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RESUMO

Forminas s&o proteinas relacionadas com o controle de morfogénese, diferenciacio
embrionana, citocinese, polaridade e sobrevivéncia celular. Sio conservadas entre virias
especies, incluindo fungos, plantas, moscas de fruta, camundongos e humanos,
apresentando multiplos dominios.

Com o objetivo de descrever novas proteinas, através das informagdes geradas pelo
projeto Genoma do Chncer Humano, uma parceria entre a Fapesp € o Instituto Ludwig,
duas EST humanas (expression sequence tags) foram identificadas com homologia aos
genes da familia das forminas, O objetivo do presente estudo foi obter a seqliéncia
completa do RNAm deste novo gene e a estrutura primaria da proteina para estudos de
localizagdo, interagGes com outras proteinas ¢ estudos funcionais da mesma.,

Para obter a seqiiéncia completa do RNAm, foram realizadas buscas no banco de
dados gendmico do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e usadas
tecnicas de biologia molecular. Assim, apés a obtengiio da seqiiéncia completa do novo
RNAm foi possivel o dep6sito do mesmo no banco de dados do portal NCBIL, com o nome
de Formina Leucocitdria Humana (nimero de acesso AY278319). Posteriormente,
baseando-se na nomenclatura de novos genes e proteinas, aprovada pelo Gene
Nomenclature Committee HUGO, o novo gene foi renomeado formin-like 1, doravante
FMNLI.

A producgo de um anticorpo policlonal especifico para a proteina codificada pelo
FMNLI, permitiu o estudo de sua expressfio em diversos tecidos humanos. Através da
técnica de Western Blotting, foi observada expressio preferencial em células neoplasicas,
especialmente linféides. Dentre os tecidos normais, foi detectada expressio apenas em
cclulas mononucleares de sangue periférico, em linfonodo e preferencialmente em células
CD19" quando comparadas com células CD19" de tonsilas normais. Dentre as linhagens
celulares neoplésicas, a expressio foi maior em MOLT-4 ¢ J urkat, quando comparadas com
oufras linhagens mieldides, indicando expressio preferencial da proteina em neoplasias
linfoides. Além disso, a alta expressio da proteina foi observada em células mononucleares
de sangue periférico de 20 pacientes com LLC (leucemia linfoide crdnica), quando

comparadas com células mononucleares de sangue periférico de individuos normais.
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Quando a expressdo da proteina FMNL1 foi estudada em diferentes tipos histolégicos de
Linfomas n3o-Hodgkin (LNH) e em linfonodos reativos, novamente foi observada a
expressdo preferencial no tecido neoplasico em relagio ao tecido normal, sendo os LNH-T
aqueles com expressao mais significativa.

Esta nova proteina FMNL] Jocaliza-se no citoplasma, conforme verificado pela
microscopia confocal e confirmado através da técnica de separagio de fracBes. Das
interagtes desta proteina, foi detectada a associagfio de FMNLI com AKT, sendo que essa
associagdo € independente da ativagio de AKT. Também foi observado que a ativago da
via das caspases em duas linhagens celulares neoplasicas levava 3 diminuigio da expressio
da proteina FMNLI.

Em sintese, a expressio preferencial da proteina FMNLI1 em tecidos neoplasicos
Inféides e a sua associagdo com AKT, sugere a sua participagio na sobrevivéncia dessas

celulas e, possivelmente, na fisiopatologia das neoplasias hematoldgicas.
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ABSTRACT

Formins are proteins that are involved in processes such as morphogenesis,
embryonic differentiation, cytokinesis, cell polarity and survival. The formins are
multidomain proteins that are conserved from plants to fungi and vertebrates. A search of
the ORESTES database, generated from the Human Cancer Genome Project, identified 2
ESTs that were similar to the Formin-related proteins. The aim of this study was to obtain
the full-length sequence of this new gene, the primary structure of the protein coded by this
gene, its subcellular localization and to characterize its possible interaction with other
proteins in addition to functional studies.

In an attempt to obtain the full-length sequence of this mRNA, searches in the
human genome database at NCBI (National Center for Biotechnology Information) and
molecular biology techniques were performed. The whole coding sequence of this gene was
named Human Leukocyte Formin and was deposited at the human genome database at
NCB! (GenBank Accession No. AY278319). Later, based on the HUGO Gene
Nomenclature Committee, the new gene was renamed formin-like ! and the symbol
FMNLI will herein be used.

The production of a polyclonal antibody specific for the protein FMNL]1 allowed the
study of the protein’s expression in different human tissues. Using the Western Blotting
technique, a preferential expression of this protein in lymphoid malignancies was observed.
Among normal tissues, a low expression in lymph node, peripheral blood mononuclear
cells and in CD19" cells (when compared with CD19" cells from normal tonsils) was
observed. Among the malignant cell lines, a high expression of the protein was detected in
MOLT-4 and the Jurkat cell line, when compared with myeloid cancer cell lines,
suggesting a preferential expression of FMNLI in lymphoid malignancies. Moreover, a
high expression of the protein in peripheral blood mononuclear cells from 20 chronic
lymphocytic leukemia patients was observed when compared with peripheral blood
mononuclear cells of normal donors. When the expression of FMNLI] protein was

compared among different histological types of non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) and
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reactive lymph nodes, again, a preferential expression of the protein in the malignant tissue
was detected and the T cell NHL presented the highest expression.

This new protein is located in the cytoplasm of the cells, as observed by confocal
microscopy and confirmed by separation of the cellular fraction. With regard to the
interactions of this new protein, an association of FMNL! with AKT was detected, and this
assoclation was not dependent on AKT activation. A decrease in FMNL1 expression in 2
cancer cell lines after caspase activation was also detected.

In conclusion, the preferential expression of FMNLLI in lymphoid malignancies and
its assoclation with AKT, suggests the role of FMNLI] in cell survival and a possible role in

the pathophysiology of hematological malignancies.
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A descricdo da molécula de DNA por Francis Crick ¢ James Watson, em 1953,
mudou os rumos da ciéncia (WATSON e CRICK, 1953). Até o inicio dos anos setenta, o
DNA foi a molécula mais dificil de ser analisada bioquimicamente, sendo essa andlise
possivel apenas indiretamente. Atualmente, o DNA, de macromolécula mais dificil de ser
examinada, passou a ser a mais facil. Hoje, é possivel isolar uma regifio especifica do
genoma, produzir um nimero de cdpias virtualmente ilimitadas ¢ determinar a seqiiéncia de
nucleotideos. Também € possivel isolar e alterar uma segiiéncia génica e, ento, transferi-la
de volta para a célula de origem de um animal ou planta, tornando essa alteracio parte do
genoma desse organismo. Além disso, cingiienta anos apds a descoberta da estrutura do
DNA, gragas aos Projetos Genomas, que se disseminaram internacionalmente e produziram
uma quantidade enorme de informag8o sobre diferentes organismos, & possivel acessar as
informagdes sobre o genoma de vérios organismos, incluindo o humano. Entretanto, que
diferenca faz saber as informagdes do genoma humano? A era pés-genoma estd levando a
uma grande explosdo de pesquisa basica com a questfio fundamental: como o genoma serd
interpretado? Assim, a era pos-genoma busca as fungdes biolégicas de cada proteina
codificada pelos genes descritos e pretende melhor entender os processos celulares que
ocorrem em diferentes organismos.

Dentre os inimeros Projetos Genomas desenvolvidos no Brasil, destaca-se o Projeto
Genoma do Céncer Humano, uma parceria entre a Fapesp ¢ o Instituto Ludwig (DIAS
NETO et al., 2000). Esse projeto ¢ de grande valia, posto que novos genes presentes nas
neoplasias foram identificados. O estudo e caracterizaciio funcional desses novos genes sio
uteis para melhor compreensdo das alteragdes neoplésicas. No banco de dados ORESTES
(Open Reading frame ESTs), gerado por esse projeto, foram identificadas duas ESTs
homélogas aos genes da familia das forminas. O objetivo desse estudo foi caracterizar esse
novo gene humano, através da obten¢fio da seqiiéncia completa do seu RNAm e da

realizacio de estudos funcionais da proteina codificada por esse gene.

Proteinas da Familia das Forminas

Forminas sio proteinas conservadas entre vérias espécies, incluindo fungos, plantas,

moscas de fruta, camundongos e humanos.
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As caracteristicas dessas proteinas, como estrutura e fiungdes, serfio abordadas a
Seguir.

Estratura das Forminas

Forminas sio proteinas de miltiplos dominios (Figura 1) que medeiam varios sinais,
incluindo a reorganizagio de actina, sendo a presenga do dominio FH2 (Formin Homology
Domain 2), localizado na extremidade carboxi-terminal, caracteristica de todas as proteinas
da familia das forminas. FH2 ¢ um dominio extremamente conservado € na maioria das
vezes € precedido por uma regido com muiltiplas repetigGes consecutivas de prolinas, o
dominio FH1 (EVANGELISTA et al, 2003; WALLAR e ALBERTS, 2003). O dominio
FH2 induz a nucleagao dos filamentos de actina, in vitro (PRUYNE et al., 2002; SAGOT et
al., 2002). O dominio FH1, que interage com dominios SH3 (Src Homology 3) (REN et al.,
1993), WWP/WW (CHAN et al, 1996) e Profilina (EVANGELISTA et al, 1997,
IMAMURA et al., 1997), confere atividade ao complexo FH2-actin (ZIGMOND, 2004). O
dominio menos conservado, FH3, localizado na porgio amino-terminal, esti presente em
grande parte das forminas. FH3 ¢ requisitado para a localizagiio intracelular da proteina
Fusl, que ¢ fundamental para conjugacio das leveduras em fissio, em § pombe
(PETERSEN et al,, 1998). Um estudo de formina, em mamiferos, mostrou que os dominios
FH1 e FH3 estio envolvidos em fungdes como adesdo, migragio, proliferagio e
sobrevivéncia (YAYOSHI-YAMAMOTO et al., 2000).

FH1

Formina ¥

Figura 1: Esquema representativo da estrutura de algumas proteinas pertencentes a familia
das Forminas. O dominio FH3 estd representado em azul, FH! em amarelo ¢ FI3 em
verde.
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Funcao das Formijuoas

O primeiro gene da familia das forminas foi descrito em camundongo cujas
muta¢Ses interrompem as interagSes epitélio-mesenquimais que regulam a formacio dos
membros desses animais, levando assim 4 deformagio nos mesmos (ZELLER et al., 1989).
Posteriormente, genes homélogos ao gene murino, Diaphanous, Bnilp e Cdcl2p foram
identificados. Havendo mutagdes no gene de Droséfila Diaphanous ocorrem alteragcdes na
citocinese (CASTRILLON e WASSERMAN, 1994). Em relacio aos genes Bnilp e
Cdcl2p, que foram identificados em leveduras, estes estdo envolvidos com regulacio do
citoesqueleto de actina.

Evidéncias indicam que as proteinas da familia das forminas desempenham papel
crucial na reorganiza¢iio do citoesqueleto de actina, ¢ estio envolvidas em processos
celulares como o de efefores para as GTPases (Guanosina Trifosfatases) tipo Rho
(EVANGELISTA et al., 1997, IMAMURA et al., 1997; KOHNO et al., 1996), regulagiio
da citocinese, crescimento polarizado e formagio das fibras de estresse (RIDLEY, 1999;
WASSERMAN, 1998; ZELLER et al., 1999). Recentemente, identificaram-se as Forminas
como uma nova classe de nucleadores de actina que orientam a montagem dos filamentos
retos de actima (PRUYNE et al., 2002; SAGOT et al., 2002). A nucleac¢do da actina consiste
na formagdo de um filamento curto por dois ou trés mondémeros de actina, levando & sua
polimerizacio.

Das interagdes moleculares apresentadas pelas forminas, destacam-se o recebimento
de sinais dos membros da familia Rho (que também atuam na regulacio de diversos
processos bioldgicos) € as interagdes com proteinas do citoesqueleto (TANAKA, 2000).

Os homologos da formina expressos em fungos definem uma subfamilia distinta,
chamada de bnil, cuja andlise a andlise genética mostra que eles também funcionam na
citocinese e na polarizagdo das células, durante o brotamento e a conjugaciio de leveduras
ou septagdo de aspergilos (ZELLER et al., 1999). A proteina Bnil é expressa em S.
cerevisiae ¢ a sua mutaclo esta retacionada com defeito de reproducio, além de levar a uma
fraca deficiéncia na citocinese e produzir orientacio anormal do eixo mitdtico. Isso revela o
envolvimento, por parte dessa proteina, na fung¢o dos microtibulos, agindo, por exemplo,
como um marcador cortical para a orientagdo dos mesmos. A interagio molecular entre

Bnil e o citoesqueleto de actina foi revelada pela demonstracio de que o dominio FHI
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dessa formina se¢ liga & profilina, uma proteina implicada na polimeriza¢ao da actina
(TANAKA, 2000). A proteina Cdcl2, em S. pombe, é necessaria para a ligacio do anel
contratil de actina e miosina ¢ para o término da citocinese (GOODE et al., 2000).

