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Resumo

A identificacdo e caracterizagdo estrutural e funcional de genes diferencialmente expressos
entre tecidos tumorais e normais constituem etapas fundamentais para permitir a
compreensdo do processo neoplasico e o desenvolvimento de novas estratégias anti-
tumorais. Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1 (ANKHDI) foi inicialmente
identificada em células de adenocarcinoma de préstata humano (LNCaP), no ano de 2003.
Entretanto, seu padrdo de expressao e sua funcéo ainda ndo haviam sido caracterizados. A
ANKHDI1 ¢ uma proteina ortdloga a Multiple Ankyrin repeat and single KH domain
(Mask) da Drosophila melanogaster. Mask foi identificada através de um rastreamento
genético utilizado para detectar novas proteinas associadas a proteina tirosina fosfatase
Corkscrew (CSW), homdloga a Src Homology-2 domain-containing protein tyrosine
Phosphatase-2 (SHP2) humana. SHP2 ¢ uma fosfatase de tirosina citoplasmatica codificada
pelo gene PTPNII e exerce papel fundamental no desenvolvimento da hematopoese
normal e leucémica. Os objetivos gerais do presente estudo foram caracterizar o padrio de
expressio génica de ANKHD1 em células hematopoéticas normais e leucémicas e verificar
sua funcdo nos processos celulares. Neste estudo foi demonstrado que o gene ANKHD1
localiza-se no cromossomo 5, possui varios transcritos variantes possivelmente gerados por
mecanismos de clivagem alternativa e codifica proteinas com dominios de repetigdes de
anquirina. A regido promotora desse gene possui varios elementos regulatérios importantes
como sitios de ligagdo ao fator de transcricdo GATA-1 e sequéncias ricas em dinucleotideos
CG, as ilhas CpG. A expressdo do gene ANKHDI e de algumas de suas variantes em
tecidos normais ¢ em linhagens de células neoplasicas foi detectada em intensidades
variaveis. Em modelos de diferenciagéo e proliferagdo celular foi demonstrado o aumento
da expressdo desse gene ao longo desses processos. No entanto durante o processo de
apoptose observou-se diminui¢do na expressdo de ANKHDI e transcritos variantes. Em
células de pacientes diagnosticados com Sindrome Mielodispldsica (SMD) foi constatada
baixa expressio de ANKHDI. Durante a diferenciagdo eritréide de células CD34" obtidas
de medula 6ssea desses pacientes ndo foi observado o aumento da expressdo do gene

ANKHDI e do fator de transcricdo GATA-1 como era esperado. As células mononucleares
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de pacientes com SMD tratadas com decitabina, um agente desmetilante, apresentaram
aumento na expressio do gene ANKHDI em comparagdo as células ndo tratadas. O mesmo
foi observado em células CD34" tratadas durante a diferenciacdo eritréide. No entanto em
células de pacientes com Leucemia Mieldide Aguda (LMA) e com Mieloma Multiplo
(MM), caracterizadas pela proliferacdo e resisténcia aos mecanismos de apoptose, foi
demonstrada a alta expressio do gene ANKHDI e de seus transcritos variantes. A
associacdo da ANKHDI1 com SHP2 foi identificada através de Western Blotting, em células
da linhagem de MM denominada RPMI 8226. Foi observada a diminui¢do da expressdo do
gene ANKHD 1 nessas células quando induzidas ao processo de apoptose por dexametasona.
Em conclusio o presente estudo identificou ANKHD] e alguns de seus transcritos variantes
como um novo gene com perfis de expressao variados em células hematopoéticas normais e
neoplasicas, demonstrou seu envolvimento em processos celulares basicos a manutencgéo da
homeostase e a sua associagdo com SHP2 em Mieloma Multiplo. ANKHDI1 pode estar
envolvida com o fenotipo anormal da célula neoplésica através de uma possivel fung¢do na
via da apoptose. Os achados aqui descritos sugerem que ANKHDI1 pode ser uma molécula
alvo para a terapia de neoplasias, e permitirdo direcionar novos estudos com o objetivo de
melhor elucidar as fungdes especificas de ANKHD1 em diferentes células hematopoéticas

normais e neoplasicas.
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Abstract

The identification and the structural and functional characterization of genes differentially
expressed between tumors and normal tissues are fundamental steps towards the
understanding of the neoplastic process and the development of new anti-cancer strategies.
The Ankyrin Repeat Single KH Domain containing 1 (ANKHDI) was first described in
humans in a prostate carcinoma cell line LNCaP, in 2003; however, the expression pattern
and function of ANKHDI1 have not yet been described. ANKHD1 is an orthologous protein
of the Drosophila melanogaster, MASK (Multiple Ankyrin repeat and single KH domain),
where it was first identified using a genetic screen designed to discover proteins that
interact with the protein tyrosine phosphatase Corkscrew (CSW), which is a homolog to the
SH2-containing protein tyrosine phosphatase (SHP2) in humans. SHP2 is a cytoplasmic
protein-tyrosine phosphatase, coded by the PTPNI1 gene and plays an important role in the
development of normal hematopoiese and leukemogenesis. The aim of the present study
was to characterize the gene expression pattern of ANKHDI in normal and leukemic
hematopoietic cells and to determine their function in cellular process.This study has
demonstrated that the ANKHDI gene is located on chromosome 5, this gene has several
possible variant transcripts generated by splicing alternative mechanisms and encodes
proteins with domains of ankyrin repeats. The promoter region of this gene has several
regulatory elements such as the transcription factor GATA-I binding sites and rich
sequences in dinucleotide CG, CpG islands.The expression of the ANKHD1 gene and some
of the gene’s variants in normal tissues and neoplastic cell lines was detected in different
intensities. The increase in the expression of this gene was demonstrated using cellular
differentiation and proliferation models. However, during the process of apoptosis, a
decrease in the expression of ANKHDI transcripts variants was observed. In the cells of
patients with myelodysplastic syndrome (MDS), a low expression of ANKHDI was
observed. During erythroid differentiation of CD34" cells obtained from the bone marrow
of these patients, no increase in the expression of ANKHDI gene and transcription factor
GATA-1 was observed, as expected. The mononuclear cells of MDS patients were treated
with decitabine, a demethylation agent, and showed an increase in the ANKHDI gene
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expression compared to untreated cells. The same was observed in CD34" cells treated
during erythroid differentiation. However in cells of acute myeloid leukemia (AML) or
Multiple Myeloma (MM) patients, characterized by  proliferation and resistance
mechanisms of apoptosis, the high expression of gene transcripts ANKHD1 and its variants
was demonstrated. The association of SHP2 with ANKHD1 was identified by Western Blot
in RPMI 8226 MM cell line. A decrease in the ANKHDI gene expression in these cells
when the process of apoptosis was induced by dexamethasone was observed. In conclusion,
this study identified ANKHD I and some of gene’s transcripts variants as a new gene with a
variable expression profile in normal and neoplastic hematopoietic cells. The study has also
demonstrated the involvement of the ANKHD in basic cellular processes, which maintain
homeostasis and the association of ANKHDI1 with SHP2 in multiple myeloma. ANKHDI1
may be involved with the abnormal phenotype of tumor cells through a possible role in the
apoptosis pathway. The findings herein described suggest that ANKHD1 could be a
molecular target for neoplasic disease therapy and could guide further studies towards a
better elucidation of the specific functions of ANKHDI1 in normal and neoplasic

hematopoietic cells.
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Consideracgdes Gerais

O processo de neoplasia ¢ caracterizado por um actimulo sucessivo de mutagdes
génicas em determinada linhagem celular ou por fendomenos epigenéticos, ocasionando
desregulacdo das vias de sinalizacdo celular e conseqiientemente mudancas nas fungdes
exercidas pelas proteinas celulares, conferindo a célula um funcionamento andémalo,
escapando dos mecanismos fisioloégicos de controle do crescimento e proliferagdo celular
(Lerario et al., 2005). Cada célula expressa diferentes conjuntos de genes, em niveis
diferentes, como resultado da diferenciacdo, do desenvolvimento, influéncias ambientais,
enfermidades ou tratamentos. Cada situa¢ao fisiologica pode, entdo, ser identificada por um
perfil especifico de transcricdo (transcriptoma) ou de produtos protéicos (proteoma).
Importante passo para a compreensdo dos processos fisiopatoldégicos das neoplasias ¢ a
identificacdo de genes ativamente expressos ¢ das fung¢des bioldgicas de cada proteina

codificada por estes genes.

Varios tipos de abordagens tém sido usados para a identificacdo de novos genes
humanos. Algumas destas técnicas se baseiam na comparacdo das diferengas na abundancia
de transcritos de RNA entre duas populagdes celulares, uma normal e outra neoplasica,
como a biblioteca subtrativa, distribuicdo diferencial (differential display), analise seriada
de expressdo génica (SAGE) (Dahia, 2002). As analises in silico aliadas a técnica de
seqlienciamento das seqiiéncias expressas, tanto ESTs (“expressed sequence tags™) como
cDNAS completos (“full length”) também tém colaborado para a identificagdo de novos
genes. Além disso, este tipo de abordagem tem a capacidade de identificar transcritos
alternativos de um gene bem como contribuir para a defini¢do do padrido de sua expressido

no tecido e durante o desenvolvimento (Camargo et al., 2002).

O Projeto Genoma Humano do Cancer, uma parceria da FAPESP com o
Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer, foi responsavel pelo seqiienciamento de um
milhdo de seqiiéncias génicas expressas (ESTs), provenientes de diferentes tecidos humanos
neoplasicos por meio de uma estratégia denominada de Open Reading Frame ESTs
(ORESTES). Grande parte destas seqiiéncias foram depositadas no GeneBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov), banco de dados de acesso publico mantido pelo NCBI (National

Center for Biotechnology Information). Espera-se que as informacgdes geradas por esse
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projeto sejam traduzidas em conhecimento sobre novos genes humanos e uma maior
compreensdo sobre o intrincado mecanismo de interagdo entre genes e proteinas no controle
do desenvolvimento e regulagdo dos diferentes sistemas bioldgicos e como conseqiiéncia o
desenvolvimento de novas drogas, diagndstico mais precoce, tratamento das doengas com

menos efeitos colaterais e um trabalho mais efetivo de prevengio.

O interesse demonstrado pelo grupo de pesquisa do Hemocentro da Unicamp na
identificacdo e caracterizacdo de novas proteinas homologas as proteinas citoesqueléticas,
relacionadas a neoplasias, levou ao uso do banco de dados gerado pelo Projeto Genoma
Humano do Céncer e selegdo de varias ESTs, dentre as quais uma foi de especial interesse,
a EST RC3-CT0255-2001000-024-c05 (nimero de acesso AW854359). Esta EST, obtida a
partir de cDNA de neoplasia de colon, apresenta semelhanga com a anquirina II humana,

importante proteina do citoesqueleto.

