pg total proteins) was subjected to immunoblot
analysis for ANKHD1. Anti-actin and anti-histone were used as the controls of
subcellular fractions.

3.3. Subcellular localization of ANKHDI

Laser confocal analysis of K562 and Jurkat cell lines (Fig.
4A) and PBMNC (Fig. 4B) showed that ANKHD1 is located in
the cytoplasm of leukemia and normal hematopoietic cells. This
cytoplasmatic localization of ANKHD1 was further examined
by immunoblotting performed with anti-ANKHD1 antibody
and tissue fractions of Jurkat cell line (Fig. 5).

3.4. Association of ANKHDI and SHP2 in cancer cell lines

Immunoprecipitation analysis was carried out using anti-
ANKHDI1 antibody. ANKHD1 was co-immunoprecipitated
with SHP2 in protein extracts of K562 and LNCaP cell lines
(Fig. 6, upper panels). To double-check this interaction, we
performed the reverse assay; SHP2 was co-immunoprecipitated
with ANKHDI1 in the protein extracts of K562 and LNCaP cell
lines (Fig. 6, middle panels), indicating that ANKHD]1 protein
associates with SHP2 in vivo. As a negative control for all
assays, cell lysates were immunoprecipitated with rabbit
polyclonal IgG and immunoblotted with anti-SHP2 or anti-
ANKHD1, no band was observed; total extracts were used as a
positive control for the immunoblot (Fig. 6, bottom panels).

ANKHD1 was not found to be associated with SHP2 in
KG1, HL60, Daudi and Jurkat cell lines, even though all
leukemia cell line studies presented a high level of SHP2 protein
expression (Fig. 7).

4. Discussion

We, herein, report increased levels of ANKHDI mRNA
and protein expression in leukemia cell lines, as compared
with normal hematopoietic cells, and a higher expression of
ANKHD] mRNA in primary acute leukemia samples, as
compared with normal hematopoietic cells. Furthermore,
Western blot analysis demonstrated a broad expression of
ANKHD1 in normal human tissues. ANKHDI1 is an
orthologous protein of Drosophila MASK, suggesting that
ANKHD!1 belongs to a protein family conserved through
evolution. In Drosophila, Mask was identified through a
genetic screen to identify potential targets of CSW, the

Drosophila homologue of SHP2 [S]. In this study, the
association of ANKHD1 with SHP2 was identified by

. immunoprecipitation in K562 and LNCaP cell lines. We

also demonstrated that ANKHDI is located in the cytoplasm
of the cells, similar to the subcellular localization of SHP2 in
leukemia cells [15], indicating that these proteins share
subcellular compartments. Moreover, the expression pattern
of ANKHDI1 was found to be similar to that of SHP2, which
is overexpressed in acute leukemia cell lines and primary
leukemia cells [15].

In Drosophila, Mask was characterized as a novel protein
involved in RTKs [5]. Our findings that ANKHDI1 is not
phosphorylated in tyrosine suggest that ANKHD1 may function
as an adaptor protein, since SHP2 binds directly to some RTKs
or to one or more scaffolding adapter proteins [8,19]. Protein—
protein interactions are crucial for all biological processes. The
generation of accurate cellular protein interaction networks is an
ongoing process, in which the data produced by the study of
new proteins contributes in a complementary manner.

SHP2 is a widely expressed protein—tyrosine phosphatase
that seems to play a positive role in the activation of MAP kinase
in response to growth factors [20,21]. Rongzhen Xu and
colleagues [15] demonstrated that overexpression and constitu-
tive activation of SHP2 protein is a common phenotype in
various types of human leukemia and are closely associated with

K562 cellline  LNCaP cell line
P:  SHP2 SHP2

ANKHD1

ANKHD1

IP:
P: IgG TE g6 TE

1B: ANKHD1

IB: SHP2

Fig. 6. ANKHDI is a substrate of SHP2 protein. Lysates from K562 or LNCaP
cells containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) in
duplicate with anti-SHP2 antibodies (upper panel), anti-ANKHDI antibodies
(middle panel) or normal rabbit IgG (bottom panel) and immunoblotted (IB)
with anti-ANKD1 antibodies or anti-SHP2 antibodies. K562 and LNCaP total
cell extract (TE) were used as a positive control for the immunoblotting with
anti-ANKHD] or anti-SHP2 (bottom panel). Western blots were developed with
the ECL Western Blotting Analysis System.
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Fig. 7. High SHP2 protein expression in human cancer cell lines. Westemn blot analysis of human cancer cell lines for the expression of the SHP2 protein. Cell extracts
were blotted with antibodies against SHP2 (70 kDa) or actin (42 kDa), as a control for equal sample loading, and developed with the ECL Western Blotting Analysis