Um outro membro da familia das forminas é o Bnrl, que pode estar envolvido na
citocinese, uma vez que ele interage através de seu dominio FH1, com o dominio SH3 da
Hoflp, uma proteina envolvida na citocinese (KAMEI et al., 1998).

As proteinas Diaphanous e Cappuccino, ambas expressas em Droséfilas, também
foram identificadas como forminas ¢ suas mutacdes resultam em citocinese deficiente.
Diaphanous, quando mutado em espermatécitos, causa a auséncia do eixo central e do anel
contratil na ana-telofase meidtica (CASTRILLON e WASSERMAN, 1994). Cappuccino,
por sua vez, € um gene necessario para a localizaciio de determinantes moleculares dentro
de oécitos de droséfilas em desenvolvimento (EMMONS et al., 1995).

Ha, ainda, um homélogo do Diaphanous, expresso em mamiferos, denominado
mDia, que tem a capacidade de se ligar a0 RhoA. O homdlogo humano dessa proteina
recebe o0 nome de DFNA1 (hDia) e é responsavel pela surdez nfo-sindrdmica (TANAKA,
2000).

Os estudos sobre o gene FRL em camundongos (YAYOSHI-YAMAMOTO et al.,
2000) mostram que o RNAm estd expresso na maioria dos tecidos normais, sendo a sua
expressdo maior em bago, linfonodos € células de medula dssea. A superexpressio em uma
linhagem de macrofagos, de uma forma truncada dessa proteina (contendo os dominios
FHI1 e FH3), 1mbiu a adesfio e migragio celular, além de resultar em morte celular por
apoptose. Além disso, € descrita a interagio da proteina FRL com RAC, da familia das Rho
GTPases, sendo essa interagdo dependente da presenca do dominio FH3. Desse modo,
esses estudos sugerem que a FRL possa desempenhar um papel no controle da
reorganizacio do citoesqueleto de actina em associagiio com a RAC e também possa estar

envolvido na transmissdo de sinais essenciais a sobrevivéncia celular.,

Proteina Kinase B

Dentre as vias de sinalizagdo que participam da sobrevivéncia célular, destaca-se a

via de sinalizagfio da Proteina Kinase B (PKB), também chamada de AKT. Esta proteina é
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considerada uma importante reguladora da proliferagio e sobrevivéncia celular. J4 foi
demonstrado que a ativago da via de sinalizacio da AKT leva além da Inducio da
sobrevivéncia celular, 4 glicogénese, 4 sintese protéica e 4 captacio de glicose (CHAN et
al., 1999; COFFER et al., 1998).

Trés isoformas ja foram identificadas em mamiferos: AKT 1, AKT 2 e AKT 3
(BRODBECK et al., 1999; CHENG et al., 1992; JONES et al., 1991a). Estruturalmente,
todas as isoformas sdo compostas por um dominio PH (porgdo N-terminal), um dominio
catalitico central € um dominio regulatério hidrofébico (porgsio C- terminal) (JONES et al.,
1991a; JONES et al., 1991b; NAKATANI et al., 1999).

A ativagdo da AKT conduz a uma seqiiéncia de eventos bioquimicos amplamente
regulados. A ativag@o de receptores tirosina kinase por diferentes fatores de crescimento, de
receptores acoplados a proteina G ou qualquer outro estimulo celular que leve & ativagdo de
PI-3K (fofatidilinositol-3-kinase) desencadeia o processo (AHMAD et al,, 1999). Os
produtos lipidicos da ativagio de PI-3K (PIP; e PIP,) funciomam como segundos
mensageiros, servindo de sitios de ligacio de alta afinidade para o dominio PH da AKT
(37, 38, 39). Esses produtos lipidicos transferem a AKT do citoplasma para a membrana
plasmatica, na qual a AKT ¢ entfo ativada através da fosforilagio de 2 sitios especificos:
Treonina 309 e Serina 473 (FRANKE et al, 1997, FRECH et al.,, 1997, MARTE e
DOWNWARD, 1997; STOKOE et al.,, 1997). A ativagio completa da AKT é dependente
da fosforilagdo desses 2 sitios (MEIER e HEMMINGS, 1999; VANHAESEBROECK ¢
ALESSI, 2000).

Ja esté bem estabelecido que 2 fosforilago da Treonina 309 ¢ catalisada pela PDK-
1 (3’-fosfoinositol-proteina kinase dependente-1) (ALESSI et al., 1997a; STEPHENS et al.,
1998). Entretanto, o mecanismo de fosforilagio da Serina 473 permanece indefinido
(ALESS] et al., 19970).

O primeiro alvo anti-apoptético da AKT descrito foi a proteina pré-apoptética BAD
(DATTA et al, 1997; DEL PESO et al, 1997). AKT fosforila BAD em Serina 136,
promovendo a associagio de BAD com proteinas no citosol, inativando sua funcio pro-
apoptdtica na membrana mitocondrial (DATTA et al., 1999). BAD ¢ apenas a primeira
entre outras proteinas alvos que ji foram identificadas ¢ daquelas que ainda estiio sendo

identificadas. Dentre as proteinas ja comprovadas como alvo da atividade da AKT
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encontram-se: Caspase-9, apenas em humanos (FUJIITA et al., 1999); I0B Kinase-[1,
levando 2 ativagio do fator nuclear-OB e de genes pro-sobrevivéncia dependentes desse
fator, incluindo Bcl-X, inibidores de caspases (BARKETT e GILMORE, 1999) e c-Myb
(LAUDER et al,, 2001); Membros da familia “Forkhead” de fatores de transcrigio,
resultando na diminuigio de transcricio de alguns genes envolvidos com morte celular
(BRUNET et al., 1999; KOPS et al., 1999).

Em relagfio ao papel da AKT na proliferagéio celuiar, o primeiro substrato da AKT
identificado foi GSK3 (CROSS et al,, 1995), que além de estar associado com a regulacio
do metabolismo de glicose, também tem um papel na proliferacdo celular, ou seja, AKT
inativa GSK3, aumentando a transcricio de genes envolvidos na progressao do ciclo celular
(BLUME-JENSEN e HUNTER, 2001).

Todas essas evidéncias deixam a participacio da proteina AKT visivel como um

importante regulador da sobrevivéncia, proliferacio e metabolismo celular.
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OBJETIVOS
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Obtengio da seqiiéncia completa do RNAm do gene pertencente & familia das

forminas.

Anélise da expressio do RNAm e da proteina, por ele codificada, em diferentes

tecidos e linhagens celulares humanos.

Realizagdo de estudos funcionais.

Objetivos
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Andlise Computacional

As ESTS foram selecionadas a partir das seqiiéncias do banco de dados ORESTES
(estas seqiincias estdo disponiveis no NCBI), classificadas como potenciais paralogos
(paralogs) ou ortélogos (non-human protein), presentes em tumor de medula éssea e com
similaridade aos genes da familia da formina. Para obter as seqiiéncias completas dos
¢DNAs das ESTs de interesse foi usado o pacote de algoritmos de busca BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, disponivel no enderego
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) em diferentes bancos de dados disponiveis no
mesmo endere¢o. Buscas no banco de dados Prosite foram realizadas no endereco
http://expasy.cbr.nrc.ca/tools, usando a ferramenta de busca InterPro Scan. O programa de
alinhamento sim4 (obtido no enderego http://globin.cse.psu.edu) foi usado para comparar
seqiiéncias de cDNA e DNA genémico com o objetivo de obter a estrutura exon-intron do
novo gene. A ferramenta Protscale, disponivel no endereco eletrénico www.expasy.org, foi
utilizada para o estudo da imunogenicidade de seqiiéncias de peptideos para producio de

anticorpos contra a proteina FMNLT.

Extracio do RNA total

O RNA de células Jurkat foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O
Trizol é um reagente que apresenta uma solu¢do monofasica de fenol e isotiocianato de
gnanidina. A extragdo de RNA com esse reagente é uma adaptacio do método
desenvolvido por Chomezinki e Sacchi (CHOMCZYNSKI ¢ SACCHI, 1987). Ao pellet de
células, contendo 5x10° a 1x107 células, foi acrescentado iml de Trizol e a amostra
homogeneizada até que se tornasse bastante fluida. A purificagiio do RNA se deu segundo o
protocolo do fabricante. A quantificacio do RNA obtido foi realizada através da lettura de
uma aliquota da amostra em espectofotdmetro com comprimento de onda equivalente a
260nm, considerando que 1DO 4 260nm equivale a 40pg/mL de RNA. A relacio entre as
leituras realizadas a 260 ¢ 280am foi utilizada como par@metro na estimativa do grau de

contaminacio do RNA por proteinas, e esse varia normalmente entre 1,6 ¢ 1,8.
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Tratamento do RNA total com DNAse I

O RNA total de células Jurkat foi tratado com DNAse livre de RNAse 1U/uL (Life
Techologies), utilizando 1U da enzima para tratar Spug de RNA por 15 minutos 4
temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminacio deste material com
DNA genémico. A reagdo foi interrompida pela adi¢io de uma solugio de EDTA com
concentragdo final de 2mM. A enzima foi subsequentemente inativada por uma incubacio

de 10 minutos a 65°C.

Transcri¢iio em ¢cDNA

As amostras de RNA total, contendo Sug de RNA e tratadas com DNAse I, foram
transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-¢cDNA) numa reagio de volume final de
20ul (Life Techologies). A reagdo ¢ iniciada adicionando aos Sug de RNA tratados 1 ul de
oligo (dT) 500 pg/ml e 1ul da mistura (10mM) de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP,
dCTF, dTTP, dGTP). Essa mistura € aquecida por 5 minutos a 65°C, e em seguida incubada
1o gelo. Adicionou-se, entdo, 4pl do tamp#o de reagdo 5%, contendo 250mM Tris-HC1 (pH
&8,3), 375mM KCl, 15SmM MgCly e 0,IM DTT, e também adicionou-se 200U enzima
transcriptase reversa SuperScript 11, que catalisa a reaciio de extensdo da fita complementar.
Essa mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A seguir, foi feita a desnaturacio da
reacdo por 15 minutos & 70°C e finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a
solugdo incubada por 20 minutos & 37°C. As amostras de ¢cDNA foram quantificadas

atraves do espectrofotdmetro de luz UV (Gene Quant-Pharmacia).

Reaciio em cadeia da polimerase-PCR

As reagbes de transcrigio reversa da polimerase (PCR) foram realizadas em
termociclador automatico (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT). As Aliquotas de ¢cDNA
(1ul) foram amplificadas numa reagiio de volume final de 50u! contendo 1mM de cada
desoxmucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0.5u! de cada iniciador
(20pmol), Sul do tampio de reagdio 10x contendo 75nM Tris-HCI (pH 9.0), 2mM MgCl,,
50mM KCL, 20mM (NH,4),SO, ¢ 1.5U da enzima Taq polimerase (Gibco). As amostras
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foram desnaturadas inicialmente por 5 minutos a 94° C e em seguida submetidas a 35 ciclos
de amplifiacdo com desnaturagio, anelamento e extensfo, seguidos de extensio final
prolongada por 7 minutos. Os produtos do PCR foram separados em gel de agarose 1.5% ¢

visualizados sob a luz ultravioleta apds coloragiio com brometo de etidio.

RACE (“rapid amplification of cDNA ends™)

A técnica de RACE foi utilizada com o intuito de proceder & amplificacio de
seqiiéncias de acidos nucléicos a partir de um molde de RNAm, entre um sitio interno
definido ¢ seqiiéncias desconhecidas na extremidade 3' ¢ 5' do RNAm. Para o
procedimento do RACE 57 (Life Technologies), a sintese da primeira fita do ¢cDNA foi
iniciada usando-se um oligonucleotideo antisense especifico para o gene em questdo
(GSP1) e a enzima SuperScript™II RT. Depois da sintese da primeira fita de ¢cDNA, o
molde de RNAm original foi removido por tratamento com a Rnase Mix, e o cDNA foi
purificado de dNTPs e GSP1 ndo incorporados. TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase) e dCTP  foram usados para adicionar uma cauda homopolimérica 2
extremidade 3' do ¢cDNA. O ¢DNA com a cauda foi amplificado por PCR, usando-se Tagq
DNA polimerase, um iniciador especifico para o gene (GSP2), que se anela num sitio
localizado dentro da molécula de cDNA, a 3' do GSP1, e um iniciador provido pelo
sistema, que permite a amplifica¢io a partir da cauda homopolimérica.

No procedimento de RACE 3' (Life Technologies), a sintese da primeira fita do
¢DNA foi iniciada na cauda poli-A do RNAm, usando-se transcriptase reversa ¢ um
iniciador contendo oligo-dT. Posteriormente, o molde de RNAm original foi destruido com
o uso da RNase H e a amplificagdo do ¢cDNA foi, entfo, executada utilizando-se dois
iniciadores: um iniciador especifico para o gene (GSP), que se anela a uma regifio de

seqiiéncias de exons conhecidas e um iniciador que se liga & regifio da cauda poli-A.