Citoesqueleto e familia das anquirinas

O citoesqueleto é uma importante estrutura celular composta por um extenso
complexo protéico oligomérico (Beck et al., 1997), presente na superficie citoplasmatica
das membranas celulares. A composi¢ao de proteinas do citoesqueleto difere nos diversos
compartimentos e nos diversos tipos celulares, refletindo a diversidade de fungdes das
diferentes membranas. Existem diferentes classes de proteinas capazes de se associarem
para formar uma rede oligomérica bidimensional (Bennett et al., 1993, Pascual et al., 1997,
Beck et al., 1998). Dentre as mais conhecidas encontramos as proteinas da familia das
anquirinas. A anquirina funciona como um adaptador molecular, mediando as interagdes
entre diferentes proteinas integrais da membrana (transportadores, receptores e proteinas

adesivas) e componentes do citoesqueleto (Bennett & Healy, 2007; Peters & Lux 1993).

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

em outros tecidos epiteliais (Gascard & Mohandas 2000).

As anquirinas sdo proteinas globulares e possuem caracteristicas estruturais
altamente conservadas tais como repeti¢des sucessivas de 33 aminoacidos e cuja fungdo ¢
realizar a ligagdo com dominios de varias proteinas (Peters et al., 1993; Bork, 1993). Estas
repetigdes, denominadas repetigdes de anquirina, encontram-se presentes em um grande
numero de proteinas funcionalmente diferentes, bem como em diversos organismos, desde

virus a humanos (Sedgwick et al., 1999, Rubtsov et al., 2000).

Esta ampla distribuigdo filogenética inclui: a) os dominios citoplasmaticos das
proteinas de membrana envolvidas na diferenciacdo celular, como as proteinas Linl2 e
Glp-1 de Caenorhabdites elegans e a proteina Notch de Drosophila (Austin & Kimble,
1989); b) proteinas citoplasmaticas envolvidas na regulacdo do ciclo celular, como as
proteinas SW16 e SW14 de Saccharomyces cerevisiae e CDC10 de Saccharomyces pombe,
onde estas repeti¢des foram observadas pela primeira vez (Breeden & Nasmyth, 1987) e ¢)
proteinas envolvidas na regulagdo da transcri¢do, como o fator de transcricio GABP50 ¢ a
proteina IkB, inibidor da proteina NF-kB, um fator de transcri¢do ubiquo (Blank et al.,

1992; Jacobs & Harrison, 1998).

Uma proteina com um dominio protéico semelhante ao dominio de repeticdo da
anquirina e com atividade oncogénica foi descrita no figado e, quando altamente expressa,
reduz a estabilidade da proteina RB1 (Higashitsuji et al., 2000). Esta proteina foi
denominada ganquirina e parece ser crucial para regulac@o do ciclo celular nos hepatdcitos,
sugerindo que este dominio especifico da anquirina pode ser importante no controle do

ciclo celular e levar a transformacéo oncogénica.

Outra proteina que contém repeti¢cdes de anquirina e pode estar envolvida com

o controle do ciclo celular ¢ a proteina 53BP2, que se liga a proteina supressora de tumores
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p53 (Gorina & Pavletich, 1996). Muitas outras proteinas incluem estas repeti¢des (Peters &
Lux 1993). O sucesso evolutivo destas repeti¢des se deve, provavelmente, ao fato de
constituirem um moddulo versatil de geracdo de interfaces de dimerizagdo altamente
especificas, que tém sido moldadas pela evolugdo para interagir com diferentes proteinas e

até mesmo com o DNA (Peters & Lux 1993).

Possivelmente, muitas outras proteinas humanas contendo repeticdes de
anquirina devem existir e ainda ndo foram identificadas. A clonagem e caracterizagdo
destas novas proteinas vao aumentar o entendimento sobre a diversidade de processos

celulares nos quais este dominio pode estar envolvido.

Novos genes que codificam proteinas com repeticoes de anquirina

Em relacdo a EST RC3 por nos selecionada neste estudo em razdo da sua alta
homologia com a anquirina II humana, resultados preliminares obtidos por analise de
Northern Blotting Multitecidual, utilizando como sonda a sequéncia de cDNA da EST RC3,
revelaram a presenga de um RNAm de aproximadamente 8Kb e um RNAm de
aproximadamente 2,2Kb. Ambos o0s transcritos sdo expressos na maioria dos tecidos
analisados, sendo mais abundantes na musculatura esquelética e na placenta (Figura 1). A
proteina representada pela EST RC3-CT0255-200100-024-c05, parece desempenhar uma
fungdo importante, ja que o RNAm parece ser expresso em todos os tecidos humanos

analisados, embora com diferentes niveis de expressao.

Esta EST foi alinhada com sequéncias do Genoma Humano por meio de analise
in silico, utilizando-se o programa Basic Local Alignment Search Toll (BLAST)
disponibilizado no enderego www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST do NCBI. Foram encontradas
3 seqiiéncias parciais de cDNA com alta homologia a sequéncia obtida a partir da EST
RC3: uma seqiiéncia do GenBank (BC009420) e duas sequéncias referéncia (RefSeq) do
NCBI que codificam para a proteina hipotética denominada FLJ20288, as seqiiéncias

XM 015814 ¢ NM_024668.
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Figura 1: Analise da expressdo da EST RC3-CT0255-200100-024-c05 através de Northern

Blotting de tecidos normais.

Posteriormente encontramos as sequéncias génicas denominadas Human
Multiple Ankyrin repeats, Single KH domain (hMASK - AF521882) e Human Multiple
Ankyrin repeats, Single KH domain Binding Protein 3 Alternative Reading Frame
(hMASK-BP3 “*) . AF521883) descritas por Poulin e colaboradores (Poulin et al., 2003).
Através da revisdo de nomenclatura realizada pelo HUGO Gene Nomenclature Committee

(HGNC), a denominagdo #MASK foi substituida por ANKHD1 (Ankyrin Repeat Single KH
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Domain containing 1). Todas essas seqiiéncias codificam proteinas com repetigdes de

anquirina mas a func¢ao especifica desempenhada pelas mesmas permanece desconhecida.

No estudo de expressdo génica realizado por Poulin e colaboradores, os dois
genes identificados apresentavam alta homologia com o gene Mask da Drosophila

melanogaster.

A proteina MASK foi inicialmente descrita em Drosophila através do estudo
génico com o objetivo de identificar genes que se associavam com a proteina tirosina
fosfatase Corkscrew (Csw), cuja ortdloga em humanos ¢ a proteina Src Homology-2
domain-containing protein tyrosine Phosphatase (SHP2), também uma tirosina fosfatase.
Os estudos em Drosophila evidenciaram a participacdo da MASK nas vias de sinalizagdo
tirosina quinase através de sua associagcdo com a Csw e seu papel essencial na proliferacio,
sobrevivéncia e diferencia¢do dos fotorreceptores dos olhos da Drosophila (Smith et al.,
2002). Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram que ha interagdo de
ANKHDI com a fosfatase SHP2 em células leucémicas (Traina et al., 2006). SHP2 ¢ uma
fosfatase de tirosina, codificada pelo gene PTPNII, e em condi¢des normais é um
componente positivo nas diversas cascatas de sinaliza¢do induzidas por varios estimulos,
incluindo fatores de crescimento, citocinas, hormonios, antigenos, matriz extracelular,
desempenhando um papel regulatorio no crescimento celular, transformagao, diferenciagéo,
adesdo e migragdo (Bentires-Alj et al., 2004). SHP2 tem sido considerada uma importante
proteina efetora na sinalizagdo em varios outros tipos de neoplasias ¢ em diferentes

contextos (Chan et al., 2008).

Diante da diversidade de processos biologicos nos quais proteinas contendo
repeticdes de anquirina podem estar envolvidas (Bork, 1993, Peters & Lux, 1993) ¢ a
importancia das proteinas adaptadoras em processos de sinalizacdo celular, tivemos o
interesse em estudar o gene ANKHDI e seus transcritos variantes em tecidos humanos
normais ¢ neoplasicos, assim como observar sua modulacdo em alguns processos
bioldgicos, analisar o perfil de expressdo em neoplasias hematologicas tais como Sindrome

Mielodisplasica, Leucemia Aguda e Mieloma Multiplo.
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Sindromes Mielosdisplasicas

As sindromes mielodisplasicas (SMD) compreendem um grupo de distirbios
hematoldgicos caracterizado por citopenias, hemopoese defeituosa ¢ medula dssea
geralmente hipercelular. Anemia grave, causada principalmente pelas altas taxas de
apoptose nos progenitores eritroides, ¢ um dos sintomas predominantes nos pacientes com
SMD levando a dependéncia de transfusdo sanguinea. A displasia de pelo menos uma
linhagem celular: mieldide, eritréide ou plaquetaria e a evolucdo de 30 a 40% dos casos
para leucemia mieldide aguda (LMA) sdo aspectos marcantes desta sindrome (Sloand et al.,
2007; Tehranchi et al., 2005; Magalhaes & Lorand-Metze, 2004). A patogénese ¢ complexa
e envolve mecanismos genéticos (perda ou multiplicacdo de material genético e alteracdes
estruturais), epigenéticos (hipermetilacio do DNA) e imunolégicos (Jadersten &

Hellstrom-Lindberg, 2008; Nolte & Hofmann, 2008, Hopfer et al., 2007).

As mielodisplasias foram classificadas em 1982 pelo grupo cooperativo franco-
americano-inglés (FAB), nas seguintes categorias: anemia refrataria (AR), anemia refrataria
com sideroblastos em forma de anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos
(AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformagao (AREBt), ¢ leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC), apresentando dentre estas classes um aumento

progressivo no numero de precursores imaturos na medula (Mallo et al., 2008).

A excessiva apoptose intramedular ¢ um dos mecanismos implicados na
hematopoese ineficaz observada nesse grupo de doengas. De acordo com estudos prévios, o
aumento nas taxas de morte celular ¢ mais pronunciado nos estagios iniciais da doenga do
que nos estdgios mais avancados, e a progressdo para leucemia mieldide aguda ¢
acompanhada por redugdo na apoptose e bloqueio na diferencia¢do mieldide (Figura 2). As
vias de sinalizag¢do celular que desencadeiam a apoptose nas SMD, entretanto, permanecem
apenas parcialmente elucidadas (Braun et al., 2005; Yamamoto et al., 2004; Claessens et

al., 2002).
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Figura 2: Miiltiplos passos que caracterizam a patogénese na Sindrome Mielodisplasica
(SMD). Inicialmente, alteragcdes genéticas nas células tronco hematopoéticas podem
ser causadas por agentes quimicos, radiagdo, drogas citotoxicas ou mutacdes
enddgenas. O acumulo de vérias alteracdes nestas células afetam o controle do ciclo
celular, da transcricdo de supressores tumorais resultando na expansio de um clone de
células andmalas causando aumento nos niveis de apoptose nos estagios iniciais da
SMD. Alteragdes adicionais em genes supressores tumorais, oncogenes € a
hipermetilacdo de genes criticos levam a transformagdo em leucemia que &
caracterizada pela diminui¢do nos niveis de apoptose e diferenciagdo e aumento da

proliferacdo celular.