System.

the proliferative capacity of leukemia blasts. Therefore, over-
expression of SHP2 might not be sufficient for the development
of leukemia, and other factors may be required for leukemogen-
esis [ 15]. In this context, the finding that ANKHD]1 is associated
with SHP2 in K562 and LNCaP cells, and that ANKHD] mRNA
is overexpressed in primary leukemia cells compared to normal
hematopoietic cells suggests that ANKHD1 may be an adaptor
protein and that its association with SHP2 may be required for
leukemogenesis and the development of other cancers. How-
ever, the finding that ANKHDI is not associated with SHP2 in
KG1, HL60, Daudi and Jurkat cell lines, even though all
leukemia cell line studies presented a high level of SHP2 protein
expression, gives rise to the hypothesis that the association
between ANKHDI and SHP2 may be tissue specific and may
play a different role in different cells. Another possible
explanation for the different pattern of association may be the
presence of variants of ANKHD1 and/or SHP2 within these cell
lines. Besides, PTPNI] mutations can also lead to SHP2
variants with altered susceptibility to activation and modified
substrate selectively [22].

The previous findings that ANKHDI1 interacts with

GRINLIA [23], which has been recently identified as a
cancer/testis antigen expressed in bone marrow and peripheral
blood from AML patients, but not in normal donor samples
[24], as well as the high expression of ANKHDI in acute
leukemia, described in our study, corroborate our hypothesis
that ANKHDI protein may be involved in leukemogenesis. The
identification of new disease-specific targets for AML immu-
notherapy expands treatment options and increases our chances
of successfully treating this heterogeneous disease and lowering
the unacceptably high mortality rate.

Ankyrin repeat proteins carry out a wide variety of biological
activities and have been detected in organisms ranging from
viruses to humans [4]. Two new variants of ANKHDI1, Vpr-
binding ankyrin repeat proteins (VAPR-L and VAPR-S), may
possess an antiapoptotic effect and protect cells during normal
cell proliferation in HeLa and NT2 cells [25]. Like other ankyrin
repeat proteins, ANKHD]1, through its association with SHP2,
may have a role in regulating cell proliferation; however, the
exact role of ANKHDI in acute leukemias is not yet fully
understood and requires further studies.

ANKHDI has a ubiquitous expression in normal human
tissues and has a varied higher expression in acute leukemias.

The presence of multiple ankyrin repeats suggests a role for
ANKHDI as a scaffolding protein, bringing together many
signaling molecules. Our findings are the first to describe the
expression of ANKHDI in different human tissues and to
characterize the association of ANKHDI1 with SHP2. The
identification of proteins that interact with ANKHDI1 and that
might direct ANKHDI to various signal transduction path-
ways is essential to clarify the role of ANKHDI in the
signaling pathways in general. The higher expression of
ANKHDI in acute leukemia may be associated with the
abnormal phenotype of the leukemia cell and may be a
molecular target for a rational therapy for leukemia in the
near future.
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Apéndice 11

Dados clinicos dos pacientes com diagndstico de leucemia aguda.