Seqiienciamento

A inclusdo de novas seqiiéncias aos transcritos foi confirmada experimentalmente

por PCR a partir de cDNA da linhagem humana JURKAT. Esse cDNA foi obtido a partir
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de transcrigdo reversa de RNAm usando o protocolo e os reagentes para sintese de cDNA
descritos acima. 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
pacote de programas Phred/Phrap/Consed, gentilmente cedidos por David Gordon e Phil
Green da Universidade de Washington. Mais informagdes sobre tais programas podem ser
encontradas no site http://www phrap.org. A figura 1 contém a seqiiéncia de todos os

miciadores utilizados.

Northern Blotting Multi-tecidual

Essa técnica foi realizada de acordo com as instrugdes do “Multiple Tissue Northern
(MTN) Blot” (Clontech). Resumidamente, membranas prontas contendo RNAm de
diferentes tecidos foram hibridizadas tanto com a sonda especifica para FMNL! quanto
com a sonda controle de B-actina fornecida pelo fabricante. A sonda de cDNA de FMNL/,
utilizada nesta técnica, foi obtida a partir da amplificagio do fragmento subclonado,
utilizando-se iniciadores especificos do inserto (inciadores 1 e 2). O fragmento amplificado,
de aproximadamente 160pb, fo1 subclonado no vetor pCR2.1, de acordo com as instrugdes
do “TOPO TA Cloning Kit” (Invitrogen). O “QIAprep Spin Miniprep Kit” (Qiagen) foi
utilizado para isolar o DNA plasmidial. Em seguida, foi sequenciado o inserto no vetor
pCR2.1 com os iniciadores universais T7 e M13 para confirmar a seqiiéneia do inserto.
Para a obtencdo da sonda, foi realizada a amplificacdo do fragmento subclonado com os
mesmos iniciadores proprios do inserto. Seguiu-se a purificacdo do gel de acordo com o
protocolo da “QIlAquick Gel Extraction Kit” (Quiagen), sendo que o purificado foi a seguir
quantificado em gel com o marcador Low Mass DNA ladder (Life Technologies). 25ng de
sonda purificada foram marcados radioativamente com o *P-dCTP de acordo com o
“Megaprime Labelling Kit” (Amersham) e utilizados na hibridizacio das membranas de
Northern Blotting Multi-tecidual (Clontech). Apos uma pré-hibridizacio de 30 minutos a
68°C, as membranas foram hibridizadas por 1 hora a 68°C em uma solug¢gio de hibridizacio
formecida pelo it acrescida da sonda de cDNA marcada radioativamente apresentando uma

contagem no intervalo de 1-2 x 10° cpm/ml ¢ uma atividade especifica maior que 1 x
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109cpmfug. Apds a lavagem para remocio de excesso de sonda marcada, as membranas
foram expostas em uma tela de phosphorimaging e reveladas no Storm Phosphorimager

(Molecular Dynamics).

Producao do anticorpo anti-FMNLI

Através da ferramenta Protscale disponivel no enderego eletrénico www.expasy.ore.

foi escolhida uma seqiiéncia de 16 aminoacidos, com capacidade antigénica:
LIYESDRDGAIEDIIT. A escolha do peptideo € baseada em sua imunogenicidade e
podem-se utilizar vérios parémetros para fazer essa predicio através da ferramenta
Protsacale. No entanto, a escolha de dois pardmetros ja ¢ suficiente para que todos os outros
corroborem com o peptideo escolhido. Nesse caso, foi utilizado o carater hidréfobo de Kyte
¢ Doolittle (KYTE ¢ DOOLITTLE, 1982) e a prediciio da estrutura secundaria B-turn de
Chou e Fasman (CHOU e FASMAN, 1979). No primeiro parametro, quanto menos
hidrofobo o peptideo, mais imunogénico. J4 no segundo pardmetro, quanto maior a
probabilidade do peptideo apresentar uma f-turn, maior a probabilidade de ser
imunogénico. Assim, os pardmetros descritos acima revelaram que uma das seqiiéncias de
peptideos escolhida pela sua imunogenicidade, era a mesma seqiiéncia usada pelo rUpo
que descreveu a proteina ortéloga em camundongos (YAYOSHI-YAMAMOTO et al,
2000), e que gentilmente cedeu uma aliquota para teste do anticorpo policlonal produzido
em coelhos. Posteriormente, utilizando-se da mesma seqiiéncia de peptideos, um novo lote
do anticorpo policional produzido em coelhos foi desenvolvido pela empresa Bethyl,

Texas, USA.

Tecidos humanos normais

Os tecidos humanos normais como rim, bago, cérebro, estémago, coracio, intestino
delgado, misculo esqueletico, figado, pulmao e linfonodo foram obtidos de autépsias no

Hospital das Clinicas da UNICAMP, com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa.
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Linhagens celulares

Linhagens celulares humanas Jurkat, MOLT-4, K562, U-937, NB4, HL60 e 293
foram adquiradas pelo ATCC, Philadelphia, USA.

Células mononucleares de sangue periférico

As células mononucleares foram obtidas de sangue perifeérico, através de um
gradiente de separagfo, Ficoll-Hypaque. O sangue periférico foi retirado de doadores de
sangue ou de pacientes com LLC B do Hemocentro, da Unicamp, com aprovacio do

Comité de Etica em Pesquisa.

Subpopulac¢des de linfécitos

Os linfécitos foram iselados de quatro tonsilas palatinas de individuos adultos com
tonsilite crbnica, obtidos no Departamento de Hematologia, do Hospital Clinic, em
Barcelona, Espanha. Apos a desagregagiio celular, as células foram isoladas pelo gradiente
de Ficoll-Hypaque. A separagio das células CD19" (linfocitos B) foi realizada com
anticorpos anti-CD19Fluorescein Isothiocyanate (FITC) e pérolas magnéticas anti-FITC.
Essa suspensdo celular, com os anticorpos e pérolas magnéticas, foram submetidas 2 uma
coluna magnética. Dessa maneira, as células CD19" foram separadas das células CD19", As
células CD19" foram submetidas & outra separagio: anticorpos anti CD27 Phycoeritrine
(PE) e pérolas magnéticas anti-PE. Da mesma maneira, essa suspensdo celular com os
anticorpos e pérolas magnéticas, foram submetidas 3 coluna magnética para a separagiio das
populagdes: CD19°/CD27" ¢ CD19"/CD27. Em seguida, essas subpopulactes foram
submetidas ao processo de extragio de proteina e ao gel de poliacrilamida-SDS-PAGE,

como descrito no item Western Blotting.

LNH e linfonodos reacionais

Tecidos congelados de LNH ¢ linfonodos reacionais foram obtidos no

Departamento de Patologia, no Hospital Purpan, Toulouse, Franga. Todos os diagnosticos
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foram confirmados por imunohistoquimica e classificados de acordo com a classificagio
REAL, de acordo com “The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors
Project” (1993). 54 pacientes foram estudados, com idade entre 28 e 93 anos (mediana de
57 anos). Os tipos histologicos foram: 22 LNH foliculares, 15 LNH difusos de grandes
células B, 17 LNH T (non-otherwise specified) e 5 linfonodos reacionais. Os blocos
congelados dos linfomas, mantidos a —80°C, foram cortados em fatias de 3 a 5 micras, num
total de 30 a 40 fatias ¢ colocadas em eppendorfs. Esse material, sempre conservado no
gelo, fol submetido ao processo de extragfio de proteina como descrito no item Western

blotting.

Teste estatistico

A comparagdo dos valores da intensidade de expressio de FMNLI, entre os
diferentes grupos de LNH e linfonodos reacionais, como também entre os grupos de
pacientes com LLC e individuos normais, fol realizada através do teste estatfstico Mann

Whitney. Valor de P 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Western Blotting

Ao pellet celular contendo 5x10° a 1x107 células foi acrescentado tampdo de
extragdo 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 Na;VO,, 100mM NaF, 10mM NasP,0;, ¢ 4
mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante flnidas.
Apds 30 minutos a 4° C, essas amostras passaram por um processo de centrifugacio a 4°C
durante 20 minutos para remogdo dos restos celulares. Aliquotas com mesma concentracio
protéica foram usadas para producdio do extrato total proteico, ou para imunoprecipitag3o.
Para produgido do extrato total proteico, adicionou-se as aliquotas tampzo de Laemmli
contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se em agua fervente por 4 minutos. Apds
1880, as amostras foram submetidas a eletroforese, ou armazenadas a —80°C. Para produgio
de imunoprecitado, adicionou-se as aliquotas o anticorpo anti-FMNLI ou anticorpo de

interesse e proteina A-Sepharose 6MB. Ao término da lavagem, os pellets foram
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ressuspendidos em tampdo de Laemmli contendo 100 mmol/L de difiotreitol e aquecidas
em agua fervente por 4 minutos. Em seguida, as proteinas imunoprecipitadas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE em aparelho de
eletroforese Bio-Rad miniature lab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, Ca). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada
em 90 min a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad. A
ligacio dos anticorpos a proteinas n#o-especificas foi reduzida por pré-incubaciio da
membrana por 1 hora com tampio de bloqueio (5% leite em pd magro, 10 mmeol/L Tris,
150 mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entio
incubada com anticorpos especificos diluidos em tampéo de blogqueio (0.3% de leite em po
magro) por 12 horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solug@o basal (10 mmol/L Tris, 150
mmol/L. NaCl, and 0.02% Tween 20). Os anticorpos utilizados foram: anti-actina, anti-
tubulina, anti-histona, anti-AKT, anti-PI-3K,anti-p70S6K, anti-mTOR, anti-Mdm?2, anti-
Bad, anti-HA, anti-GFP, anti-caspase §, anti-caspase 3 (Santa Cruz, USA) e p-AKT (Cell
Signaling, USA). O sistema de revelagdo usado foi o baseado em quimioluminescencia, de
acordo com as instrugdes no kit ECL™ Western Blotting Analysis System (Amersham
Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as membranas eram incubadas por 1 hora com o
anticorpo secundario, conjugado a HRF (Horseradish peroxidase) e entdo lavadas
novamente, ¢ submetidas ao substrado da enzima, resultando num produto luminescente,

detectado por auto-radiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY).

Microscopia confocal

As células foram aderidas s laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina, e fixadas com
uma solucio de paraformaldeido. Em seguida, foram feitos o bloqueio e a permeabilizagio
das células com uma solugdo com 3% de caseina e 0,6% de triton. O anticorpo primario
an{i-FMNL1 foi diluido a 10pg/ml em solucio 1% de caseina e incubado com as células
overnight em camara umida & 4°C. Apds 3 lavagens com PBS, seguiu-se a incubagio com o
anticorpo secundario marcado com Alexa488 por 2 horas & temperatura ambiente. Depois
de 3 lavagens, as células foram tratadas com RNAse € foram incubadas com o Iodeto de

propidio, para marcar especificamente 0 DNA, por 5 minutos & temperatura ambiente. Em
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todos os experimentos foram feitos controles negativos, somente com anticorpo-secundario,
0s quais néo apresentaram fluorescéncia. Apds a marcacio das células nas laminulas, as
mesmas foram montadas utilizando-se Vectashield e acondicionadas a 4°C, no escuro.
Essas foram analisadas por escancamento a laser em um LSM-510 montado sobre um

microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 63x de imers3o em 4gua.

Extracio de proteinas citoplasmaticas e nucleares

Aproximadamente 5x107 células foram lavadas com tampdo PBS 0,1M, pH 74, ¢
ressuspendidas com tampdo hipoténico (10mM Hepes pH 7,9; 1,4 mM MgCly; 10mM KCIl)
acrescido de inibidores de proteases. As células foram incubadas nesse tamp&o por 10
minutos 4 4°C. Em seguida, essas células foram submetidas ao rompimento da membrana
celular através de uma constante homogeneizagdo, com a ajuda de um homogeneizador pré-
resfriado, as quais foram submetidas & centrifugagio para coleta da fragdo citoplasmatica
no sobrenadante. O pellet celular foi lavado com um tamp#o de baixa concentragio de sal
(20mM Hepes pH 7,9; 25% Glicerol; 1,5mM MgCl12; 20 mM KCL; 0.2 mM EDTA) e entio
ressuspendido em um tampéo de alta concentragdo de sal (20mM Hepes pH 7.9; 25%
Glicerol; 1,5mM MgC12; IM KCI; 0,2 mM EDTA). Essa suspensdo foi incubada, a 4°C por
30 minutos, em agitagio, ¢ em seguida centrifugada. O sobrenadante contem a fracdo
nuclear. Tanto a fragdo citoplasmatica quanto a nuclear foi submetida ao gel de

poliacrilamida com SDS.