Dados na literatura t€ém demonstrado o envolvimento de ambas as vias da
apoptose na mielodisplasia, as vias extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca (mitocondrial)
mas com maior predominio desta ultima (Jadersten & Hellstrom-Lindberg, 2008). A
indu¢o da apoptose ocorre pela ativagdo seqiiencial das caspases iniciadoras (procaspase 8,

9 e 10) e das caspases efetoras (caspases 3, 6 ¢ 7) através de sinais desencadeados por
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fatores como danos ao DNA, deprivagao de nutrientes ou de fatores de crescimento, niveis

aumentados de espécies reativas de oxigénio entre outros (Grivicich, et al., 2007).

As caspases sdo proteases que quando ativadas clivam alvos celulares como a
polimerase Poly(ADP-ribose), proteinas quinase dependente de ligagdo ao DNA, proteina
quinase delta C (PKC) entre outros substratos levando a inibigdo de proteinas anti-
apoptoticas como NF-kB, BCL2 e de proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) (Nolte &
Hofmann, 2008; Timmer & Salvesen, 2007; Chauhan & Anderson, 2003) e
conseqiientemente a morte celular. No entanto, a ativagao limitada destas mesmas enzimas
esta associada a diferenciacdo das células eritrdides e de macrofagos. Assim, disturbios nas
vias de sinalizagdo celular como RAS/MAPK, PI3K, fortemente relacionadas aos processos
de diferenciacdo e proliferacdo eritroide, estdo implicados na fisiopatologia da
mielodisplasia, principalmente as de baixo risco, por ocasionar ativacdo excessiva das
caspases e conseqiiente apoptose de precursores eritroides (Droin et al., 2008; Fontenay &

Gyan, 2008).

Células eritroides em fase de diferenciag@o e maturagao sao protegidas da morte
celular pelo horménio eritropoetina (EPO). Surpreendentemente, a ativa¢do de caspases
especificas sdo necessarias a diferenciacdo eritrdide. A diferenciagdo de eritroblastos
basofilicos em policromatofilicos e ortocromaticos esta associada a clivagem de algumas
proteinas implicadas no processo de apoptose como PARP1, Lamin B e Acinus. Porém
ainda nfo esta claro se a clivagem dessas proteinas mediada pelas caspases 3, 9, 7 ¢ 2
prepara a célula para a enucleagéo ou se contribuem para a modulag@o de genes essenciais a
diferenciagdo terminal (Figura 3). Outro fato ainda ndo esclarecido € como ocorre a
ativacdo das caspases nas células eritrdides que estdo sofrendo diferenciagdo. No entanto,
foi descrito um mecanismo de feedback negativo no qual o ligante de Fas, expresso na
superficie de eritroblastos maduros poderiam ativar as caspases ¢ estas causariam a
clivagem do fator de transcricdo GATA-1 (Droin et al., 2008; Fontenay & Gyan, 2008).
Este fator de transcri¢do é essencial a diferenciagdo terminal eritrdéide pois medeia a
regulacdo da proteina anti-apoptdtica Bel-XL induzida pela EPO e a expressdo de outros
genes eritrdides. Em estudos anteriores foi demonstrado que a clivagem de GATA-I1
interrompe a maturagdo da célula eritroide no estiagio de eritroblasto basofilico da

diferenciagdo ocasionando a morte dos eritroblastos imaturos por apoptose (Droin et al.,
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2008; Fontenay & Gyan, 2008). Desta forma, fica evidente que a compreensdo dos
mecanismos ¢ das alteragdes nos componentes das vias apoptoéticas e sua correlacdo com as
sindromes mielodisplasicas sdo importantes para a descoberta de novos alvos terapéuticos,

desenvolvimento de novas terapias e métodos de diagndticos mais sensiveis dessa doenga.

ERROPOCTING MIELODISPLASIA
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Figura 3: Apoptose e diferenciacio eritroide: Células eritroides em fase e
diferencia¢do e maturagdo sdo protegidas da morte celular pelo hormoénio
eritropoetina (EPO) através da fosforilagdo e ativagdo da tirosina quinase
JAK2, a qual leva a ativagdo de varias vias de transducdo de sinais. O fator
de transcricdo GATA-1 ¢ fosforilado e ativado pela EPO via PI3K/AKT
resultando na proliferagdo e diferenciagdo terminal das células precursoras
eritroides e protecdo desses precursores contra apoptose. GATA-1 ¢é
essencial a diferenciacgdo eritrdide pois medeia a regulag@o da proteina anti-
apoptotica BcL-XL e outros genes eritroides. Distirbios nas vias de
sinalizagdo celular como RAS/MAPK, PI3K/AKT estdo implicados na
fisiopatologia da mielodisplasia, principalmente as de baixo risco, por
ocasionar ativacdo excessiva das caspases levando a clivagem do fator de
transcricdo GATA-1 e conseqiiente apoptose dos precursores eritroéides por

interrup¢do da maturacdo. (Adaptagdo de Droin et al., 2008).
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Leucemias Agudas

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de doencas malignas
caracterizadas principalmente pela falha das células progenitoras hematopoéticas em se
diferenciar normalmente, resultando na expansdo e acumulo de clones celulares em fase
imatura da diferencia¢do mieldide (Testa & Riccioni, 2007; Milella et al., 2001). Os
principais sintomas sdo anemia, neutropenia, trombocitopenia e infiltracdo de 6rgéos como
figado, bago, linfonodos entre outros. Subdividem-se em leucemia mieldide aguda (LMA) e
leucemia linfoblastica aguda (LLA), conforme os blastos sejam mieloblastos ou
linfoblastos. A LMA representa cerca de 15 a 20% das leucemias agudas da infancia e 80%
das leucemias agudas de adultos (Martins & Falc@o, 2000). A heterogeneidade da LMA,
assim como uma possivel diferenca de comportamento biologico de diferentes subtipos
motivou o estabelecimento de uma classificacdo. Em 1976, foi proposta uma classificagdo
em oito diferentes subtipos, pelo grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB)

baseada em pardmetros morfoldgicos e citoquimicos (Miller & Daoust, 2005).

Alteragdes gencticas e epigenéticas que afetam a fungdo de fatores de
transcri¢do relacionados aos mecanismos normais de crescimento, proliferacdo, morte e
diferenciagdo celular (Testa & Riccioni, 2007) e a ativacdo aberrante de quinases
envolvidas em importantes vias sinalizacdo, que normalmente traduzem estimulos
extracelulares em respostas homeostaticas apropriadas, fortemente contribuem para a
leucemogénese, uma vez que as células leucémicas tornam-se incapazes de responder a
estimulos externos e passam a proliferar autonomamente e escapam dos mecanismos de
apoptose (Ozpolat et al., 2008; Testa & Riccioni, 2007; Steffen et al., 2005; Milella et al.,
2001).

A ativagdo simultdnea de multiplas vias de sinaliza¢do como JAK/STAT,
RAS/Raf/MEK/ERK e PI3K/AKT (Figura 4) esta associada a um pior prognostico nas
Leucemias Agudas (Kornblau et al., 2006; Steelman et al., 2004). O receptor tirosina
quinase FIt3 ¢ superexpresso na maioria das leucemias agudas e mutagdes sdo encontradas
em cerca de 35% dos casos resultando na ativacdo constitutiva de FIt3. As moléculas
mutadas de FIt3 ativam as vias de sinalizacgdo MAPK, AKT e Stat 5 levando a
hiperexpressdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-XL (Siendones et al.,, 2007; Testa &
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Riccioni, 2007). Do mesmo modo, mutagdes no receptor tirosina quinase c-kit ocorrem em
cerca de 20 a 30% dos pacientes com leucemia aguda e estas ocasionam forte ativag@o de
MAPK e PI3K e conseqiientemente o aumento da expressdo de Bcl-XL e do fator de
transcrigdo c-myc (Advani et al., 2008; Steffen et al., 2005). Adicionalmente, genes da
familia RAS sdo freqiientemente afetados por mutagdes em leucemia aguda (10%-15% dos
casos) ¢ tais muta¢des levam ao aumento de atividade na via de sinalizagdo RAS.
(Doepfner et al., 2007; Bacher et al., 2005). Os eventos relacionados as muta¢des em todos
esses casos resultam na protecdo contra a apoptose ¢ aumento da proliferacdo celular, sendo

considerados efeitos adversos a sobrevida dos pacientes com leucemia.

Interessantemente, estudos em humanos e modelos animais implicaram a
heperatividade de Ras na patogénese da leucemia mielomonocitica cronica (LMMC)
juvenil. Tal hiperatividade poderia ser explicada pela aberrante amplificagdo de sinais
emitidos por receptores de fatores de crescimento associadas a outras moléculas como a
fosfatase tirosina SHP2 codificada pelo gene PTPN11(Case et al., 2008; Illmer et al., 2005;
Loh et al., 2004). Recentes estudos de diferentes autores indicam que mutagdes somaticas
no gene PTPNI1 ocorrem em 35% dos casos de LMMC juvenil, e também em leucemia
mieléide aguda (LMA) da infincia (4%), sindromes mielodisplasicas (10%) e leucemia
linféide aguda (LLA) (7%) (Bentires-Alj et al., 2004; Loh et al., 2004; Tartaglia et al.,
2004a; Tartaglia et al., 2003; Tartaglia et al., 2004b). Recentemente Xu e colaboradores
demonstraram que SHP2 esta altamente expressa e constitutivamente fosforilada em células
leucémicas de individuos adultos com LMA, comparado as células mononucleares de
individuos normais (Xu et al., 2005). Estes achados indicam que a alta expressdo ¢ a
ativacdo constitucional de SHP2 ¢ um fenotipo comum a varias leucemias e esta associada

a proliferacdo das células leucémicas.
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Figura 4: Representacdo esquematica de algumas vias de sinaliza¢@o intracelulares relevantes a
patogénese das Leucémias Agudas. Mutagdes no gene PTPNI I ocasionam aumento da
expressao e fosforilagdo da fosfatase tirosina SHP2 levando a uma superativagdo de
RAS. Esta superativagdo de RAS resulta na ativagdo das vias PI3K/AKT e
Raf/MEK/ERK ocasionando aumento na sintese protéica e proliferagdo celular e
dimui¢@o nos niveis de apoptose. (Adaptagdo Benjamin S. Braun and Kevin Shannon,

Clin Cancer Res 2008).

Mieloma Multiplo

Mieloma Multiplo (MM) ¢ uma neoplasia progressiva e ainda incuravel de

células B, caracterizada pela proliferagdo clonal de plasmdcitos na medula 6ssea (MO)
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(Claudio et al., 2002). Os plasmoécitos neoplésicos (células CD138") produzem e secretam
imunoglobulina monoclonal ou fragmento desta, chamada proteina M, que
progressivamente levam a anemia, insuficiéncia renal, destruicdo Ossea e supressdo
imunologica (Aggarwal et al., 2006; Smith et al., 2005). Fraturas patoldgicas, dores dsseas,
hipercalcemia, fraqueza, aumento da susceptibilidade a infec¢des bacterianas sdo outros

sintomas presentes nesta neoplasia (Colleoni, 2007; Heider et al., 2006).