Iniciais Diagnéstico Data Data Idade sexo %Blastos Leuco Hb PIt
(FAB) do de a0 naMO /mm’ gd /mm’
diagnostico nascimento diagndstico
ES LMA-MO 14/1/2002 15/6/1962 40 F 90 132000 10,9 21000
MAHS LMA-M1 18/3/2005 14/3/1971 34 F 91 8000 7,0 45000
MMM LMA-M1 4/9/2002 15/6/1967 35 M 96 30000 8,0 90000
NTS LMA-M1 2/9/2002 27/6/1926 76 F 98 127000 4,8 28000
CBM LMA-M1  16/12/2002 1/1/1962 41 F 92 2800 10,2 93000
CR LMA-M1 26/5/2003 9/1/1958 45 M 94 10000 8,3 24000
OP LMA-M2 7/10/2005 26/3/1962 44 M 73 89670 5.4 37000
VO LMA-M2  21/12/2005 10/10/1952 53 F 79 22000 8,0 17000
JOX LMA-M2  29/11/2002 3/2/1954 49 M 70 46320 6,6 11000
DFS LMA-M2 2/1/2003 13/1/1979 24 M 87 24800 9,5 57000
AC LMA-M2 21/5/2003 10/5/1933 70 M 59 112100 8,0 169000
EK LMA-M2 29/7/2002  28/12/1928 74 F 94 1350 3,3 22000
PBC LMA-M3 19/8/2002 15/6/1921 81 F 68 4230 8,7 51000
SDF LMA-M3 29/5/2001 15/6/1961 40 F 41 11190 8,8 36000
JLM LMA-M3 20/5/2002  15/12/1983 18 M 86 46620 5,1 21000
WM LMA-M4 19/5/2005 7/4/1948 57 M 92,5 183800 9,0 28000
ALSF LMA-M4 28/8/2001 5/3/1943 59 M 41 3980 6,7 26000
IXS LMA-M4 14/6/2002 20/4/1950 52 M 91 26760 8,6 50000
NCM LMA-M4 3/7/2004 24/9/1933 71 F 81 121900 9,3 56000
MCJ LMA-M4 1/4/2003 7/6/1920 83 F 28 8240 9,7 19000
PTS LMA-M4 11/4/2003 31/7/1937 66 M 73 115300 7,9 91000
HBA LMA-M4 13/1/2004  20/10/1936 67 F 87 123000 8,1 89000
ACS LMA-M4 20/2/2004 9/10/1927 76 M 85 47290 7,7 153000
JCA LMA-M4 2/5/2005 6/9/1962 43 M 77 35270 9,7 36000
VSP LMA-Md4eos 20/1/2004 5/4/1953 51 M 33 7260 5,2 17000
WMGF LMA-M5A  8/3/2005 2/11/1960 44 M 89 66100 13,0 223000
1 LMA-M5B  19/6/2001 14/4/1940 61 M 87 212800 8,6 83000
RCM LMA-M5B  16/6/2003 30/8/1972 31 M 94 44040 11,8 66000
ELB LMA-M6 20/8/2003 15/7/1961 42 M 35 1760 8,0 271000
EMC LMA-M7 19/8/2005 23/1/1959 47 M 31 740 5,3 63000
SPS LLA -pré B 23/1/2004 23/9/1961 42 M 92 93470 5,9 37000
ARS LLA -pré B 18/3/2003 9/2/1972 31 F 77 1910 9,3 80000
ANLM LLA-T 8/2/2002 10/11/1981 20 M 80 68000 7,7 37000
JAD LLA-T 2/5/2005 20/12/1965 39 F 81,5 146000 8,4 87000
CAP LLA-T 19/11/2001 10/5/1965 37 M 93 46000 13,1 51000
JP LLA-T 18/11/2003  25/4/1948 56 M 90 45000 12,6 189000
LFM LLA-T 13/7/2004 31/8/1983 21 M 70 59300 7,8 285000
JAC Bifenotipica  5/2/2001 22/9/1961 39 M 94 58900 12,5 43000
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Iniciais Diagnéstico Cariétipo PCR
(FAB)
ES LMA-MO 46, XY NA
MAHS LMA-M1 46, XX NA
MMM LMA-M1 ausente mitose NA
NTS LMA-M1 47, XX, +21 NA
CBM LMA-M1 46, XX NA
CR LMA-M1 ausente mitose t(15;17) —
OoP LMA-M2 ausente mitose NA
VO LMA-M2 46, XY t(15;17) —
JOX LMA-M2 45, X-Y, t(8;21)(q22;922) NA
DFS LMA-M2 46, XY t(15;17) —
AC LMA-M2 47, XY, +11 NA
EK LMA-M2 46, XX t(15;17) —
45, XX, t(4;6)(q35:922), del(5)(q31), del(10)(p11), t(15;17)(q22;q11), -
PBC LMA-M3 18, del(22)(q11) NR
SDF LMA-M3 46, XX t(15;17) +
JLM LMA-M3 ausente mitose t(15;17) +
WM LMA-M4 46, XY NA