Construciao dos vetores

Os produtos resultantes das PCRs, com as construgdes de interesse, ou seja, os
dominios FH2 e FH3, foram inseridos direcionalmente no vetor de expressio em eucariotos
pEGFP-C3 (Clontech), com seqiiéncia peptidica de green fluorescent protein (tag de GFP)
através da digestdo com as enzimas de restrigio Bam HI e Hind I (para ambas
construgdes), seguidos de ligagiio com T4 DNA ligase (Invitrogen). Estas reagdes de ligacfo
foram usadas para transformar células DHS5a quimicamente competentes para

armazenamento e triagem. Os sequenciamentos das minipreps dos vetores com as
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construcBes demonstraram que as construgdes estavam inseridas no vetor de expressio com
¢ quadro aberto de leitura correto, possibilitando a expressio dos dominios em questdo. O
vetor pCMV5. HA AKT, com seqiiéncia peptidica de Hemaglutinina (tag de HA) e
contendo o cDNA completo da 4K7, foi gentilmente doado pelo Dr. Brian Hemmings

(Division of Sports Studies, University College Northampton, UK).

Transfeccoes

Os estudos de cotranfec¢io in vitro das construcdes foram realizados na linhagem
celular 293, de acordo com protocolo padronizado da Lipofectamina (Invitrogen Life
technologies). Resumidamente, 3x10° células foram plaqueadas em placas de 10 ¢cm no dia
precedente a tranfecgdo. No dia da transfecgio, as células foram lavadas e a cada placa
foram adicionados 10 pg da construgéio do vetor com 25 pi de lipofectamina com meio de
cultura sem soro fetal bovino ¢ sem antibidtico. Apds 12 horas de incubacdo, foi
adicionado as células meio de cultura completo. A coleta foi feita apos 48 horas de

mcubagdo,

Indugfio 4 apoptose

Tanto células Jurkat quanto KGla, 4 concentragio de 1x10° células/ml, foram
usadas para o ensaio. As células Jurkat foram tratadas com 0,45ng/ml de FasL e coletadas
nos tempos: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 90 minutos. As células KGla foram tratadas com
diferentes concentragdes de mitramicina: 100, 300 e 500 nM e coletadas em dois tempos:
24 e 48 horas. As células, apds a coleta, eram processadas para extragdo de proteina total e

submetidas 4 anélise da expressdo de FMNLI por Western Blotting.
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1. Obtenciio da seqii€éncia completa do RNAm da nova formina humana

Através do banco de dados ORESTES, gerado pelo Projeto Genoma do Céncer
Humano (DIAS NETO et al., 2000), foram encontradas duas ESTs que se sobrepunham,
IL5-MT0208-210201-356-f01 (ntimero de acesso no GenBank BI028593), com 314bp, e
IL5-MT0208-210201-345-f02 (numero de acesso no GenBank BI08488), com 525bp,
ambas isoladas de tumor de medula éssea, com similaridade a familia das forminas.

Com o intuito de obter a seqiiéncia completa deste RNAm, foram realizadas buscas
no banco de dados gendémico do NCBI, pesquisando seqiiéncias idénticas, porém maiores
que 525bp, que pudessem ser usadas como moldes para o desenho de iniciadores para a
confirmacfo da extensio. A inclusfo das seqiiéncias, obtidas no banco de dados do NCBI,
levou a montagem de uma seqiiéncia predita. Essa seqiiéncia predita foi idéntica a uma
seqiiéncia de cDNA humano parcial, chamado de KW-13 (nimero de acesso no GeneBank
AF432213) (KRACKHARDT et al., 2002). Para confirmar experimentalmente essa
predi¢do, feita pela analise computacional, PCRs, a partir de cDNA da linhagem celular
Jurkat, ¢ seqiienciamentos foram realizados usando varios iniciadores (Figura 1). Todos os
produtos amplificados foram subclonados e seqiienciados. Para se chegar 4 seqiiéncia
completa desse novo gene, as extremidades 5° e 3 foram amplificadas e seqiienciadas. Para
1sso, as tecmicas de RACE 3’ e 5° foram usadas, ¢ novos iniciadores para tal foram
construidos (Figura 2). O RACE 3’ revelou que a extremidade final da seqiiéncia do novo
cDNA ja estava completa, faltando apenas a insercdio da cauda poli A. J4 a técnica do
RACE 5’, possibilitou adicionar mais 180bp na porcéio 5° da seqiiéncia, permitindo novas
buscas no portal NCBL Desse modo, uma nova EST de 1111bp (GenBank B(Q926591) foi
encontrada, similar a regifio 5 da seqliéncia estendida, e usada como molde para novos
mniciados do RACE 5°. Finalmente, o seqtienciamento da porcac 5° do novo ¢DNA em

questdo fo1 completado.
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Figura 2: Representacio esquematica dos iniciadores desenhados para confirmar a
seqiiéncia predita do cDNA de FMNL1 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29,30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43) ¢ obter as por¢des 5° e 3° pelo
método RACE (RACE 57: 7 ao 17; RACE 3’: 36, 37). Iniciadores 1 e 2 foram usados para
produgio da sonda para Northen Blotting. A seqiiéncia KW13 (nimero de acesso no
GenBank No. AF432213) ¢ representada pelo retingulo preto e a porgdo 5° obtida pelo
RACE 5’ é representada pelo retdngulo aberto.

O novo ¢cDNA completo de 3959pb sem a cauda poli-A, apresenta um quadro aberto
de lettura de 3302bp, com cddon de iniciagio neo nucleotideo 202, de acordo com Kozak
(KOZAK, 1999) (G na posicdo +4 ¢ um A na posi¢io —3), resultando numa proteina de
1100 aminoéacidos. Um sinal de poliadenilagiio pode ser identificado 9 aminoacidos antes
da cauda poli A (Figura 3). A analise computacional mostrou que esse novo gene encontra-
se no brago longo do cromossomo 17 (banda 17q21.31), e através do programa Sim4
(FLOREA et al., 1998), observou-se que o gene compreende uma regido de pelo menos

30kb, com 27 exons (Figura 3).
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Figura 3: Esquema da organizagdo dos exons e introns de FMNLI. Os retangulos em preto
representam 0s €xons, ¢ em aberto, os introns, distribuidos ao longo do cromossomo 17
(banda 17q2131).

A analise da proteina predita através do portal NCBI (Protein-Blast), revelou uma
proteina ortdloga em camundongo, descrita como “formin-related gene in leukocytes
(FRL)” (YAYOSHI-YAMAMOTO et al.,, 2000). A nova proteina apresenta os dominios
caracteristicos da familia das forminas: FH1, FH2 e FH3 (Figura 4A), sendo que os
dominios FH1, FH2 e FH3 apresentam mais de 80% de identidade com a proteina ortéloga

de camundongo (Figura 4B).
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Figura 4: Estrutura protéica de FMNL1 ¢ FRL. (A) Seqiiéncia de aminoécidos predita de
FMNL1. O dominio FH1 ¢ indicado por uma linha grossa ¢ FH2 por uma linha pontilhada.
FH3 est4 indicado por uma linha fina. A seqiiéncia de aminoacidos usada para a produgio
do anticorpo policlonal estd representada no retdngulo aberto. (B) Representagdo
esquematica das proteinas FMNL1 e FRL. A homologia enire os dominios foi calculada
pela razio entre o nimero de amino4cidos idénticos de FRL pelo numero de aminodcidos
correspondentes de FMNL1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A posi¢do do primeiro

e ultimo aminoacido é mostrada em cada dominio.

O novo ¢DNA foi depositado no banco de dados do portal NCBI, com o nome de

Formina Leucocitiria Humana (nimero de acesso AY278319). Posteriormente, baseando-
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Committee HUGO (POVEY et al., 2001), o nome formin-like I e a sigla FMNL] sera a

usada para se referir a Formina Leucocrtaria Humana.

2. Analise da expressiao do RNAm de FMNLI em diferentes tecidos e

linhagens celulares humanos, através da técnica de Northern Blotting

A sonda utilizada nessa técunica esta localizada no exon 5 do ¢cDNA. Embora uma
isoforma do gene FMNLI in silico, sem 100bp (KATOH, 2003), referente ao 26° exon,
tenha sido descrita, a sonda usada para essa técnica revelou uma banda de 4,4kb.

A maior expressdo do RNAm em tecidos normais fol detectada em leucdcitos de
sangue periférico, ¢ expressdes menores do RNAm foram detectadas em timo, bago,
placenta e pulmfo. Outros tecidos normais como musculo esquelético, utero, colon,
intestino delgado, bexiga, coracio, estdmago, prostata, cérebro € rim nido apresentaram
expressio. Dentre as linhagens de células neoplasicas, observou-se preferencialmente a
expressdo em MOLT-4, uma leucemia linfoblastica de célula T. Ja nas outras linhagens,
HL-60, HelLa S3, K-562, linfoma de Burkitt, adenocarcinoma colorretal (SW480) e
carcinoma de pulmao (A549), a expresséo foi menor (Figura 5). Em todas as membranas

foi estudada a expressio do RINAm de f3-actina como controle.
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Figura 5: Northen Blotting multi-tecidual do RNAm de FMNL] em tecidos humanos
normais (A ¢ B) e em linhagens neoplésicas (C). Como controle da quantidade de RNAm

na membrana, uma sonda de B-actina foi usada.

3. Analise da expressio da proteina FMNL1 em diferentes tecidos
humanos e linhagens celulares neoplisicas, através da técnica de

Western Blotting

A proteina FMNL] ¢é caracterizada na técnica de Western Blotting por uma banda de
160KDa. Em relag@io aos tecidos normais analisados, foi observada fraca expressio da
proteina FMNL1 em linfonodo e em células mononucleares de sangue periférico normal.
Os outros tecidos normais estudados como rim, bago, cérebro, estdmago, coragio, intestino
delgado, misculo esquelético, figado e pulméo nfio apresentaram expressio para a proteina
em questdo (Figura 6A). No painel de linhagens celulares humanas neoplasicas, a expressiio
fot maior em Jurkat, uma leucemia linfoide aguda de células T, enquanto que nas linhagens

mieldides K562, U-937, NB4 e HL60 a expressio foi menor (Figura 6B).

BIBLIOTECA CENTRAL
Resultados
44 DESENVOLVIMENTO

COLEGAOD
UNICAMP
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Figura 6: Analise por Western Blotting da expressdo da proteina FMNLI em diferentes
tecidos humanos (A) e diferentes linhagens neopldsicas humanas (B). Como controle da

guantidade de amostra aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo

anti-actina.

Em células mononucleares de sangue periférico de 20 pacientes com LLC a
expressdo foi maior quando comparada com células mononucleares de sangue periférico de

10 individuos normais (LLC vs Normais p=0,034; teste Mann Whitney) (Figura 7).
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Figura 7: Analise por Western Blotting da expressio da proteina FMNL1 em células
mononucleares de sangue penférico de 20 pacientes com LLC ¢ de 10 individuos normais
(A). Quantificagdo da intensidade das bandas de FMNLI, corrigida pela expressio de

actina, através do programa ImageJ (B). * p<0,05

4. FMNLI1 apresenta maior expressio em células normais CDI9- ¢ em

subpopulagées de CD19+/CD27+

Linfocitos foram isolados de quatro tonsilas palatinas de individuos adultos com

tonsilite crénica. Apds a separagdo das populagdes CD19" ¢ CDI19, as células foram
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submetidas a4 extragdio protéica e eletroforese em gel de poliacrilamida para o estudo da
expressdo da FMNLI, Como mostrado na Figura 8, as células CD19™ apresentaram
expressio maior de FMNLI que os linfécitos B (CD19"), com excecio de uma amostra, na

qual a expressdo foi baixa para ambas as populagSes.

A

Jurkat
CD19-
CD19+
CD19-
CD19+
CDI19-
CD19+
CD19-
CDI19+

FMNL1-»

Tubulina—|;

Expressio de FMNL1/Tubulina

CD18-fCD1g+  CD18/CD18+  CD19-/CD19+

CD19-/CD19+

Figura 8: (A) Anilise por Western Blotting da expressio de FMNLI em populacdes de
células CD19" e CD19" de quatro tonsilas palatinas de individuos adultos com tonsilite
cronica. Células Jurkat foram usadas como controle positivo para expressio de FMNLI.
Como controle da quantidade de amostra aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada
com anticorpo anti-tubulina. (B) Analise densitométrica das bandas obtidas no Western
Blotting, através do programa LAS 3000, Analysis Image Gauge (Fwi film). A expressio

de FMNL]1 foi normalizada pela expressgo de tubulina.

Além disso, a populagiio de CD19" foi submetida a outra separagio: CD19"/CD27"
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(linfocitos B de memodria) e CD197/CD27 (linfécitos B naive). O antigeno CD27 é
expresso nas células B apds estimulagdo antigénica, e é importante para promover a
diferenciagdo das células B (AGEMATSU et al., 1998; KOBATA et al., 1995; NAGUM_O
et al., 1998). Células B CD27" acumulam um nimero substancial de mutagdes somaticas
nos genes da regifio variavel, diferentemente das células B CD27, as quais apresentam
baixos niveis de mutagfio. Assim, células B CD27 e células B CD27" sio consideradas
respectivamente células naive e células de memoria (AGEMATSU et al., 2000). Na Figura
9, as células B de memona apresentaram expressdo maior da proteina FMNLI, quando
comparada com as células B naive. A densitometria das bandas de Western Blotting for
quantificada pelo programa LAS 3000, Analysis Image Gauge (Figuras 8B e 9B) e como
controle da quantidade de proteina aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com

anticorpo anti-tubulina.