O diagnoéstico do MM considera a porcentagem de plasmdcitos na MO ou o
plasmocitoma em bidpsia tecidual, as concentragdes sérica e urinaria da imunoglobulina
monoclonal e a presenca de lesdes liticas (Smith et al., 2005). O sistema de estadiamento
clinico proposto por Durie & Salmon (1975), amplamente utilizado desde entdo, possibilita
a identificacdo de seis grupos de pacientes (IA, IB, 1A, 1IB, IIIA, IIIB), com perspectivas
de sobrevida distintas: a sobrevida média de pacientes com estadio IA é de 49 meses,

enquanto em pacientes com estadio IIIB ¢é de 14,7 meses (Medeiros, 2001).

Os plasmocitos neopldsicos abrigam um grande numero de alteragdes
cromossdmicas freqiientemente associadas a instabilidade genética e que tém sido
implicadas na patogénese do MM. (Hose et al., 2009; Verdelli et al., 2005). Além disso,
crescentes evidéncias sugerem que a interacdo dos plasmdcitos neopldsicos com as
proteinas da matriz extracelular e células da MO somada a liberacdo de quimiocinas e
citocinas neste microambiente contribui significativamente para sobrevivéncia e
proliferagdo destas células (Azab et al., 2009; Piazza e tal, 2006; Verdelli et al., 2005;
Chatterjee et al., 2002). Particularmente, a interleucina 6 (IL-6) parece desempenhar papel
relevante nesta interacdo pois estudos recentes tém demonstrado que esta citocina esta
envolvida na ativa¢do de importantes vias de sinalizago proliferativas e anti-apoptoticas no
MM (Figura 5) (Wang et al., 2007; Donk et al., 2005). Altos niveis séricos de IL-6 foram
observados em pacientes com MM. Além da producdo paracrina realizada pelas células do
microambiente medular, IL-6 também ¢ produzido de maneira autdcrina pelas células do
MM (Chauhan & Anderson, 2001). Varios estudos demonstraram que IL-6 protege as
células do MM da apoptose induzida por diferentes estimulos como dexametasona,

anticorpo anti-fas (CD95), radiagdes v entre outros (Xu et al., 1998; Chauhan et al., 1997).
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Figura 5: Esquema representativo da interacio das células do Mieloma Multiplo (MM) com
o microambiente da medula éssea. A adesdo das células do MM ao estroma medular
ocasiona a liberagdo de IL-6, uma das citocinas que medeiam o crescimento dos
plasmdcitos neoplasicos, a sobrevivéncia, resisténcia a drogas e migracdo celular
através da ativagdo das vias de sinalizacdo JAK/STAT, RAS/Rat/MEK/ERK e
PI3K/AKT (adapatado de NWCJ van de Donk et al.Leukemia (2005) 19, 2177-2185).

Os mecanismos pelos quais agentes terapéuticos como dexametosona induzem
a apoptose em células do MM néo estdo bem esclarecidos mas ha evidéncias de que varios
eventos em conjunto estdo envolvidos neste processo. A ligacdo desse glicocorticoide ao
seu receptor cognato na membrana das células produz a ativag@o de vias de sinalizagdo que
levam a inibicdo do fator de transcrigdo NF-kB e conseqlientemente diminui¢do da

expressdo de genes antiapoptoticos alvos deste fator de transcri¢do por outro lado induzem
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a produgcdo de Bim, uma proteina pro-apoptdtica (Sharma & Lichtenstein, 2008). No
mecanismo proposto por Chauhan e colaboradores, dexametasona induz a fosforilagdo e
ativacdo da tirosina quinase de adesdo focal relacionada (RAFTK) também conhecida como
Pik2. No entanto, em células da linhagem MMIR, resistentes a apoptose induzida por

dexametasona, este mecanismo ndo foi observado (Chauhan et al., 1999).

Estudos anteriores demonstraram que IL-6 confere protecdo contra os efeitos
apoptoticos induzidos por dexametsona através da ativagao da proteina tirosina fosfatase
SHP2 mas os mecanismos envolvidos nesta prote¢ao ainda ndo foram bem elucidados. IL-6
se liga ao seu receptor (IL-6R/gp80) o qual interage com o dominio de transducdo de sinal
gp130. Esse dominio citoplasmatico contém “motifs” fosfotirosina para recrutamento da
proteina tirosina fosfatase SHP2. Esta tirosina quando ativada por IL-6 se liga a proteina
RAFTK induzindo sua desfosforilagdo e inativagdo (Figura 6) (Chauhan & Anderson,
2001; Chauhan et al., 2000). Hideshima e colaboradores demonstraram que a apoptose
induzida por dexametasona é mediada pela ativagdo da caspase 9 resultando na clivagem da
caspase 3 e que IL-6 estimula SHP2 via gp130, a qual ativa PI3K. A ativac¢do de PI3K, por
sua vez induz a fosforilacdo de Akt causando a inativagao de moléculas pro-apoptoticas tais
como BAD, a quinase glicogénio sintetase 3 (GKS3), fatores de transcri¢do da familia de
genes proapoptdticos Forkhead e caspase 9 e conseqiientemente inibi¢do da apoptose
(Greenstein et al., 2002; Hideshima et al., 2001). IL-6 também participa da prolifera¢do das
células do MM através da ativagdo da via de sinalizagdo MAPK, a qual inclui a ativagdo de

SHP2 (Chauhan et al., 2000).
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Figura 6: Esquema representativo da interacdo entre a via de sinalizagdo apoptdtica induzida por

dexametasona e a sinalizagdo de proliferagdo e resisténcia a apoptose induzida por IL-6

no MM (adaptagdo de Chauhan et al., 2000).

A desregulacao de multiplas vias de sinalizag¢do celular nas neoplasias dificulta
o desenvolvimento de drogas eficazes no tratamento. A identificagdo e o aumento da
compreensdo dos mecanismos que regulam a sobrevivéncia, resisténcia a drogas e
proliferagdo irdo contribuir para o desenvolvimento de novas e especificas estratégias
terapéuticas para modular a apoptose, proliferacdo e resisténcia a medicamentos nestas

neoplasias.

Frente ao exposto foram definidos os objetivos deste estudo.
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OBJETIVOS
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Objetivos gerais

Caracterizar o padrio de expressdo génica de ANKHD] e transcritos variantes

em células hematopoiéticas normais e neoplasicas e verificar sua fungdo nos processos

celulares

Objetivos especificos

1.

2.

Caracterizar a estrutura molecular de ANKHD] e transcritos variantes.

Investigar a expressdo de ANKHDI e transcritos variantes em células

normais e neoplasicas.

Verificar a participagdo de ANKHDI e transcritos variantes durante os

processos de diferenciacdo, proliferacdo e apoptose.

Investigar a expressdo de ANKHDI e transcritos variantes em neoplasias

hematoldgicas.
Estudar a participagdo de ANKHD1 em vias de sinalizagdo celular.

Avaliar o envolvimento de ANKHDI na apoptose, apds a sua inibi¢do por

RNAI.
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MATERIAIS E METODOS
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Casuistica e Linhagens Celulares

Tecidos humanos normais

Os tecidos humanos normais de mama, bago, intestino delgado, figado e
linfonodo foram obtidos de autdpsias no Hospital das Clinicas da UNICAMP, com

aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa.

Células hematopoéticas normais

As células hematopoéticas normais foram obtidas de sangue periférico (n=4),
de medula 6ssea (n=8) de doadores normais do Hemocentro da Unicamp e de tonsilas (n=4)
de criangas submetidas a adenoamigdalectomia no Hospital Estadual de Sumaré com
aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado. As células
mononucleares de medula 6ssea foram obtidas através de um gradiente de separacdo
Ficoll-Hypaque e as células CD34" foram obtidas por marcagdo com esferas magnéticas
CD34 ¢ separagdo em coluna magnética. As células hematopoéticas totais de sangue
periférico foram obtidas através da lise de hemaceas com tampdo contendo cloreto de
amoénio. Os plasmdcitos normais (células CD138") das tonsilas foram obtidos apds
tratamento com colagenase A, marcacdo com esferas magnéticas CD138 e separagdo em

coluna magnética. A seguir, as células foram submetidas a extragdo de RNA.

Células hematopoéticas de pacientes com diagndstico de Sindrome

Mielodisplasica (SMD)

Amostras de medula dssea foram obtidas de pacientes com SMD atendidos no
ambulatdério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa e consentimento informado. As amostras utilizadas neste estudo foram
coletadas no periodo de marg¢o de 2005 a junho de 2006 ¢ apresentavam RNA de boa
qualidade no momento da realizacdo das analises. Foram incluidos 33 pacientes com
diagnoéstico de SMD e idade média de 68 anos (variando de 38 a 91 anos). Dados dos

pacientes e sua distribuicdo de acordo com as classifica¢des da doenga estdo descritos na
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Tabela 1. As células de medula 6ssea foram coletadas em EDTA e submetidas a lise de

hemacias com tampao contendo cloreto de amonio e extragdo de RNA.

Tabela 1: Pacientes com diagnostico de Sindrome Mielodisplasica

Numero de
pacientes
Pacientes estudados 33
Sexo Masculino/Feminino 18/15
Idade (anos) mediana (variagdo) 68 (38-91)
AR/ARSA 14/6
FAB
AREB/AREBt 9/4

Abreviagdes. FAB: French-American-British; AR: Anemia Refrataria; ARSA: Anemia
Refrataria com Sideroblastos em Anel; AREB: Anemia Refrataria com Excesso de Blastos;

AREBt: Refrataria com Excesso de Blastos em Transformagio

Células hematopoéticas de pacientes com diagnostico de Leucemia Aguda

As células leucémicas foram obtidas de amostras de medula 6ssea de pacientes
atendidos no ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado. O diagnostico foi realizado
conforme rotina do servigo. As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas no periodo
de fevereiro de 2001 a dezembro de 2005 e apresentavam RNA de boa qualidade no
momento da realizagdo das analises. Foi incluido um total de 28 pacientes com diagnostico

de Leucemia Aguda (mediana de idade de 48 anos, variando de (18—83 anos). Dados dos
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pacientes e sua distribui¢do de acordo com as classificacdes da doenca estdo descritos na
Tabela 2. As células de medula 6ssea foram coletadas em EDTA e submetidas a lise de

hemacias com tampao contendo cloreto de amonio e extragdo de RNA.

Tabela 2: Pacientes com diagnostico de Leucemia Aguda

Nuiamero de
pacientes
Pacientes estudados 28
Sexo Masculino/ Feminino 19/9
Idade (anos) mediana (variagdo) 48 (18-83)
FAB
MO 1
Ml 5
M2 5
LMA M3 2
(n=23) M4 7
M5 1
M6 1
M7 1
LLA LLAT 4
(n=4) LLA pré-B 0
LA Bifenotipica 1

Abreviagdes. LMA: Leucemia Mieldide Aguda; LLA: Leucemia Linféide Aguda
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Células hematopoéticas de pacientes com diagnéstico de Mieloma Multiplo
(MM)

Amostras de células hematopoéticas foram obtidas da medula oOssea de
pacientes com MM atendidos no ambulatorio de Hematologia do Hemocentro da Unicamp,
com aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado. O diagnéstico
foi realizado conforme rotina do servigo. Foram incluidos 36 pacientes com diagndstico de
MM e idade média de 55 anos (variando de 36 a 83 anos). Dados dos pacientes e sua
distribui¢do de acordo com as classificagdes da doenga estdo descritos na Tabela 3. As
células da medula éssea foram coletadas em heparina, marcadas com esferas magnéticas
CD138 e os plasmdcitos foram separados em coluna magnética. A seguir, as células foram

submetidas a extracdo de RNA.