ALSF LMA-M4 NR NA
IXS LMA-M4 46, XY NA
NCM LMA-M4 46, XX NA
MCJ LMA-M4 46, XX NA
PTS LMA-M4 47, XY, der(1D)t(1;11)(q22;p15) NA
HBA LMA-M4 ausente mitose NA
ACS LMA-M4 ausente mitose NA
JCA LMA-M4 46, XY NA
VSP LMA-M4eos 46, XY NA
WMGF LMA-MS5A 46, XY NA
1) LMA-M5B ausente mitose NA
RCM LMA-M5B 46, XY NA
ELB LMA-M6 46, XY NA
EMC LMA-M7 46, XY NA
SPS LLA -pré B 46, XY t(9;22) —
ARS LLA -pré B 46, XX t(9;22) —
ANLM LLA-T ausente mitose NR
JAD LLA-T ausente mitose t(9;22)—
CAP LLA-T 46, XY NR
JP LLA-T 46, XY t(9;22)—
LFM LLA-T 46, XY NR
JAC Bifenotipica 46, XY NA
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Iniciais  Diagnostico Data Situacao Data n’de ciclos Sobrevida expressio
(FAB) tltima atual do de inducao global relativa de
avaliacio obito até 1° RC (dias) ANKHDI
ES LMA-MO 6/2/2002 6bito 6/2/2002 NA 23 1,59
MAHS LMA-M1 12/12/2006  vivo 1°RC NA 1 634 3,25
MMM LMA-M1 15/10/2003 6bito 15/10/2003 2 406 3,68
NTS LMA-M1 16/9/2002 6bito 16/092002 NA 14 4,72
CBM LMA-M1 20/4/2003 6bito 20/4/2003 1 125 1,16
CR LMA-M1 1/6/2003 6bito 1/6/2003 NA 6 7,49
oP LMA-M2 18/10/2005 6bito 18/10/2005 NA 11 0,83
VO LMA-M2 1/3/2006 6bito 1/3/2006 1 70 3,15
JOX LMA-M2 ND ND ND ND ND 3,40
DFS LMA-M2 29/11/2006  vivo 1° RC NA 2 1427 2,76
AC LMA-M2 7/12/2003 6bito 7/12/2003 2 200 4,16
EK LMA-M2 1/8/2002 6bito 1/8/2002 NA 3 2,69
PBC LMA-M3 26/8/2002 6bito 16/8/2002 NA 7 1,31
SDF LMA-M3 12/6/2001 6bito 12/6/2001 NA 14 2,44
JLM LMA-M3 22/5/2002 6bito 22/5/2002 NA 2 1,92
WM LMA-M4 21/12/2006  vivo 1° RC NA 1 581 1,27
ALSF LMA-M4 ND ND ND ND ND 2,80
IXS LMA-M4 7/12/2006 vivo 1°RC NA 1 1637 1,99
NCM LMA-M4 ND ND ND ND ND 0,47
MCJ LMA-M4 23/12/2003 ND ND 2 266 2,92
PTS LMA-M4 30/4/2003 6bito 30/4/2003 NA 19 1,62
HBA LMA-M4 1/9/2004 6bito 1/9/2004 1 232 3,94
ACS LMA-M4 24/3/2006 vivo 1°RC NA 1 763 1,49
JCA LMA-M4 10/9/2005 6bito 10/9/2005 1 131 1,48
VSP LMA-M4 27/12/2004 6bito 27/12/2004 1 342 2,51
WMGF LMA-MS5A ND ND ND ND ND 0,91
1 LMA-M5B 2/7/2001 6bito 2/7/2001 NA 13 1,62
RCM LMA-M5B 7/12/2006 vivo 1°RC NA 2 1270 0,82
ELB LMA-M6 24/7/2006 vivo 1°RC NA 1 1069 1,95
EMC LMA-M7 19/9/2005 6bito 19/9/2005 NA 31 1,16
SPS LLA-pré B 21/12/2004 6bito 21/12/2004 1 333 1,77
ARS LLA -pré B 5/8/2003 vivo 1°RC NA 1 140 3,57
ANLM LLA-T 21/12/2004  vivo 1°RC NA 1 1047 5,35
JAD LLA-T 29/10/2005 6bito 29/10/2005 1 180 2,53
CAP LLA-T 21/11/2006  vivo 1°RC NA 1 1828 1,59
JP LLA-T 11/12/2003 6bito 11/12/2003 NA 23 2,95
LFM LLA-T 5/12/2006 vivo 1°RC NA 1 875 1,39
JAC Bifenotipica 2/9/2002 6bito 2/9/2002 1 574 3,90

Abreviacdes. FAB: French-American-British; LMA: Leucemia Miel6ide Aguda; LLA: Leucemia Linféide
Aguda; eos: eosinofilica; MO: Medula Ossea; Leuco: Leucécitos; Hb: Hemoglobina; Plt: Plaquetas; F:
Feminino; M: Masculino; NA: Nao Aplicdvel; NR: Nao Realizado; ND: Nao Disponivel; RC: Remissdao
Completa.
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