CD19+CD27-
cp19+CD27+

J cD19-
jcpu-

| CD19+CD27-

jcm%cmn

Tubulina—»

 —

" CD19Y/CD27- CD19*/CD27+

Expressio da FMNL1/tubulina

- CD1Y-

Figura 9: Andlise por Western Blotting da expressio de FMNL] em populagdes de
linfécitos CD197/CD27" ¢ CD19"/CD27" de quatro tonsilas palatinas de individuos adultos
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de FMNLI. Como controle da quantidade de amostra aplicada no gel, a mesma membrana
fo1l incubada com anticorpo anti-tubulina. (B) Analise densitométrica das bandas obtidas no
Western Blotting, através do programa LAS 3000, Analysis Image Gauge (Fuji film). A

expressdo de FMNLI € normalizada pela expressio de tubulina.

5. A expressdo da proteina FMNL]1 ¢ maior em LNH T quando comparada

a outros LNH e linfonodos reacionais

Biopsias congeladas de pacientes com LNH foram usadas para obter extrato
protéico para o estudo da expressdo da proteina FMNLI pela técnica de Western Blotting.
Foram incluidos no estudo as seguintes amostras: 22 LNH foliculares, 15 INH difusos de
grandes celulas B, 17 LNH T (ron-otherwise specified) e 5 linfonodos reacionais. Foi
observada expressio preferencial nos LNH em relagio aos linfonodos reacionais, sendo o
LNH-T com expresséo significativamente maior (LNH T vs linfonodo reacional, p=0.002;
LNH T vs LNH folicular, p=0.001; LNH T vs LNH difuso, p=0.012; teste Mann Whitney)
(Figura 10). A densidade das bandas de Western Blotting foi quantificada pelo programa
ImageJ e como controle da quantidade de proteina aplicada no gel, incubamos a mesma

membrana com anticorpe anti-actina.
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Figura 10: Analise por Western Blotting da expressio de FMNLI1 em diferentes amostras de
LNH e linfonodos reacionais. O grafico é um Box-and-Wisker da intensidade das bandas,
obtida através do programa Imagel, no qual foi feita a correcio da quantidade de amostra
aplicada no gel através da banda correspondente da expressdo de actina, *p<0,05 LNH T vs

OUutros grupos.

6. FMNL1 localiza-se no citoplasma de células Jurkat e de células mononucleares

de sangue periférico através da microscopia confocal

Células Jurkat e mononucleares de sangue periférico de individuos normais foram
submetidas & microscopia confocal. Para essa técnica, o nicleo das células foi marcado
com Jedeto de propidio, e visualizado em vermelho. A proteina FMNL] ¢ visualizada em

verde, e na Figura 11 ¢ observado um padr#io citoplasmatico de localizagio.

BIBLIOTECA CENTRAL
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A B

Figura 11: Imunolocalizagdo fluorescente de FMNLI1. (A) Células mononucleares de
sangue periférico de um individuo normal. (B) Células Jurkat. O nicleo celular é mostrado

em vermelho, pela marcagio especifica do DNA com lodeto de Propidio. FMNL] estd
localizada no citoplasma e € visualizada na cor verde.

7. FMNL1 é expressa no citopiasma de células Jurkat e de células
mononucleares de sangue periférico através da técnica de separacio de

fracées celulares

A Figura 12 mostra que a FMNLI ¢ expressa no citoplasma da linhagem celular
Jurkat, de células mononucleares de sangue periférico de um individuo normal e de um
paciente com LLC. Para a confirmacio da eficiéncia da separagio das fractes, 2 mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina, presente apenas no citoplasma e anti-

histona, encontrada somente no niicleo.
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Figura 12: Analise por Western Blotting da expressdo de FMNLI1 em fragGes celulares.
Células Jurkat ou mononucleares de sangue periférico (PBMC) de um individuo normal (&)
ou com LLC foram submetidas ao protocolo de separacio de fragSes celulares: citoplasma
(C) e nucleo (N). Os anticorpos anfi-actina ¢ anti-histona foram usados para incubar as

mesmas membranas como controles da eficiéncia da separagio.

8. FMNIL1 esta associada com AKT em células Jurkat e células

mononucleares de sangue periférico de um paciente com LLC

Com o objetivo de avaliar uma possivel interagdo da proteina FMNL1 com AKT,
imunoprecitagiio com anticorpo anti-AKT e incubagéio com anticorpo anti-FMNL1 foram
feitos em extrato total protéico de células Jurkat e também em células mononucleares de
sangue periférico humano de um paciente com LLC. Em ambos os casos houve a interagio
da proteina FMNLI com AKT (Figura 13 A e B). O ensaio reverso de imunoprecipitagio ¢
incubagio fo1 assim realizado: o extrato protéico de Jurkat foi imunoprecipitado com
anticorpo anti-FMNLTI e, além disso, algumas amostras foram imunoprecipitadas com uma
IgG de coelho ndo relacionada (controle negativo), e todos incubados com anticorpo anti-

AKT, confirmando a interagfo por imunoprecipitagio (Figura 12 C).
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Figura 13: Associacio de FMNL1 com AKT através da técnica de imunoprecipitagio em

células Jurkat (A) e em células mononucleares de sangue periférico de um paciente com
LLC (B). Quantidades iguais de extrato total protéico foram imunoprecipitadas (IP) com
anticorpo anti-AKT e a membrana incubada com anticorpo anti-FMNL1. (C) Ensaio
reverso: quantidades iguais de extrato total protéico de Jurkat foram IP com anti-FMNLI] e
incubadas com anti-AKT. Como controle negativo, algumas amostras foram IP com

imunoglobulina G (IgG3) ndo relacionada de coetho.

9. A associacfio da proteina FMNLI1 com AKT nfio é dependente da fosforilacfo
da AKT

LY-294002 é um inibidor de PI-3K (fofatidilinositol-3-kinase)} (VLAHOS et al., 1994).
A inativagio de PI-3K, através do tratamento com L.Y-294002, desencadeia o processo de

inativagio (defosforilagiio) da AKT. Células Jurkat (5x10° células/ml) foram tratadas,
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durante 2 horas, com diferentes concentragBes de LY-294002 e foi observado que 20mM da
droga eram suficientes para que ocorresse uma diminuigdo da fosforilagio de AKT (Figura
14). As células Jurkat foram escolhidas visto que apresentam um alto nivel de fosforilagio

de AKT (SHAN et al., 2000) e alta expressio da proteina FMNLI.

LY294002
Ctl 20mM  30mM 40mM

p-AKT

Figura 14: Anélise por Western Blotting da fosforilagio de AKT, com anticorpo anti-fosfo-
AKT (p-AKT) em células Jurkat, tratadas com diferentes concentragdes de LY-294002 (20
mM, 30 mM e 40 mM) e coletadas apds 2 horas de incubagao.

Além do mais, o mesmo extrato protéico de células tratadas foi sumetido a
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-AKT ¢ incubagio com anticorpo anti-FMNL1
(Figura 15). A associagfio da proteina FMNL1 com AKT foi observada com ou sem o
tratamento com LY-294002.

LY294002 (mM) LY294002 (mM)

490 30 20 ctl 40 30 20 ctl

IP anti AKT

Figura 15: Associagio de FMNL1 com AKT através da técnica de imunoprecipitagio em

células Jurkat. Quantidades iguais de extrato total protéico foram imunoprecipitadas (IP)
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com anticorpo anti-AKT e a membrana incubada com anticorpo anti-FMNL1, em células
sem tratamento (ctl) ou tratadas com diferentes concentragdes de LY-294002 (20 mM, 30
mM e 40 mM) durante 2 horas.

10.  Os dominios FH2 e FH3 da proteina FMNL1 associam-se com a

proteina AKT em estudos in vitro

As construgGes dos vetores foram as seguintes: para os dominios de FMNL] (FH2 e
FH3), fo1 usado um vetor com fag de GFP. Para a construgfio da proteina AKT, foi usado
um vertor com fag de HA. Com o uso de anticorpos especificos contra os tags dos vetores,
anti-GFP ou anti-HA, foi realizada imunoprecitagio e Western Blotting no exirato proteico
das celulas 293, ap6s 48 horas da tranfec¢fio. Na Figura 16 ¢ possivel observar que a
imunoprecipitagio com o anticorpo anti-GFP ¢ incubagio com o anticorpo anti-HA revelou

que ambos os dominios FH2 e FH3 se associam com a AKT,

IP: anti-GFP

FH2-GPF FH3-GPF
Mock FH2-GPF FH3-GPF  Akt-HA Akt-HA

— anti-HA

| — anti-GFP

Figura 16: Associagio dos dominios FH2 ¢ FH3 de FMNL1 com AKT. A linhagem celular
293 foi cotransfectada com as construges FH2-GFP ou FH3-GFP com AKT-HA. Apos 48

horas de transfecgfo, extrato protéico das células 293 foi imunoprecipitada (IP) com anti-
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anticorpo anti-HA. (B) A mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-GFP. Mock

sdo as c€lulas submetidas a todo o processo, sem receber os vetores (controle negativo).

11. A proteina FMNLI nfo se associa com outras proteinas presentes na via

de sinalizacdo da AKT

Com o objetivo de observar uma possivel associagiio da proteina FMNL1 com
outras proteinas presentes na via de sinalizagio da AKT, foram realizados estudos de
imunoprecipitagiio e Western Blotting utilizando extrato protéico da linhagem celular
Jurkat. A proteina upstream a AKT estudada foi a PI-3K e as proteinas donwstream a AKT
foram as seguintes: p70S6K, mTOR, Mdm?2 e Bad. N#io houve associacio de FMNL1 com
nenhuma das proteinas estudadas. Abaixo, um resumo da fungio de cada uma dessas
proteinas.

PI-3K: consiste em uma subunidade reguladora de 85 kDa e outra subunidade
catalitica de 110 kDa. A ativagiio de receptores tirosina kinase por diferentes fatores de
crescimento, de receptores acoplados 4 proteina G ou qualquer outro estimulo celular que
leve a ativagdo de PI-3K (fofatidilinositol-3-kinase) (AHMAD et al., 1999) desencadeia o
processo de ativagdo da AKT. Esta, por sua vez, determina uma seqiiéncia de eventos
bioquimicos amplamente regulados. Os produtos lipidicos da ativagdo de PI-3K (PIP; e
PIP;) funcionam como segundos mensageiros, servindo de sitios de ligacio de alta
afinidade para 0 dominioc PH da AKT (KLIPPEL et al, 1997, STECK et al., 1997;
STOKOE et al., 1997).

p7056K: 70 kDa nbossomal S6 kinase (p70S6K) € ativada por mitdgenos, fatores
de crescimento € hormdnios. Ativagdio do p70S6K, que ocorre via PIL-3K
(VANHAESEBROECK ¢ WATERFIELD, 1999), se d4 através de fosforilaciio de varios
sitios € o alvo priméario do p70S6K ativado € a proteina S6 ribossomal 40S, componente
principal da via envolvida em sintese protéica em células de mamiferos (BERVEN e
CROUCH, 2000).

mTOR: pertence a familia de proteina kinases que tem um dominio catalitico
homologo ao dominio presente na phosphatidylinositol 3-OH kinase. A fosforilagio do

mTOR no sitio Serina 2448, ¢ estimulado por insulina, mas também ¢é fosforilado pela AKT
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mTOR no sitio Serina 2448, ¢ estimulado por insulina, mas também ¢ fosforilado pela AKT
in vitro e também em resposta da ativagiio da AKT in vive. mTOR participa do controle da
fosforilagdo da lipina, que ¢ requerida para a diferenciagio de adipdcitos, e de dois
reguladores de tradugiio, p70S6K ¢ PHAS-1 (LAWRENCE et al., 2004).

Mdm2: ¢ uma oncoproteina e tem sido descrita como substrato de AKT. A
fosforilagio de dois sitios de serina de Mdm2 por AKT, leva a translocagio de Mdm?2 do
citoplasma para o niicleo (MAYO e DONNER, 2002). No nucleo, em condi¢des de niio
estresse, essa proteina tem um efeito “down” regulador na proteina supressora de tumor p53
(VARGAS et al., 2003).

Bad: pertence a familia Bcl-2. Quandoe fosforilado pela AKT, apresenta atividade
anti-apoptotica. A fosforilagéio de Bad impede sua ligagio ao Bel-X, €, conseqiientemente,
a inibigio de Bcl-Xp, uma proteina que quando ativada desencadeia a liberagio do
citocromo ¢ no citoplasma (DATTA et al., 1997).

A auséncia de ligacio de FMNLI com estas proteinas envolvidas na via de
sinalizaciio de AKT sugere que FMNLI se ligue especificamente a AKT, podendo ser
reguladora de sua atividade (Figura 17).