As amostras de RNA dos pacientes com MM utilizadas neste estudo foram
gentilmente cedidas pela aluna de doutorado Manoela Marques Ortega e sua orientadora
Prof. Dra. Carmen Silvia Passos Lima, do Departamemto de Hematologia do Hemocentro

da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil.

Tabela 3: Pacientes com diagnostico de Mieloma Multiplo

Numero de
pacientes
Pacientes estudados 36
Sexo Masculino/ Feminino 20/16
Idade (anos) Mediana (variag@o) 55 (36-83)
Durie & Salmon
IA 1
1B 0
IT1A 3
11B 1
II1A 21
111B 6
LP 2
NA 2

Abreviagdes. LP: Plasmocitoma; NA: ndo avaliado
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Linhagens celulares

Linhagens celulares de leucemias agudas humanas, micloma multiplo ¢
tumores solidos foram adquiradas no ATCC, Philadelphia, USA: KG-1, HEL
(eritroleucemias), K562 (leucemia mieldide cronica em fase blastica, t(9;21), HL-60
(leucemia promielocitica aguda), Jurkat (LLA T), U937 (leucemia monocitica), ECV
(carcinoma de bexiga), T98G (glioblastoma), 293 (rim embrionario), JAR (carcinoma de
placenta), PC3 (adenocarcinoma de prostata grau IV) e LNCaP (adenocarcinoma de

prostata).

As linhagens celulares de MM, RPMI 8226 (MM secretora de IgG/Kappa),
U266 (MM secretora de IgE/lambda), OPM2 (MM secretora de IgG/lambda), K620 (MM
secretora de IgG/Kappa), MMI1S (MM IgA/Kappa/Dex sensivel), MMIR (MM
IgA/Kappa/Dex resistente) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr Lionel J. Coignet, do
Department of Cancer Genetics, do Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, Nova York, dos

Estados Unidos da América.

Métodos

Analise Computacional

A EST RC3-CT0255-200100-024-c05 (numero de acesso AW854359) foi
selecionada a partir das seqiiéncias do banco de dados ORESTES (estas seqiiéncias estdo
disponiveis no NCBI) por apresentar semelhanca com a anquirina II humana, importante
proteina do citoesqueleto. Para obter a seqiiéncia completa do cDNAs desta EST e realizar
analises relacionadas aos dominios conservados de proteinas, localizacdo cromossdmica
entre outras foi utilizado o pacote de algoritmos de busca BLAST (disponivel no endereco
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Através da comparagdo entre as seqiiéncias de
RNAm e DNA genomico utilizando o programa BLAT Search Genome
(http://genome.ucsc.edu) foi possivel estabelecr a estrutura intron-exon do gene ANKHDI ¢
transcritos variantes. (0] servidor NetGene?2 Server foi utilizado
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) para predicdo de sitios de clivagem alternativa.

Para avaliagdo da seqii€ncia protéica foram realizadas buscas no banco de dados Prosite no

61



endereco http://expasy.cbr.nrc.ca/tools, usando a ferramenta de busca InterPro Scan. A
ferramenta Protscale (disponivel no endereco eletronico www.expasy.org) foi utilizada
para o estudo da imunogenicidade de seqiiéncias de peptideos para produgdo de anticorpos
especificos para a  proteina ANKHDI. (0] Programa CpG Plot
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot) foi utilizado para identificar as ilhas CpG na regido
promotora do gene ANKHDI e a busca de sitios de ligagdo a fatores de transcricdo foi
realizada  através do  programa  Tranmscription  Factor — Search  program

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento

A inclus@o in silico de novas sequéncias a EST RC3 foi confirmada, através de
PCR de cDNA de cérebro e de células da linhagem K562. Os oligonucleotideos iniciadores
(primers) empregados nas reagdes foram desenhados, usando-se o software GeneRunner
(disponivel no endereco eletronico http://www.generunner.com). As reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador automatico (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) e padronizadas
em 50,0 puL contendo 0,6 pL de cada oligonucleotideo (10 pMol), 1,0 uL. de dNTPs (1,25
mM), 5,0 uL. de Tampao 10X, 2,0 uL. de MgCL (50uM), 1,0 uL. de cDNA , 0,3 uL. de Taq
DNA polimerase (5 U/uL) e H,O suficiente para 50 pL. Os ciclos utilizados foram os
seguintes: 96°C por 2 minutos; seguidos de 35 ciclos de 96°C por 30 segundos; 52 a 60°C
por 30 segundos (temperatura de acordo com o conjunto de oligos); 72°C por 1 minutos;
com uma extensdo final de 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram
purificados, clonados e seqiienciados com o reagente Big Dye (Applied Biosystems) em um
sequenciador automatico ABIprism 310 ou 377 (Applied Biosystems). Os cromatogramas
obtidos foram montados por meio do Chromas versao 2.31
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html). A seqiiéncias dos “primers” utilizados

para confirmacdo do novo transcrito estdo listadas na tabela 4.
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Amplificacio da regido 3'do cDNA (Rapid Amplification of cDNA
Ends/RACE)

Esta técnica foi aplicada com o intuito de se amplificar sequéncias
desconhecidas na extremidade 3'do RNAm. As reagdes de RACE 3'foram realizadas de
acordo com o protocolo do 3" RACE System (Invitrogen Life Techonologies). Neste
procedimento a transcri¢do reversa do RNAm foi realizada com um iniciador adaptador
(fornecido pelo kit) e iniciadores especificos para o gene foram utilizados no RACE-PCR e
no nested-PCR. Os produtos amplificados foram purificados, clonados e seqiienciados com
o reagente Big Dye (Applied Biosystems) em um sequenciador automatico ABIprism 310
ou 377 (Applied Biosystems). Os cromatogramas obtidos foram montados por meio do

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

Tabela 4: Seqiiéncias dos primers utilizados na confirmacdo do novo transcrito obtido

a partir da extensao da EST RC3

Gene Direcao Seqiiéncia Primer

A Sense 5"- TCTGGCAGTGACGAGGACGAAG -3’
B Antisense 5- ATCTCAGTCTCCCGAGTACCTCAGG -3
C Sense 5’- GACCAAGAAGATCTGGATAACCC -3’
D Antisense 5- GTATGTTCATTTACACTTCTGCCTTC -3’
E Sense 5- TGAAGCTGGTGCCAGATCAAG -3’
F Antisense 5'- ATTAACATGTCCTCCACAGG -3’
H Antisense 5’- CCAATTCCAGGTGTCCCTC -3’
1 Antisense 5- TTAAGGCAGTGTGCATCTC - 37
J Sense 5’- CAACTGCTGATGGTAAAGG -3’
L Antisense 5- TTCCTTTGTCACCCAGCAG -3’
M Sense 5- CTTGCTGCTCTTCTCGTTCCC -3’
N Antisense 5- AGTCGTGCCTGTGTCTCTGG -3°

Race3’ Sense 5'GGATGGACATGTAGAGGTGGCACGTTTG 3’
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Northern Blotting

Uma sonda de cDNA de 963 pb, abrangendo regido em comum a ANKHD]
variantes 1 e 4, foi amplificada a partir de cDNA de células da linhagem K562, marcada
radioativamente com [a-32P] dCTP, de acordo com o protocolo do Megaprime Labeling
Kit (Amersham), ¢ usada para a hibridizagdo da membrana contendo RNAm poli(A)+
isolado de diferentes linhagens de células neoplasicas. Apo6s uma pré-hibridizagdo de 30
minutos a 68°C, a membrana foi hibridizada por lhora a 68°C em uma solucdo de
hibridiza¢do acrescida da sonda de cDNA marcada radioativamente apresentando uma
contagem no intervalo de 1-2 x 10° cpm/mL e uma atividade especifica maior que
1x10°cpm/pg. Ap6s a lavagem para remogio de excesso de sonda marcada, a membrana
foi exposta em uma tela de “phosphorimaging” e reveladas no Storm Phosphorimager
(Molecular Dynamics). As bandas 18S e 28S de RNA foram usadas como controle interno

em todos os experimentos de hibridizacéo.

Extracido do RNA total

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O
Trizol ¢ um reagente que apresenta uma solu¢do monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina. A extragdo de RNA com esse reagente ¢ uma adaptacdo do método
desenvolvido por Chomczinki e Sacchi (Chomczynski e Sacchi, 1987). Ao precipitado de
células, contendo 5x10% a 1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra
homogeneizada até que se tornasse bastante fluida. A purificagdo do RNA se deu segundo o
protocolo do fabricante. Nos casos onde o material a ser analisado ndo era abundante, o
RNA total foi extraido com kit comercial — RNAeasy Mini e Micro Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) segundo as instrugdes do fabricantes. A quantificacdo do RNA obtido foi realizada
através da leitura da densidade optica (DO) de uma aliquota da amostra em
espectofotometro com comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO
4 260 nm equivale a 40 pg/mL de RNA (NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland, DE). A
relacdo entre as leituras realizadas a 260 ¢ 280 nm foi utilizada como pardmetro na
estimativa do grau de contaminagdo do RNA por proteinas, e esse varia normalmente entre

1,6 e 1,8. A qualidade das amostras de RNA obtidas apos a extragdo foi avaliada através de
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eletroforese em gel de agarose denaturante com formaldeido 1,2% e as porgdes 28 ¢ 18 S

foram visualizadas em luz ultravioleta (Figura 7).

Figura 7: Gel de agarose denaturante a 1,2% de RNA total. Observamos as subunidades 28S e
18S do RNA ribossomal. A presenga das subunidades ¢ indicativa do grau de

integridade da amostra.

A)Tratamento do RNA total com DNAse I

O RNA total de células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL
(Invitrogen, Life Technologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 1 a 5 ng de RNA por
15 minutos a temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminagdo deste

material com DNA gendmico. A reagio foi interrompida pela adicdo de uma solugio de
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EDTA com concentragdo final de 2 mM. A enzima foi, subseqlientemente, inativada por

uma incubagio de 10 minutos a 65°C.

B) Transcricio em cDNA

As amostras de RNA total, contendo de 1 a 5 ug de RNA e tratadas com
DNAse I, foram transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) numa reagdo de
volume final de 20 pL. A reagfo foi iniciada adicionando aos 5 ug de RNA tratado 1 pL de
oligonucleotideo (dT) 500 pg/mL e 1pL da mistura (10 mM) de cada desoxinucleotideo
trifosfato (dAATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C, e,
em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entdo, 4 uL do tampao de reagdo 5x, contendo
250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCIl, 15 mM MgCI2, 2,0 uL de 0,1 M DTT, 1,0 uL.
de Rnase OUT (40U/uL) e 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript III RT ™
(Invitrogen, Life Technologies) que catalisa a reagdo de extensdo da fita complementar.
Essa mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A seguir, foi realizada a desnaturagio da
reagdo por 15 minutos a 70°C e finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H ¢ a
solugdo incubada por 20 minutos a 37°C. As amostras de ¢cDNA foram quantificadas

através do espectrofotdometro de luz ultravioleta NanoDrop.