Fatores de crescimento

Sobrevivéncia
Proliferagao

Sobrevivéncia

Expressido de genes

Figura 17: Via de sinalizagfio resumida de AKT, mostrando as proteinas Mdm2, mTOR,
Bad, p70S6K ¢ a associagdo de AKT com FMNLI.
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12. O tratamento com agentes apoptoticos em linhagens celulares Jurkat e

KG1la leva a diminuicio da expressido de FMNL1

Células Jurkat foram tratadas com 0,45ng/ml de FasL, e coletadas em diferentes
tempos: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 90 minutos. Essas células foram processadas para
extragdo da proteina total ¢ submetidas 4 andlise da expressfio de FMNLI por Western
Blotting. FasL liga-se ao receptor Fas, que é um mediador de ativaglio de caspases. A
ativagdio das caspases, via Fas-Fasl, leva ao recrutamento da procaspase 8 e 10, as quais
sdo cltvadas em caspases ativas, levando & clivagem da procaspase 3 em caspase 3 ativa, a
qual ¢ a grande efetora da apoptose nessa via (KAUFMANN ¢ GORES, 2000). Pode-se
observar na Figura 18 que, apés 50 minutos de tratamento com FasL, ocorreu a clivagem
das caspases 8 ¢ 3 comprovando a ativagdo efetiva dessa via. E ainda, pode-se observar que

entre 60 ¢ 90 minutos de tratamento ocorre uma diminuicio da expressio de FMNLI.

Tempo (minuto)

0 10 20 30 40 50 60 90

FMNL1T-—» ——

Actina —»

Caspase 8 [_, —_

—>
Caspase 3 [ —

Figura 18: Anilise por Western Blotting da expressiio de FMNL1 em células Jurkat tratadas
com 0,45ng/ml] de FasL, coletadas em diferentes tempos: 0, 10 ,20 ,30, 40, 50, 60 & 90
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minutos. Como controle da ativagfio da via das caspases a mesma membrana foi incubada
com os anticorpos anti-caspase 8 ¢ 3. Como controle da quantidade de amostra aplicada no

gel, a expressdo de actina foi analisada.

As cclulas KGla (células leucdmicas mieldides) foram tratadas com diferentes
concentragdes de mitramicina: 100, 300 e 500 nM de droga e coletadas em dois tempos: 24
¢ 48 horas. O tratamento com mitramicina, embora nio atue diretamente no receptor Fas,
tambem conduz a ativagdio da via das caspases, através do TNF (DUVERGER et al., 2004).
Assim, na Figura 19, é possivel observar que com a concentraciio de 300nM, ocorre a
clivagem das caspases 8 ¢ 3 apds 48 horas, além da diminui¢iio da expressio de FMNL1. A
dose mais elevada (500nM) da droga leva & diminuigfio da expresséo de FMNLI, tanto com

24 e 48 horas de tratamento.

KGla

Mitramicina (nM) 100 300 500
Tempo(h) 0 24 48 24 48 24 48

FMNL1 — _ . -

Actin

Caspase 8 | PO7/pd5
P43/p41

p32
p10

Caspase 3

Figura 19: Anélise por Western Blotting da expressio de FMNL1 em células KG1a tratadas

com diferentes concentrages de mitramicina (100, 300 ou 500 nM), coletadas em
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ativagdo da via das caspases a mesma membrana foi incubada com os anticorpos anti-
caspase § e 3. Como controle da quantidade de amostra aplicada no gel, a expressao de

actina fol analisada.
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DISCUSSAO

61



No presente estudo, um novo gene humano, da familia das forminas, foi identificado
através das informagBes geradas pelo projeto Genoma do Cancer Humano (DIAS NETO et
al., 2000). Por apresentar expressio preferencial em tecidos linféides, inicialmente o novo
gene foi depositado no banco de dados do NCBI com o nome Formina Leucocitaria
Humana (mimero de acesso no GenBank AY278319). Posteriormente, baseando-se na
nomenclatura de novos genes e proteinas, aprovada pelo Gene Nomenclature Committee
HUGO (POVEY et al, 2001), 0 novo gene foi renomeado formin-like I, com a sigla
FMNLI.

Analises computacionals revelaram que este novo gene, FMNL I, esta localizado no
cromossomo 17, banda 17q21.31 ¢ é composto de 27 exons. O ¢cDNA possut 3959 bp e
codifica uma proteina de 1100 aminoacidos, a qual apresenta 3 dominios caracteristicos da
familia das forminas: FHI1, FH2 e FH3. Além disso, foi observado que a proteina
codificada pelo gene FMNLI ¢é ortdloga a outra proteina de mamifero descrita em
camundongos FRL (YAYOSHI-YAMAMOTO et al., 2000), sugerindo a conservaciio deste
gene durante a evolugio. Essas proteinas da familia das forminas sio bastante conservadas
e estao presentes em fungos, plantas e animais.

Analise por Northern Blotting em tecidos humanos normais revelou expressio
preferencial do RNAm de FMNL] em alguns tecidos: alta expressio em leucécitos de
sangue periférico, e expressGes menores em timo, baco, placenta e pulméo. Por outro lado,
n&o foi observada expressio do RNAm de FMNL] em musculo esquelético, tero, colon,
mtestino delgado, bexiga, coragdo, estdmago, préstata, cérebro e rim. Em contraste, o
RNAm de FRL, a seqii€éncia ortdloga de FMNLI, mostrou-se expresso na maioria dos
tecidos murinos normais (YAYOSHI-YAMAMOTO et al., 2000}. Curiosamente, o0 RNAm
de FMNL] mostrou-se expresso em diferentes linhagens neoplasicas, sendo que a linhagem
MOLT-4, denivada de leucemia linfobléstica T, apresentou a maior expressio.

Com a produgio de um anticorpo policlonal especifico para esta proteina, foi
possivel o estudo da sua expressio em diversos tecidos humanos. Dentre os tecidos
humanos normais, através da técnica de Western Blotting, foi observada eXpressao apenas
em celulas mononucleares de sangue periférico e em linfonodo. Qs outros tecidos normais
estudados como rim, bago, cérebro, estdmago, coracdo, intestino delgado, musculo

esquelético, figado e pulmdo no indicaram expressio de FMNLI.
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Além disso, subpopulages celutares de tonsilas normais foram estudadas quanto 2
expressdo da proteina FMNLI. As células CD19” apresentaram expressdo maior da proteina
em questdo, quando comparadas com as células CD19", que representam as células B. Da
mesma maneira, as células B foram separadas em duas subpopulagdes: naive
(CD19"/CD27) e meméria (CD197/CD27"), e estas comparadas quanto a4 expressio de
FMNLI. As células de memoéria, que possuem grande longevidade (GRAY, 1994; MANZ
et al, 1997; SCHITTEK e RAJEWSKY, 1990; SLIFKA e AHMED, 1998), apresentaram
expressdo preferencial. Esse resultado indica um possivel envolvimento da proteina
FMNLI na sobrevivéncia celular, visto que a proteina ortéloga em camundongos também
esta envolvida na transmisszo de sinais essenciais para a sobrevivéncia celular (YAYOSHI-
YAMAMOTO et al., 2000).

O estudo publicado com a proteina ortéloga de camundongo, FRL (YAYOSHI-
YAMAMOTO et al., 2000), mostrou que a superexpressao do dominio truncado de FH3
leva a diminui¢o da migracdio, inibicfio do crescimento celular e indugéio da apoptose na
linthagem celular de macréfago P338D1. Nesse mesmo estudo, mostrou-se que a associagio
de RAC com FRL parece ter um papel importante na reorganizagio do citoesqueleto de
actina, na adesdo e migragiio dessas células. Entretanto, com relacdo & apoptose, parece
improvével que a regulagio desse fendmeno seja feita através de sinalizacdo via RAC, uma
vez que FRL nio se associa 8 PAK (YAYOSHI-YAMAMOTO et al., 2000), o que levaria a
uma ativac3o da cascata INK/SAPK, uma das vias de regulagdo de apoptose. Desse modo,
a protefna ortéloga no camundongo estd envolvida na transmissio de um sinal essencial
para a sobrevivéncia celular, mas ainda n#o esté clara a via de sinalizacio envolvida.,

O estudo da expressio da proteina FMNLI em tecidos neoplésicos mostrou que,
dentre as linhagens celulares neoplésicas, a expressio foi maior em MOLT-4 e Jurkat,
quando comparadas com outras linhagens mieléides, indicando expressao preferencial da
proteina em neoplasia linféide. Além disso, alta expressdo da proteina foi observada em
celulas mononucleares de sangue periférico de 20 pacientes com LLC, quando comparadas
com celulas mononucleares de sangue periférico de individuos normais. Realmente, parte
deste novo gene, um cDNA incompleto, denominado KW-13, jé havia sido descrito como
um antigeno de tumor superexpresso em LLC (KRACKHARDT et al, 2002). Nesse

estudo, pela técnica SEREX (“serologic identification by recombinant expression
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cloning”), foi possivel identificar possiveis antigenos candidatos a imunoterapia na LLC.

KW-13 fo1 um dos antigenos identificados apenas nos pacientes com LLC.

Quando a expressio da proteina FMNL1 foi estudada em diferentes tipos
histologicos de LNH e em linfonodos reativos, novamente, fo1 observada expressio
preferencial no tecido neoplasico em relagio ao tecido normal. Nos tecidos humanos
normais, ha uma regulacéo fina do balango entre proliferagiio e morte celular e a dinamica
desse balango depende do tipo celular. Diferentemente, nos tecidos neoplasicos ha um
desequilibrio entre proliferagfic € morte celular, ocorrendo tanto o aumento na proliferacio
celular quanto a faléncia da célula neopldsica em entrar em apoptose ou morte celular
programada. Uma conseqiiéncia importante para as células que perdem a habilidade de
entrar em apoptose ¢ a provavel transmissdo de danos irreparaveis para as células filhas.
Outra implicagfio € em relagfo & terapia anticincer, pois as células neoplasicas podem
apresentar resisténcia a quimioterapia, decorrente de sua resisténcia de entrar em apoptose.
Assim, a descrigio de genes envolvidos na regulaco de proliferacdo ou morte celular na

celula neoplésica pode levar a novos alvos para as terapias anticincer.

Dentre os diferentes LNH e linfonodos reacionais, foi observada expressio da
proteina  FMNL1  significativamente maior no LNH-T. LNH-T representam
aproximadamente 10% a 15% de todos os linfomas, sendo esse tipo mais agressivo € 0s
pacientes apresentam um pior progndstico, quando comparados com 0s pacientes com LNH
B correspondentes. Assim, pode-se sugerir novamente o envolvimento da proteina FMNLI
com mecanismos anti-apoptdticos, que favorecem a agressividade desse tipo de LNH. Mais
uma vez, ¢ importante ressaltar que a identificacio de genes relevantes envolvidos na
patogénese do LNH-T, e que estejam relacionados com vias de sinalizagio regulatorias,
pode levar a novos candidatos para a terapia molecular nessa doenga (CORN e EL-DEIRY,
2002).

Com o uso do anticorpo policlonal anti-FMNL] também foi possivel determinar a
localizacio celular da proteina FMNLI. Estudos de localizagiio de proteina da familia da
formina sfio mais freqiientes em fibroblastos, e o0 padrio encontrado nessas células é a
localizagdo de formina nas membranas plasmaética e perinuclear (UETZ et al., 1996). Leder

e colaboradores demonstraram que formina IV, um membro da familia das forminas,
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candidato 4 participag@io da formagdo dos tubulos epiteliais renais (WOYCHIK et al., 1985;
ZELLER et al., 1989), esté localizada no ntcleo de fibroblastos, com pequena concentragio
na membrana (CHAN e LEDER, 1996). Outro estudo mostrou que formina IV em células
NIH3T3 esta localizada perinuclearmente, na membrana ¢ também dentro do ndcleo
(OROURKE et al., 2000). Esses estudos sugerem que em fibroblastos quiescentes, formina
IV esta localizada ao redor do nicleo. Ja em células epiteliais, mIMCD-3, formina IV foi
localizada na periferia de clusters celulares, nos sitios de contato célula-célula. Essa
localizagdo € similar & organizagao de actina, descrito para outras células epiteliais, quando
estas sdo cultivadas em confluéncia. Ein contraste com os estudos citados, FMNLI, em
celulas Jurkat ¢ em células mononucleares de sangue periférico de um individuo normal, foi
localizada no citoplasma, sem apresentar um padrdio similar & organizaciio de actina.

Analises em células Jurkat e em células mononucleares de sangue periférico de um
paciente com LLC revelaram a associagio de FMNL1 com AKT, sendo que esta associagio
¢ independente da ativagdio de AKT. Proteina Kinase B (PKB), também denominada AKT,
€ um importante regulador da proliferagio e sobrevivéncia celular. Ja foi demonstrado que
a ativagdo da via de sinalizagio da AKT leva & glicogénese, 4 sintese protéica, i captagho
de glicose ¢ a inducio da sobrevivéncia celular (CHAN et al., 1999; COFFER et al., 1998),
entre outras fungdes. Assim, se FMNLI] participa de algum mecanismo de sobrevivéncia
celular, como o sugerido com a proteina ortéloga, a interacio entre AKT € FMNL1 poderia
ser uma explicacdo para tal, sendo que os dominios FH2 e FH3 participam dessa
associagdio. Além disso, pode-se sugerir o envolvimento de FMNLI1 na regulacdo da
atividade de AKT ou que FMNL1 seja uma proteina de suporte para AKT.

Apoptose refere-se a uma forma especifica de morie celular programada e é
executada por proteases especificas, as caspases. Uma das vias da apoptose, chamada
exirinseca, € ativada através de receptores nas células como FasL, TNF, TRAIL, dentre
outros. Desse modo, a partir da ativago destes receptores, ocorre o recrutamento de varias
proteinas, entre elas, as caspases, que sdo as grandes efetoras da morte celular programada
(SHI, 2004). E notério que pouco se sabe da relagdo de forminas com a ativacgo da via das
caspases. Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho mostraram diminuicio da

expressao de FMNLI em linhagens celulares Jurkat ¢ KGla, apés tratamento com agentes
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apoptoticos, sugerindo a participacio de FMNL1 na via das caspases, talvez como alvo
direto que é consumido durante a ativacio desta via.

Finalmente, o presente estudo é o inicio da caracterizagio de uma nova proteina da
familia das forminas, FMNL!, identificada inicialmente em neoplasia de medula 6ssea,
através do projeto Genoma do Cancer. A expressio preferencial dessa proteina em tecidos
neoplasicos linféides, como mostrado até agora, sustenta a hipétese de que FMNL] esteja
envolvida na fisiopatologia dessas neoplasias hematolégicas, e pode ser candidata para

terapia alvo-especifico.
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. FMNLI possui 3959pb sem a cauda poli-A e apresenta um quadro aberto de leitura de

330Zbp. O novo gene estd localizado no braco longo do cromossomo 17 (banda

17q21.31).

O RNAm de FMNLI est4 expresso restritamente em alguns tecidos humanos normais:

leucocito de sangue periférico, timo, bago, placenta e pulmio.

Ha maior expressdo do RNAm de FMNL1 em linhagens neoplasicas se comparadas
com tecidos normais. Dentre as linhagens de células neoplasicas, observou-se
preferencialmente a expressio em MOLT-4, uma leucemia linfoblastica de célula T. J4
as linhagens HI-60, HelLa S3, K-562, linfoma de Burkitt, adenocarcinoma colorretal

(SW480) e carcinoma de pulmio (A549), apresentaram menor expressio.

Em relagdo & expressio da proteina FMNLI em tecido normal, observou-se fraca
expressao em linfonodo ¢ em células mononucleares de sangue periférico. MOLT-4 ¢
Jurkat, ambas linhagens celulares neoplasicas linfoides, apresentaram a maior eXpressio

em relacdo as linhagens celulares neoplasicas estudadas.

Em tonsilas normais, a subpopulagdo de células CD19" apresentou maior expressio da
proteina FMNL1 quando comparada com a subpopulacio de células CD19*. Além
disso, as células B de memoria (CDD197/CD27") apresentaram maior expressido quando

comparadas com as células B naive (CD19*/CD27).

Em celulas mononucleares de sangue periférico de 20 pacientes com LLC a eXpressio
for maior quando comparada com células mononucleares de sangue periférico de 10

mndividuos normais.

A proteina FMNL1 apresenta expressio preferencial em LNH em relagdo aos
linfonodos reacionais. Além disso, FMINL1 estd significativamente mais expressa no

grupo de LNH-T.

A proteina FMNL1 estd localizada no citoplasma de células Jurkat e de células

mononucleares de sangue periférico de individuos normais.

FMNLI esté associada com AKT, sendo que os dominios FH2 e FH3 participam dessa

interagiio. Essa associagdo nfo é dependente da ativagiio de AKT.
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10. O tratamento com agentes apoptoticos em linhagens celulares Jurkat ¢ KGla leva 4

diminuiciio da expressio de FMNLI.
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Absiract

The very large family of Formin proteins is involved in processes such as morphogenesis, embryonic differentiation, cell polarity,
and cytokinesis. A novel human gene from the Formin family, denominated human leukocyte formin gene, was cloned. The cDNA
of the gene was determined to be 3959 bp long with an open readin g [rame of 3302 bp and computational analysis located this gene
on chromosome 17, suggesting that it is composed of 27 exons. Northern blot analysis revealed a restricted expression of mRNA in
the thymus, spleen, and peripheral blood leukocytes in normal human tissues. Western blot analysis demonstrated that the protein
encoded by this gene is overexpressed in lymphoid malignancies; cancer cell lines and peripheral blood leukocyte from chronic
lymphocytic leukemia {CLL) patients, Furthermore, the human leukocyte formin protein was observed to associate with Akt, a

critical survival regulator in many different cell types.
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: Formin; Human leukocyte formin; Lymphoid malignancies; PKB/Akt

Formins are cytoskeleton-organizing proteins present
in fungi, plants, and animals that are implicated in
regulating cytokinesis, polarized growth, stress fiber
formation [1,2], and actin nucleation [3-5]. Formins
bear a proline-rich formin homology-1 (FHI1) domain,
which binds profilin [6], protein—protein interaction
modules (such as SH3 [7] and WW domains [8,9]), and
an adjacent FH2 domain that seems to induce actin
nucleation [4,5]. FH3 is located at the N terminus of
Formin-related proteins and is required for the intra-
cellular localization of Fusl in Schizosaccharomyces
pombe [10].

Recently, a mammalian member of the formin gene
family, formin-related gene in leukocyte (7)) [11], was
described in mouse. Fr! may play a role in the control of
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0006-291X45 - see front matter © 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
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reorganization of the actin cytoskeleton and also in the
regulation of the signal for cell survival in a murine
macrophage cell line [11].

We have cloned a novel human gene with the char-
acteristics of the formin-related genes, mainly expressed
in leukocytes, dencminated by us as human leukocyte
formin. The human leukocyte formin protein is ortho-
logous to the fi/ protein, in mouse [11]. In the present
study, we report the cloning and characterization of the
human leukocyte formin gene and the protein encoded
by it. In addition, the interaction of this new protein
with Akt in lenkemic cells is demonstrated, suggesting a
potential rele for the human leukocyte formin protein in
the Akt signaling pathway.

Materials and methods

Subjects,. Mononuclear cells from two normal controls and five
patients with chronic lymphocytic leukemia were obtained by Ficoll-
Hypaque gradient separation for Western blot analysis or flow
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cytometlry. Human tissues were obtained from autopsy. The National Western blotting. Equal amounts of protein were used lor total
Ethical Committee has approved the study. extracts or for immunoprecipitation with specific antibodies followed
Cell fines. Human cancer cell lines Jurkat, MOLT-4, K562, 1U-937, by SDS-PAGE and Western blot analysis with the indicated anti-
NB4, and HL60 were obtained from ATCC, Philadelphia, PA. bodies and ECL Western Blotting Analysis System  (Amersham
Compuiational analvsis. To identify new potential proteins as part Pharmacia Biotech, UK) as described {12,13]. Dr. Watanabe (Medical
of our functional genomics project, we searched the ORESTES da- Institute of Bioregulation, K.yushu University, Fukuoka, Japan) kindly
tabase (available at hup/fwvww ludwig.com.br) using a keyword provided the rabbit polyclonal antibody against Human Leukocyte
search against all expressed sequence tags (ESTs) classified as po- Formin. Polyclonal antibody against Akt was from Santa Cruz Bio-
tential paralogs. Among other ESTs, EST ILS-MT(208-210201-356- technoiogy (Santa Cruz, CA, USA). Rabbit polyclonal normal 1gG
fOI (GenBank Accession No. BI028393) was selected and further (Santa Cruz, CA, USA) was used as control far immunoprecipitation
analyzed through similarity searches against different databases and anti-actin antibody (Santa Cruz, CA, USA} was used as control
avallabic at the National Center for Biotechnology Information for immunoblotting.
{NCBI} using the BLAST search algorithm ({available at hutp:/ Flow cytometry. For intracellulur staining, a sample of the pe-
www.nebinlm nih gov/BLAST). Prosite database searches were per- ripheral blood leukocytes (1 x 10% cells) was collected and washed with
fermed at hilp/fwww expasy.cbr.nre.caftools, using the interProScan phosphate-buffered saline (PBS). Cells were fixed and permeabilized in
search tool. We also used the sim4 software (downloaded from hup:/ 250pl of Cytofix/Cytoperm solution (Pharmingen, CA, USA), for
www globin.ese.psi.edu) to compare Human Leukocyte Formin 20min, at 4°C in the dark. After the incubation, cells were washed
cDNA with its genomic DNA region to obtain the exon—intron twice in 1x Perm/Wash solution (Pharmingen, CA, USA). The cells
structure. were incubated with the rabbit polyclonal antibody anti-formin for
PCR and sequencing. The in silico inclusion of new sequences to our 20 min, at 4°C, and then washed and stained with FITC-labeling an-
transcript was confirmed experimentally using PCR. of Jurkat cell line tibody anti-rabbit IgG (Santa Cruz, CA, USA). An isotypic antibody
cDNA. The cDNA was obtained by means of reverse lranscription of {rabbit polyclonal) was used as control (Santa Cruz, CA, USA). These
Jurkat cell line poly(A}" mRNA using Superscript 11 (Invitrogen Life aliquots were mixed gently and incubated for 20min at 4°C in the
technologies). Primers were designed using the GeneRunner software dark, washed in Perm/Wash, and resuspended in staining buffer (PBS~
(available at htip:/fwww generunncr.com) and their sequences are BSA). Fluorescence cell analysis was performed with a FACS-calibur
available upon request. A schematic representation of the location of {Becton-Dickinson, CA, USA).

the primers in relation to the transcript sequence is depicted in Fig. 1.
Amplified products were purified and sequenced in an ABI310 prism
automated sequencer. The chromatograms obtained were assembled

using the Phred/Phrap/Comsed sofiware package (hitp:/fwww.phra- Results
p.org).

Rapid amplification of ¢DNA ends. The ¥ rapid amplification of Ideniification of the human leukocyte formin
cDNA ends (RACE) assays were performed according to the & RACE
System (Invitrogen Life technologies) protocol. Gene-specific primers In a search of the ORESTES database generated
were used for reverse Lranscription of the Jurkat cell poly(A)¥* mRNA, f he H C G Proj ‘; for E
RACE-PCR, and nested PCR (Fig, 1). 3 RACE was performed ac- rom the Human Cancer Genome Project [14], for ESTs
cording to the 3 RACE System (Life Technologies) protocel. In this similar to known cytoskeletal proteins (or proteins re-
case reverse ranscription was carried out using the 3 RACE adapter lated to them), the EST IL5-MT0208-210201-356-M1
primer (suppiied in the kit). RACE-PCR and nested PCR. were per- (GenBank Accession No. BI028593) was found. This

formed with designed primers (Fig. I).
Northern biotting. A 160 bp probe (primers [ and 2 as depicied in
Fig. 1} spanning a region with no conserved domains of human lgu-

EST, 314 bp, was isolated from bone marrow and ob-
served (o be similar to the Formin-related proteins. In an

kocyte formin was amplified from Jurkat cell line cDNA, labeled with attempt to obtain the full-len_gth sequence Of_this partial
[=-"2PJATP, and used for hybridization to poly(A)* mRNA isolated c¢DNA, we employed similarity searches against the hu-
from different normal human tissues {Human 12-lane Multiple Tissue man genome database at NCBI and used the genomic

Northern Bolt, and Human Muscle Multiple Tissue Northern Blot,
Human Multiple Tissue Northern Bolt 111, Clantech, CA, USA) and
from human cancer cell lines {(Human Cancer cell line Multiple Tissue

sequences obtained to search for new ESTs, which could
belong to the same transcript. Primers were designed

Northern Blot, Clontech, CA, USA). B-Actin was used as an internal (Fig. 1) according to the genomic sequence, covered by
control in all hybridization experiments. the ESTs, and PCR and sequencing of the Jurkat cDNA
4 455 950 1485 19;30 2475 29‘?{} 36'56 3861

26 4002 18 D505 03 28
s § \i/ 2n B n 620 M 3% ¥
Preprppp »r > > »  » >
[M—
5 €4 94 4 <4 <«
0443 30 41 321 25

413173413 0801 27 15070912

s LIV, #0 #

10

15
Fig. 1. Schematic representation of the set of primers designed to confirm the known eDNA sequence (1, 2, 3, 4, 5, 6, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43) and to obtain the 5’ and 3’ end sequences by RACE (RACE 5" 7to 17; RACE 3" 35, 37).