PCR Quantitativo em tempo real (qPCR)

A gqPCR ¢ um método de quantificagdo da expressdo génica que tem como base
o monitoramento da fluorescéncia emitida pela ligacdo do corante SYBRGreen a fita de
DNA recém sintetizada em cada ciclo da PCR (Higuchi, 1993). A fluorescéncia emitida ¢é
captada por uma camara CCD (Charge-Coupled Device), a qual apresenta uma amplitude
de deteccdo de 530 a 580 nandmetros. Esta cadmara se encontra acoplada ao equipamento

Gene Amp® 5700 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Quando o programa detecta o aumento da fluorescéncia (fase inicial ou lag)
associada com o aumento exponencial (fase log) do produto da PCR, é determinado o ciclo
de limiar (CT). Quanto maior a expressdo de um gene, mais precoce sera a amplificagdo do

mesmo e, conseqiientemente, menor sera o CT.
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Os primers utilizados nas reagdes de qPCR em tempo real foram desenhados
com o software “Primer Express” (Applied Biosystems). As seqiiéncias desenhadas foram
submetidas ao programa Blast para confirma¢@o da homologia com o gene de interesse. Os
primers sense ¢ antisense foram desenhados em éxons separados de forma a detectar uma
eventual contaminagdo com DNA gendmico, uma vez que a amplifica¢do do intron entre os
éxons aumentaria o tamanho do produto amplificado. Também foi seguido o critério de
desenha-los o mais proximo possivel da cauda poli-A do RNAm, para evitar amplificagdes
inespecificas. Os primers utilizados neste estudo estdo listados na tabela 5 e a localizagao

no gene esta indicada na Figura 8.

As reagdes de qPCR foram otimizadas testando-se inicialmente varias
concentragdes de primers (150nM, 300nM, 600nM e 900nm) com uma mesma quantidade
de cDNA. A concentracdo selecionada foi aquela em que o gene de interesse obteve o
menor valor de CT, ou seja, foi a concentragdo em que o gene foi amplificado mais

precocemente.

A seguir foram realizadas reagdes de qPCR com a concentragdo ideal de primer
e varias concentracdes de cDNA em escala logaritmica (2x10° ng, 2x10%° ng, 2x10' ng, 2
x10"° ng e 2 x 10” ng), para verificar se as condigdes de amplificagdo sio eficientes (Figura

9) A eficiéncia de amplificagdo é obtida através da formula E=10 "/5°P9

, onde slope ¢ o
coeficiente de inclinagdo da reta, e esse valor quando aplicado a formula de eficiéncia, tem
que ser proximo de 2, o que significa que a cada ciclo de amplificagdo o material esta

sendo duplicado e isso equivale a 100% de eficiéncia (Pfaffl, 2001; Meijerink et al., 2001).
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Tabela 5: Sequéncia dos primers utilizados na amplificagdo dos genes estudados pela

técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

Gene Dire¢do Seqiiéncia Primer

ANKHDI1 variante 1(hMASK) Sense 5- CCTGCTTGGAACCCTATGATAAA -3’
ANKHDI1 variante 1(hMASK) Antisense 5- CGTGCCAGGCCAAATCTG -3
ANKHD1variantes2e 3(PP2500) Sense 5- TCAGGTGAGGGTGGCCTTT - 3°
ANKHD1variantes2e 3(PP2500) Antisense 5- TACAACATCTATTCTTTACGTAGTAGCTTA -3’
ANKHD1 EIF4EBP3

. Sense 5- CGATGGTGGCCTCTCCTAAC -3
variante 4
ANKHDI1 EIF4EBP3 .

] Antisense 5- CTTGCACTCCAGCAGGAACTT -3’
variante 4
GATA-1 Sense 5- GTGGTGGTCGTCTGGCAGTT -3
GATA-1 Antisense 5- CCTCATCCGGCCCAAGA - 37
Beta actina Sense 5'- AGGCCAACCGCGAGAAG -3’
Beta actina Antisense 5'- ACAGCCTGGATAGCAACGTACA -3’
GAPDH Sense 5- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3
GAPDH Antisense 5'- CCACTTGATTTTTGGAGGGATCT -3’

ANKHDI1-EIFAEBP3 Transcrite Variante 4 (h MASK-BP3ARF)

ANKHD1 Transcrito Variante 1(th MASK)
== = A = A =

- =
ANKHDI Transcrita Variante 2

-HHHHHHHHHH

ANKHD1 Transcrito Variante 3{PP2500)

HHHHHEHD
+5

Figura 8: Representacdo esquematica de ANKHDI e transcritos variantes e localizagdo dos

primers em regides especificas de cada transcrito para avaliagdo da expressdo génica.
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Figura 9:

BETA-ACTINA - 300nM

Analise de eficiéncia de amplica¢do dos primers Beta actina ¢ ANKHD1 variantes 2 ¢
3. As reagdes foram realizadas com 300nM de concentragdo de ambos primers e

diferentes quantidades de cDNA (escala logaritimica). A eficiéncia das reagdes foi de
100%.
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No presente estudo utilizamos para as reacdes de qPCR o kit “SYBRGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystems)”, que além de conter todos os reagentes necessarios
para a realizacdo de uma reacdo de PCR (dNTPs, MgCl, Tampao, Taq Ampli-Gold) contém
também o corante SYBRGreen, componente intercalante de DNA dupla-fita necessario para
a deteccdo da reacdo ciclo a ciclo pelo equipamento acima “ABI 5700 Sequence Detector
System”. As reacdes foram realizada no volume final de 12 puL sendo 6 puL de SYBR, 3 uL
do mix de primers e 3ul. do mix de amostra de cDNA. O programa foi iniciado a 95°C por
10 minutos, seguindo-se de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos ¢ 60 °C por 1 minuto. Ao
final de uma amplificacdo normal adiciona-se um passo de 20 minutos onde a temperatura
aumenta gradualmente de 60°C para 95°C. A medida que os produtos gerados por PCR
desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBRGreen. O
grafico resultante permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR em cada reacdo,
devido a diferenga de Tm (temperatura de melting) entre os produtos de PCR causadas pelo
nimero ¢ composicdo de bases de cada produto (Figura 10). Todas as reacdes foram
realizadas em duplicata e controles negativos com agua estéril em substitui¢io ao cDNA

foram utilizados para todos os primers (NTC).

Dissociation Curve

ANKHD1

variaptes2 e 3

N [agtina

L I P e I -]

60 65 70 75 80 85 90 a5
Temperature (C)

Figura 10: Curva de dissociacdo utilizada para analisar a auséncia de contaminantes.
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Para a quantificacdo da expressdo dos genes de interesse foi utilizado o método de
analise relativa dos dados, onde a expressao do gene foi normalizada em relagdo a controles
endogenos de expressdo constitutiva como os genes Beta Actina e GAPDH (gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase). Também foram utilizadas nesta analise situa¢des denominadas
calibradoras como o tempo zero de um tratamento ou célula normal e célula neoplasica. A
quantificagdo relativa da expressdo génica de ANKHD1 e transcritos variantes foi calculada

-AACT
2

utilizando-se a férmula , onde estima-se que a situacdo calibradora tem valor “1”

(um) de expressdo. (Livak e Schmittgen, 2001).

Inducio da diferenciacio mieldide

A linhagem de células promielocitica, HL60, foi cultivada em meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal e 2,5 pg/mL de fungizone
(Gibco), 50 pg/mL de estreptomicina (Gibco) e 25 pg/mL de gentamicina (Gibco). As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO2. Dois dias antes
do inicio da indugdo da diferenciagdo utilizando acido all trans retindico (ATRA), as
células foram cultivadas numa densidade de 2,5 x 10° céls/mL. Ap6s a adi¢io do ATRA a
uma concentracdo de 10°M , as células foram mantidas a 37°C em atmosfera imida
contendo 5% CO, . A diferenciacdo celular foi monitorada através da observacdo da
morfologia celular em laminas de citospin coradas com Leishman e da analise de
marcadores celulares especificos para a série monocitica e granulocitica através da
citometria de fluxo. Amostras de células também foram coletadas diariamente para extragdo

de RNA total.

Inducio da Diferenciacio dos Progenitores Eritréides Humano em Cultura

Liquida de Duas Fases

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas a partir de “bufty
coat” de doadores saudaveis e isoladas por centrifugagdo num gradiente de Ficoll-Hypaque
(densidade 1.077g/mL-Sigma) a 1.500 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. A
camada de células da interface foi coletada em tubo de centrifuga estéril e lavada em meio
de cultura “Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium” (IMDM; Gibco) por trés vezes através
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de centrifugagdes a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O botdo de células
foi ressuspenso em meio de cultura IMDM e a verificagdo da quantidade e viabilidade das
células foi realizada através de cdmara de neubauer com corante azul de trypan. As células
foram cultivadas numa densidade de aproximadamente 1x10° céls/mL em meio de cultura
IMDM (Gibco) suplementado com 20% soro bovino fetal inativado e estéril (Gibco), 10%
de meio condicionado coletado da linhagem de células de carcinoma da bexiga 5637 e 1
ug/mL de ciclosporina A (Sandoz). As culturas foram incubadas a 37°C numa atmosfera

umida com de 5% de CO, por 7 dias .

Ap0s esse periodo nessa cultura primaria, as células ndo aderentes foram coletadas e
lavadas em meio de cultura IMDM através de centrifugag¢do a 1500 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. Foram quantificadas por exclusdo das células mortas em cdmara de

neubauer com azul de tripan.

As células foram colocadas novamente em cultura, em placas de 6 pogos numa
densidade de 0,5 x 10° céls/mL, contendo meio IMDM (Gibco) fresco suplementado com
30% de soro bovino fetal (Gibco), 1% de soro albunina bovina deionizada (BSA-Sigma),
10” mol/L 2-mercaptoetanol (Sigma), 1,5 mmol/L de glutamina (Gibco), 10° mol/L de
dexametasona (Sigma), 300 ug/mL de transferrina saturada com ferro (Sigma), 1 U/mL de
eritropoietina recombinante (Cilag), Sng/mL de “Stem Cell Factor” (SCF-Calbiochem), 2,5
pg/mL de fungizone (Gibco), 50 ug/mL de estreptomicina (Gibco) e 25 pg/mL de
gentamicina (Gibco). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera imida, contendo
5% de CO; e 5% de O,. Todos os dias a viabilidade das células foi verificada por exclusdo
das mortas apos coradas com azul de tripan e a verificacdo da morfologia foi feita através
de preparagdes de ‘“citospin” coradas com “Leishman” (Figura 11). A diferenciagéo
eritroide também foi monitorada observando-se os marcadores de superficie celular
especificos para a linhagem de células eritréides através da citometria de fluxo. Amostras

de células também foram coletadas diariamente para extragao de RNA total.
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Figura 11: Desenho esquematico do método de cultura liquida em duas fases utilizado no cultivo
de células precursoras eritrdides humanas. As células mononucleares sdo isoladas do
sangue periférico humano e cultivadas por 7 dias na fase I em meio de cultura
contendo e fatores de crescimento do meio condicionado coletado da linhagem de
células 5637 e na auséncia de EPO. As células s@o entdo lavadas e colocadas na fase I1
em meio de cultura contendo EPO. Durante os proximos 10-14 dias as células
continuam a proliferar e amadurecer até normoblastos ortocromaticos. Células

coletadas com 168hs e 216hs da fase II. Coloragdo Leishman (1000x).