Primers } and 2 were used to produce the probe for Northern blot analysis. The known KWI3 sequence (GenBank Accession No. AF432213) is
represented by a filled rectangle and the novel identified 5 sequence is represented by an open rectangle.
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were used to validate the inclusion of new sequences into
the transcript. It was found that this new partial se-
quence was highly similar to Homo sapiens CLL-associ-
ated antigen KW-13 (GenBank Accession No.
AF432213), a 3435bp partial eDNA found in human
chronic lymphocytic leukemia (CLL). Again, primers
were designed according to this sequence (Fig. 1), and
PCR and sequencing methods validated our finding.
Rapid amplification of ¢cDNA ends (RACE) was also
performed to obtain the ¥ and 3’ end sequences. Using
this approach the whole coding sequence of this gene was
obtained and denominated human leukocyte formin.

The ¢DNA sequence of human leukocyte formin is
3950 bp without the poly(A) tail {GenBank Accession
No. AY278319) and has an open reading frame of
3302 bp that starts with an ATG codon at position 201
(Fig. 2), similar to the consensus Kozak initiation se-
quence (bearing a G at position +4 and an A at position
-3} [15], resulting in a 1100 amino acid-containing
protein. A potential polyadenylation signal was identi-
fied 9bp upstream of the poly{A) tail.

Analysis of the predicted protein sequence of human
leukocyte formin via a search of Protein-Blast, NCBI,

Start codon

ACCATGG
nos. 208

revealed the fi! protein, in mouse {11}, to be orthologous
to this protein. The human leukocyte formin protein
demonstrated the FH1, FH2, and FH3 domains, which
are highly conserved among formin-related proteins
(Fig. 3A). The FH1, FH2, and FH2 domains from hu-
man leukocyte formin present approximately 88%
identity to the mouse f#/ domains {Fig. 3B).

Genomic analysis of human leukocyte formin

Computer-generated genomic analysis revealed that
this novel gene presents similarity to one contig on the
long arm of chromosome 17 (band 17g21.31)%:
NT_010748.10 (Blastn score =3824). A sim4 compari-
son [16] of the chromosome 17 regions with the cDNA
sequence suggests that the gene is composed of 27 exons
(Fig. 2}, spanning a region of at least 30kb.

Expression of the human leukocyte formin gene i human
tissues and cell lines

Northern blot analysis of poly(A)™ RNA ijsolated
from a panel of different human normal tissues revealed

Polyadenylation
signal
AATAAA
pog. 3545
e —

g—Chromosome 174 - H-H—HH-HHHIHHE

pos. 3503
CTCTAGC
Stop codon

Fig 2. Schematic view of the penomic organization of human lenkocyte formin in chromoseme 17 (band 17g21.31). Vertical lines represent exons.
The whole coding sequence encompasses at least 30kb. Start codon, stop codon, and polvadenylation signal are indicated.
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Fig. 3. Protein stracture of human leukocyte formin and mouse fil. (A} Deduced amino acid sequence of the human leukocyte formin. The FHI
domain is indicated by a bold underline and FH2 by a thin broken line. The FH3 domain is mdicated by a thin underline. The peptide used for
antibody preparation is shown as an open rectangle. (B} Schematic presentation of human lenkocyte formin protein and /. Homology was con-
firmed by calculating the ratio of the number of identical amino acids from f#/ protein to the number of comresponding amino acids of human
leukocyte formin protein and is expressed as a percentage in each indicated region (hitp/fwww nebinlmnih. goviBLAST), The position of the first

and lust amino acids in each domain is shown.
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a mRNA band of approximately 4.4kb (Fig. 4).
Expression was restricted to the thymus, spleen, and
peripheral blood leukocytes in normal human tissues,
with a very low expression also observed in placenta and
lung. Among cancer cell lines, expression was observed
in HL-60, HeLa §3, K-562, Burkitt’s, SW 480, A549,
and G-36, with the highest expression observed in
MOLT-4, a lymphoblastic leukemia.
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Expression of human levkocyte formin protein in human
tisswes and cell lines

Western blot analysis was performed for different
normal human tissues and cancer cell lines to detect the
expression of the endogenous human leukocyte formin
protein. Among normal human tissues, no expression of
the protein was observed, with the exception of a low
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Fig. 4. Northern blot analysis of the human leukocyte formin gene in normal human tissues (A and B) and in human cancer cell lines {C). Primers
formin 1 and 2 were used to produce the probe. The amounts of loaded RNA were normalized by the level of B-actin mRNA.
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Fig. 5. Western blot analysis of various human normal tissues {A and B) and human cancer cell lines (B and C) for the expression of the human
leukocyte formin protein. Total tissue or cell extracts were blotted with rabbit anti-human leukocyte formin antibody and developed with the ECL
Western Blotling Analysis System. Membranes A and B were stripped and immunoblotted with anti-zetin antibody (Santa Cruz, CA. USA).
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Fig. 6. Flow cytometry of normal human peripherai biood leukocytes.
The histogram depicts anatysis of 10,000 event lymphocytes incubated
with anti-human leukocyte formin protein and stained with a sec-
ondary antibody conjugated with FITC. lsotype nonspecific control
antibodies were used (dot-dash underlined) to determine background
levels. The annoted percentage of positive cells (continuous underline)
was calculated by subtracting the mean channel fluorescence value
from the isotype control values.

expression in lymphonode and normal peripheral blood
leukocytes (Fig. 5). Conversely, a high expression of the
protein was detected in the lymphoid malignancies,
Jurkat cell line (acute T cell leukemia), MOLT-4 cell line
{tymphoblastic leukemia), and peripheral blood leuko-
cytes from chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients
{# = 3). Myeloid and myelomonocytic cancer cell lines;
K562, U-937, NB4 and HL&0 presented a lower ex-
pression (Fig. 3).

Flow cytometry studies confirmed the low expression
of the human leukocyte formin protein in normal pe-
ripheral blood lymphocytes (Fig. 6). The expression of
this protein was detected by flow cytometry only after
membrane permeabilization of peripheral bleod lym-
phocytes (Fig. 6) and the Jurkat and K362 cell lines
{data not shown), suggesting that the human Jeukocyte
protein is not located on the cell surface.

Association of human leukocyie formin with Akt in vivo

Previous evidence suggests that the orthologous
mouse protein, fr/, may be involved in cell survival sig-
naiing, since the overexpression of FH3-f#/ truncated
protein induces apoptosis in 2 macrophage cell line [11].
The mechanism of this signaling pathway, however, is
still unknown. Protein Kinase B, or Akt (PKB/Akt), has
emerged as an important regulator of cell survival [17],
In order to investigate whether the human lenkocyte
formin protein could be involved in the Akt signaling
pathway, the interaction between human leukocyte
formin and Akt was examined.

Immunoprecipitation analysis was carried out using
antl-Akt antibody. As shown in Fig. 7, human leukocyte
formin was co-immunoprecipitated with Akt in a protein

A B lC conwol P Al J;'{?‘

180K Da
I8: Huen ar brako cyte Farmin
Jiitheat rethy
B P igC conunt B Add t&% ‘}'_':‘f“
. 160KDa
—— RN Humran leukneyte formin
CLL cells

C i 1gG contral I[P Hurmr koo formin

F’Iﬁ: Akt

Fig. 7. Association of human levkocyte formin protein with Akt in
Jurkat cells (A} and in CLL peripheral blood teukocyte (B). Lysates
from the cells containing equal amounts of protein were immunopre-
cipitated (TP} with anti-Akt antibodies and immunoblotted (IB) with
anti-human lenkocyte formin antibodies. (A) Representative figure of
eight independent experiments and immunoprecipitation was carried
out in duplicate. (B) Representative figure of two independent exper-
iments and immunoprecipitation was carried out in duplicate, using
cells from CLL patients {n = 5). Total extract (TE) from CLL pe-
ripheral blood leukocyte andfor from Jurkat cells was used as positive
control for the immunoblotiing. (C) Reverse assay: lysates from Jurkat
cells containing equal amounts of protein were immunoprecipitated
(IP) with anti-human leukocyte formin antibodies {duplicate) and
immunoblotted (IB) with anti-Akt antibodies. (C) Representative fig-
ure of two independent experiments. All experiments were carried out
with rabbit polyclonal IgG control for IP. The Western blots were
developed with the ECL Western Blotting Analysis System.

Jurksceelx

extract of the Jurkat cell line (Fig. 7A) and in peripheral
blood leukocytes from CLL patients (# = 5) (Fig. 7B).
To double check this interaction, we performed a reverse
assay (Fig. 7C); Akt was co-immunoprecipitated with
human leukocyte formin in the protein extract of Jurkat
cell, indicating that human leukocyte formin protein
associates with Akt in vivo. As a negative control for ali
assays, we used a rabbit polyclonal IgG, When Jurkat
cell lysates were immunoprecipitated with rabbit poly-
clonal IgG and immunoblotted with anti-Akt or anti-
human leukocyte formin, no band was observed (Fig. 7).

Discussion

We, herein, report the identification of a novel human
gene, related to the formin family, which demonstrates a
restricted expression in lymphopoietic tissues and cancer
cell lines, This new gene was denominated human leu-
kocyte formin (GenBank Accession No. AY278319).
The identification of a previeusly reported orthologous
mouse gene (GenBank Accession No. AF006466) [11]
indicates that this human leukocyte formin might belong
to a protein family conserved through evolution. This
new gene is located in chromosome 17, band 174¢21.31
and composed of 27 exons. The cDNA is 3959 bp long
and codes for an 1100 amino acid protein, containing
the FHI, FH2, and FH3 domains, characteristic in all
formin-like proteins.
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Northern blot analysis of normal human tissues
demonstrated a restricted expression in peripheral blood
leukocytes, spleen, and thymus, in contrast to the or-
thologous mouse gene, which had a much more wide-
spread expression [11]. Among different human cancer
cell lines, MOLT-4, a lymphoblastic leukemia cell line,
presented the highest expression. Western blot showed
no expression of human leukocyte formin protein in
normal tissues, except for a low expression in lym-
phonode and peripheral blood leukocytes, Conversely,
the human leukocyte formin protein was overexpressed
in Jurkat and Molt-4 cell lines and chronic lymphocytic
leukemia (CLL) cells. Indeed, part of the human lev-
kocyte formin gene, named KW-13, has already been
described as a tumor antigen overexpressed in CLL [1§]
{GenBank Accession No. AF432213). The pattern of
expression of the KW-13 antigen mRNA was similar to
that of the human leukocyte formin gene; however, the
authors did not report protein studies.

Flow cytometry studies confirmed the low expression
of the human leukocyte formin protein in normal pe-
ripheral blood lymphocytes. The expression of this
protein was detected by flow cytometry only after
membrane permeabilization of cells, suggesting that the
human leukocyte protein is not located on the cell
surface.

It is important to point out that a high expression of
human leukocyte formin protein was observed in lym-
phoid malignancies. In fact, the protein was overex-
pressed in Jurkat and Molt-4 cell lines as well as in CLL
peripheral blood leukocytes. Interestingly, in lymphoid
malignancies, lack of PTEN has been described. PTEN
is a tumor suppressor gene that is mutated/deleted in
a variety of different human tumors. Cells lacking
PTEN have elevated levels of PtdIns(3,4,5)P; and
PtdIns(3,4,5P; and constitutive activation of PI3K
signaling pathways including high basal levels of PKB/
Akt function [19-21]. Many T leukemia cell lines lack
PTEN and, consequently, have high basal levels of PKB
activity [21,22]. The Jurkat cell line, for example, pre-
sents high basal levels of PKB activity. The absence of
PTEN protein in B-CLL with normal PTEN genotype
has been recently demonstrated, suggesting that this
phosphatasc has a role in the molecular pathology of
B-CLL [23]. The fact that the overexpression of human
leukocvte formin protein is only observed in cells that
coincidently have a deregulation of PTEN expression
suggests a relationship between these two phenomena.

Studies performed in the orthologous mouse protein
[11], £/, showed that the overexpression of truncated
FH3 domain-f#! leads to a decrease in migrating activity,
inhibition of cell growth, and induced apoptotic cell
death in a macrophage cell line. These results suggest
that f¥/ may play a role in the control of reorganization
of the actin cytoskeleton in association with Rac and
also in the regulation of the signal for cell survival;

however, the pathway involved in cell survival is still
unknown. In recent years, Akt has emerged as a critical
survival regulator in many different cell types. We found
an association between Akt and human leukocyte for-
min protein in Jurkat cells and peripheral blood leuko-
cytes from CLL patients. The interaction between Akt
and human leukocyte formin protein suggesis a poten-
tial role of this human leukocyte formin protein in the
Akt signaling pathway. In Jurkat cells, Akt is constantly
activaied and membrane localized, but the mechanism
for regulation of membrane bound Akt activity is un-
known. Alternatively, the association of Akt and human
leukocyte formin may aid in the regulation of the PKB
activity.

Finally, we have identified 2 novel human gene,
human leukocyte formin, overexpressed in lymphoid
cancer cells and associated with Akt. Future studies to
describe the function of this protein should be per-
formed to better understand its role in the cancer
molecular pathology of CLL.
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