Citometria de fluxo (diferenciagdo eritrdide e mieldide)

Para a dupla marcagdo dos antigenos de superficie celular glicoforina A e

receptor de transferrina (CD71), misturamos 100 uL de suspensdo celular contendo 5 x 10
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células com 5 pL. de do anticorpo anti-glcoforina A conjugado com PE (Dako) e 5 uL. do
anticorpo anti-receptor de transferrina conjugado com FITC (Dako) e incubamos no escuro
a 4°C por 30 minutos. As células, devidamente marcadas, foram lavadas com uma solugao
de PBS, contendo BSA ¢ azida sddica, fixadas com solu¢do de paraformaldeido 1x e
conservadas a 4°C, ao abrigo da luz, até a hora da aquisi¢do no citdmetro. Foram
adquiridos, para cada analise, 10.000 eventos no total, e os dados foram analisados através
do programa de computador CellQuest. A intensidade de fluorescéncia das células positivas
foi determinada em relacdo a intensidade de fluorescéncia do anticorpo controle nfo
relacionado. O marcador receptor de transferrina € caracteristico de células que se
encontram em estagios iniciais ¢ intermediarios da maturagdo eritrdéide enquanto que o
marcador glicoforina A surge nas fases intermedidrias da maturagdo e ¢ bastante

caracteristico de células maduras.

Para melhor caracterizar a diferenciagdo das células da linhagem HL60 através
da citometria de fluxo foi utilizado o anticorpo anti-human CD14 conjugado com FITC
(Pharmigen), marcador especifico para a série monocitica e o anticorpo anti-human CD15
conjugado com PE (Pharmigen) que ¢ associado a série granulocitica. O protocolo de
marcagdo e o tipo de analise foi o0 mesmo utilizado para a marcagdo e analise das células

eritroides.

Inducio da proliferacio celular

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas a partir de “buffy
coat” de doadores saudaveis e isoladas por centrifugagdo num gradiente de Ficoll-Hypaque
(densidade 1.077g/mL-Amershan) a 1.500 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. A
camada de células da interface foi coletada em tubo de centrifuga estéril e lavada em meio
de cultura RPMI (Invitrogen) por trés vezes através de centrifuga¢des a 1500 rpm por 10

minutos a temperatura ambiente.

O botdo de células foi ressuspenso em meio de cultura RPMI (Invitrogen) e a
verificagdo da quantidade e viabilidade das células foi realizada através de camara de
neubauer com corante azul de tripan. As células foram cultivadas numa densidade de

aproximadamente 1x10° céls/mL em meio de cultura RPMI (Invitrogen) suplementado com
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10% soro bovino fetal inativado e estéril (Invitrogen). As culturas foram incubadas a 37°C
numa atmosfera imida com de 5% de CO, por 72 horas. A cada 24hs, ap6s adicdo de PHA
(50ng/mL - Invitrogen), foram coletadas amostras para analise da viabilidade e extrac¢do de

RNA.

Inducio da apoptose celular

A linhagem de células mieldide KG1, foi cultivada em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 2,5 pg/mL de fungizone (Gibco), 50 ng/mL
de estreptomicina (Gibco) e 25 pg/mL de gentamicina (Gibco). As células foram incubadas
a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. Dois dias antes do inicio da indugdo da
apoptse utilizando o agente oxidante t-butil hidroperdxido (t-BOOH), as células foram
cultivadas numa densidade de 2,5 x 10° céls/mL. Apoés a adicio do t-BOOH nas
concentracdes de 5, 30 e 50 uM , as células foram mantidas a 37°C em atmosfera imida
contendo 5% CO, por um periodo de 2 horas. Apos as incubagdes as células foram
coletadas para extracdo de RNA e avaliacdo da morte celular por citometria de fluxo

através da marcacdo por Anexina V e iodeto de propideo (PI).

Cultura de linfocitos B para obtencido de plasmécitos normais

As células mononucleares foram obtidas de um “pool” de 3 doadores de medula
oOssea, através de gradiente Ficoll-Hypaque, procedimento ja descrito. Apds a separacdo das
células mononucleares da MO, os linfocitos B foram positivamente selecionadas por meio
de marcacdo com anticorpo anti-CD19 revestido por microbeads e apos separagdo na
coluna LS+, 2x10° células foram incubadas com o fluorocromo PERCP para avaliar a

eficacia da separagdo magnética por citometria de fluxo.

Cerca de 1,5x10°/ml linfocitos B purificados foram colocados em cultura na
presenca de uma combinag¢@o de interleucinas, ou seja, interleucina-2 (IL-2) (20 U/mL), IL-
4 (50 ng/mL), IL-10 (50 ng/mL), e IL-12 (2 ng/mL) (Calbiochem, USA), e CD40 ligante
(50 ng/mL). Apds 4 dias de cultura, cerca de 3,0x10°/mL de linfocitos B foram colocados
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em cultura por mais dois dias, sem CD40L e com (IL-2) (20 U/mL), IL-10
(50 ng/mL), e IL-12 (2 ng/mL) e IL-6 (5 ng/mL) (Calbiochem, USA).

No sexto dia de cultura as células CD138" foram positivamente selecionadas
por meio de marcagdo com anticorpo anti-CD138 revestido por microbeads. O anticorpo
anti-CD95 foi utilizado na analise de citometria para verificar a porcentagem de células
apoptoticas. A marcagdo do CD95 foi feita pelo fluorocromo FITC, do CDI19 pelo
fluorocromo PERCP e o CD138 pelo fluorocromo PE. As células CD138 " (plasmécitos

normais) foram utilizadas para a extracdo de RNA (Figura 12).

A) B)
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Figura 12:  Plasmocitos obtidos através da diferenciagdo de linfocitos B em cultura liquida,
marcados com esferas magnéticas CD138 e separados em coluna magnética. A)
quadrante superior esquerdo de grafico de pontos, obtido por citometria de fluxo com
o anticorpo anti-CD138 e o fluorocromo ficoeritrina (PE) indicando a quantidade de
células CD138". B) Laminas de citospin para verificagdo da morfologia e pureza dos
plasmdcitos normais obtidos através da diferenciacdo de linfécitos B em cultura

liquida.
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Obtencao de plasmécitos normais de tonsilas

Amostras de tonsilas foram obtidas de criancas submetidas a
adenoamigdalectomia. O tecido fibroso das tonsilas foi repicado com bisturi e incubado
com um tampao de digestdo contendo 20mg de colagenase tipo 1A, 200mg de BSA, 20mL
de meio DMEM e 10puL de gentamicina por um periodo de 1 hora em banho-maria a 37°C
e sob agitacdo constante. Apds a digestdo completa do tecido, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 10ml de soro bovino fetal (FBS). Esta mistura foi filtrada em uma
membrana de 30uM para retirada de tecido ndo digerido. As células foram centrifugadas
por 15 minutos a 1500 rpm e as hemacias foram lisadas com tampédo de lise. Apds, as
células restantes foram quantificadas em camara de neubauer, incubadas com com esferas
magnéticas CD138 por 30 minutos no escuro e a 4°C e selecionadas em coluna magnética
LS. A pureza das amostras foi verificada por citometria de fluxo e as células CD138"

(plasmocitos normais) foram utilizadas para a extracdo de RNA.

Separacio magnética de plasmocitos de medula oOssea de pacientes

com MM

Foram colhidos em torno de 30 mL de medula 6ssea de cada paciente com
mieloma multiplo em heparina. As amostras foram mantidas sob refrigeragdo até a hora da
manipulagdo. Para a retirada da gordura e outros fragmentos provenientes da puncdo, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm e a 20°C. Todo o sobrenadante foi
retirado e a medula foi diluida em meio RPMI 1640 suplementado com 100U/mL de

heparina.

As células mononucleares foram obtidas através de gradiente Ficoll-Hypaque e
lavadas duas vezes através de centrifugag¢do a 1500 rpm por 10 minutos com meio RPMI.
As células foram quantificadas em cAmara de Neubauer e incubadas com beads CD 138"
por 30 minutos no escuro ¢ a 4°C. Apds, as células foram separadas em colunas LS+ e
marcadas com fluocromo PE para a verificagdo da eficacia da separagdo por citometria de

fluxo.
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Separacio magnética de células CD34" de medula éssea de pacientes com

Mielodisplasia
A) Separacio de Células Mononucleares

Amostras de medula dssea de pacientes com SMD e individuos normais foram
coletadas em tubo contendo heparina litica e processadas imediatamente apds a coleta. As
amostras foram diluidas 1:2 em solu¢do de PBS+ACD+BSA e em seguida colocadas em
gradiente de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Uppala Sweden) por 30 minutos a 1500
rpm em temperatura ambiente. O anel de células formado na interface foi coletado e lavado
em PBS+ACD+BSA. Em seguida, as células foram lisadas em tampdo de lise para
hemacias por 15 minutos em gelo e centrifugadas por 5 minutos a 1750 rpm. Novamente as

células foram lavadas em PBS e ressuspendidas para contagem em cdmara de neubauer.

B) Isolamento de Células CD 34"

Apds a contagem das células, estas foram incubadas com FcR Blocking Reagent
e Hapten-Antibody por 15 minutos e apos lavagem, incubadas com Anti-Hapten
MicroBeads, segundo as orientacdes do fabricante (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany). Apds o tempo de incubacio, as células foram lavadas, ressuspendidas
em PBS e passadas por uma coluna magnética LS (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany) fixada em um suporte magnético. As células de interesse para o nosso
estudo ficaram presas a coluna enquanto as contaminantes (mondcitos e linfocitos) foram
coletadas em tubo falcon. Em seguida, a coluna foi retirada do suporte magnético e uma
leve pressdo foi realizada através de um émbolo para fazer com que as células CD 34" se
soltassem da coluna e pudessem ser coletadas em um novo tubo. As células CD 34" foram
entdo lavadas com PBS+ACD+BSA por 10 minutos a 1500 rpm e ressuspendidas em 1mL
de PBS+ACD+BSA para contagem em cimara de neubauer. 1x10* células CD 34" de
pacientes com SMD e individuos controle foram marcadas com fluoréforo RPE
(anti-mouse imuoglobulins RPE, Rabbit F (ab’) 2) para citometria de fluxo, para verificar a
pureza das células obtidas. Laminas de citospin coradas com Leishman foram preparadas

para verificagdo da morfologia celular.
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C) Cultivo das Células CD 34"

As células CD 34" foram cultivadas em metilcelulose Methocult™ H-4230
(Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, British Columbia, Canada). Para cada um mL de
metil celulose foram cultivadas 3 x10° células CD 34", acrescidas de 50 ng de Stem cell
factor (SCF; R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), trés unidades de Eritropoetina (Epo;
Vetter Pharma Fertigung GmbH, Ravensburg, Alemanha) e 30 UI de interleucina 3 (IL-3;
Pepro Tech México, S.A. de C.V.). A metilcelulose foi pipetada em placa de 6 pogos na
concentracdo de um mL por po¢o em atmosfera imida no interior da placa. A placa foi
incubada por sete dias em estufa de CO, - 5%, a 37°C (Fase I — Figura 13). Apds seis dias
as colonias formadas por unidades formadoras de colonias eritrdides (CFU-E) e
proeritroblastos foram coletadas, lavadas, ressuspendidas em meio Minimum Essential
Medium Alpha (Alpha MEM; GIBCO™ Grand Island, N.Y., USA) e contadas em cdmara
de neubauer. Nesse momento, foram coletadas células para extragdo de RNA total,
citometria de fluxo e citospin. O restante das células foi colocado novamente em cultivo,
agora em fase liquida, tendo como base o meio Alpha MEM (Fase II). Na Fase II
utilizamos 30% de soro fetal bovino (SFB), 8% de albumina sérica bovina deionizada
(BSA), 300 mg/mL de holotransferrina humana (Calbiochem, USA), 10° M de B —
mercaptoetanol (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA) e 2 unidades de Epo. As células

foram cultivadas novamente em 5% CO; a 37°C (Croisille et al., 1999).

Além do dia 6, foram coletadas células no dia 14 da fase Il para extragdo de
RNA total. A diferenciacdo eritrdide foi acompanhada por citometria de fluxo e a
morfologia por citospin corado com Leishman. A viabilidade celular da fase I e II foi

analisada por meio da técnica de azul de trypan.

D) Tratamento das células mononucleares e células CD 34" com decitabina

(DAC)

Células mononucleares de medula 6ssea de pacientes com SMD foram obtidas
por separacdo em gradiente de Ficoll-Paque e cultivadas em suspensdo por um periodo de

72 horas sob a a¢do da droga Decitabina (agente desmetilante) na concentragdo de SpuM
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para avaliar possivel modulagao da expressdo do gene ANKHD 1 por metilacdo. A condi¢@o

controle foi realizada com a adi¢@o apenas do veiculo, no caso PBS.

As células CD34" de pacientes com SMD foram tratadas com Decitabina na
concentragdo de 5SuM durante a fase II da diferenciagdo eritréide como ja descrito.
Amostras de células foram coletadas antes da adigdo de decitabina e ao final da
diferenciagdo para avaliar uma possivel modulagdo da expressdo do gene ANKHDI por
metilagao.

O RNA total foi extraido de amostras de células tratadas e ndo tratadas com

decitabina e a analise da expressdo génica foi realizada por qRT-PCR.

OO0
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Colénias derivadas de
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Figura 13: Representagio esquematica da cultura de células CD34" - Fase 1

(figura adaptada da Tese Doutorado de Carolina Lanaro)
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Producio do anticorpo anti-ANKHD1

Através da ferramenta Protscale, disponivel no enderego eletronico
www.expasy.org, foi escolhida uma seqiiéncia de 16 aminoacidos, com capacidade
antigénica: HPMHQQLSDPSTFSQ (aa 2423 — 2437) (Figura 14). A escolha do peptideo ¢
baseada em sua imunogenicidade e podem-se utilizar varios parametros para fazer essa
predi¢do através da ferramenta ProtScale. No entanto, a escolha de dois parametros ja ¢
suficiente para que todos os outros corroborem com a imunogenicidade do peptideo
escolhido. Nesse caso, foi utilizado o cardter hidrofobo de Kyte e Doolittle (Kyte e
Doolittle, 1982) e a predi¢do da estrutura secunddria B-turn de Chou e Fasman (Chou e
Fasman, 1979). No primeiro pardmetro, quanto menos hidréfobo for o peptideo, mais
imunogénico. J4 no segundo pardmetro, quanto maior a probabilidade do peptideo
apresentar uma [-turn, maior a probabilidade de ser imunogénico. Assim, os parametros
descritos acima revelaram que uma das seqiiéncias de peptideos escolhida pela sua
imunogenicidade (HPMHQQLSDPSTFSQ) era a mesma seqiiéncia usada pelo grupo de
Dr. Francis Poulin (Department of Genome Sciences, Lawrence Berkeley National
Laboratory, Berkeley, CA), que descreveu a proteina ANKHDI1 (Poulin et al., 2003), e que,
gentilmente, nos cedeu uma aliquota para teste do anticorpo policlonal produzido em
coelhos. Apds a escolha da regido antigéncia de 16 aminoacidos, a produgdo do anticorpo

policlonal purificado anti-ANKHD1 foi solicitada a Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
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Figura 14: Representagdo da predicdo da imunogenicidade da seqiiéncia de aminoacidos 2423 a
2437 de ANKHDI. O grafico a esquerda representa a visualizagdo da predi¢do do
carater hidréfobo de Kyte e Doolittle da regido de aminoacidos de ANKHDI
escolhida para a producdo do anticorpo anti-ANKHDI1, obtidas através da ferramenta
Protscale. O grafico a direita representa a visualizagdo da predi¢do da estrutura
secundaria B-turn de Chou e Fasman desta seqiiéncia. A representacdo da regido dos
16 aminoacidos escolhidos (aa 2423 — 2437) esta indicada na parte inferior da figura.
A linha pontilhada em vermelho indica o score 1. O retangulo vermelho indica o
baixo carater hidrofobo e a alta probabilidade da seqiiencia de 16 aminoacidos

apresentar uma B-turn, indicando a sua imunogenicidade.

Western Blotting

Ao precipitado celular contendo 5x10° a 1x10” células foi acrescentado tampao
de extragdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NacCl,
0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na;VO,, 100 mM NaF, 10 mM Na4P,07, ¢ 4
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mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas.
Apds 30 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugagio a 4°C
durante 20 minutos para remog¢ao dos restos celulares. Aliquotas com mesma concentragdo
protéica foram usadas para produgdo do extrato total proteico ou para imunoprecipitacio.
Para producdo do extrato total proteico, adicionou-se as aliquotas tampao de Laemmli
contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se em agua fervente por 4 minutos. Apds
isso, as amostras foram submetidas a eletroforese ou armazenadas a —80°C. Para produgio
de imunoprecitado, adicionou-se as aliquotas o anticorpo anti-ANKHD1 ou anticorpo de
interesse e proteina A-Sepharose 6MB. Apds o término da incubagdo e da lavagem, os
precipitados foram ressuspendidos em tampao de Laemmli contendo 100 mmol/L de
ditiotreitol e aquecidas em dagua fervente por 4 minutos. Em seguida, as proteinas
imunoprecipitadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%-SDS-
PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca).
A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 90 minutos a
120 V (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad. A ligagdo dos
anticorpos a proteinas ndo-especificas foi reduzida por pré-incubagdo da membrana por 1
hora com tampéo de bloqueio (5% leite em p6 magro, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl,
and 0.02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com
anticorpos especificos diluidos em tampao de bloqueio (0.3% de leite em p6 magro) por 12
horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solucdo basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L
NacCl, and 0.02% Tween 20). Os anticorpos anti-ANKHD1 utilizados nos experimentos de
Western Blotting foram o anti-ANKHD1 desenvolvido pela Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA), a partir da escolha do peptideo antigénico de 16 aminoacidos, € o RC 2335 cedido
pelo Dr. Francis Poulin (Department of Genome Sciences, Lawrence Berkeley National
Laboratory, Berkeley, CA). Além deste anticorpo foi utilizado o anticorpo primario anti-
SHP2 da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). O sistema de revelagdo usado foi o
baseado em quimioluminescencia, de acordo com as instrugdes no kit ECLTM Western
Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as membranas
foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario, conjugado a HRP (Horseradish

peroxidase), lavadas novamente, e entdo submetidas ao substrado da enzima, resultando
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num produto luminescente, detectado por auto-radiografias em filmes Kodak XAR

(Eastman Kodak, Rochester, NY).

RNA de interferéncia

Moléculas de short hairpin RNA (shRNA) para ANKHD] transcritos variantes 2
e 3 foram desenhadas seguindo o protocolo do fabricante do vetor pSilencer 2.1-U6 neo
(Ambion). As moléculas de shRNA foram geradas através da hibridizagdo de
oligonucleotideos de DNA (IDT) com sequéncia sense 5° — AGC TTT TCC AAA A AA
GCT ACT ACG TAA AGA ATAG TC TCT TGA ACT ATT CTT TAC GTA GTA
GCG - 3’ e antisense 5’- GAT CCG CTA CTA CGT AA GAA TAG TTC AAG AGA
CTATTC TTT ACG TAG TAG CTT TTT TGG AAA — 3’ por aquecimento a 90°C por 3

minutos e resfriamento dos mesmos a 37°C por 1 hora.

Os oligonucleotideos hibridizados foram clonados no vetor pSilencer 2.1-U6
neo (Figura 15) na presen¢a da enzima T4 ligase a 25°C por 1h. Apds clonagem, bactérias
DH5a foram transformadas com 10uL do material clonado. A transformacdo seguiu-se
primeiramente a 0°C por 20 minutos, depois a 42°C por 90 segundos ¢ novamente a 0°C por
2 minutos. As bactérias transformadas foram cultivadas em meio liquido SOC (10mM de
cloreto de magnésio e de sulfato de magnésio, 20mM de gligose, triptona, extrato de
levedura, cloreto de sodio e cloreto de potassio) a 37°C, 220rpm por 1 hora. Apos este
periodo, foram plaqueadas em meio sélido LB com 100pg/mL de Ampicilina e incubadas
em estufa 37°C por 12 horas. Em seguida, colonias foram selecionadas, cultivadas em meio
liquido Circle Grow, e tiveram seu DNA seqilienciado para que possiveis mutagdes
existentes fossem verificadas na seqiiéncia codificadora da molécula interferente para
ANKHDI e transcritos variantes 2 ¢ 3. Um vetor controle negativo, pSilencer 2.1-U6 neo
com expressdo de molécula interferente ndo-homologa ao genoma humano ou ao genoma

de camundongo nem ao de rato, também foi amplificado em bactérias transformadas.
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Figura 15: Esquema do vetor de expressio de moléculas shRNAs, pSilencer 2.1-U6 neo,

utilizado neste estudo.

Apo6s confirmag@o no cromatograma da integridade da sequéncia codificadora
da molécula interferente, um clone bacteriano contendo o plasmideo com a sequéncia da
molécula interferente para ANKHD] transcritos variantes 2 e 3 ¢ um contendo o plasmideo
controle negativo foram selecionados e crescidos em 500ml de meio LB com ampicilina a
concentragdo de 100mg/mL por 16 horas para a produgdo em larga escala. Apds esse
periodo, a extragdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando-se o kit QIAGEN Plasmid
Mega (QIAGEN), seguindo as recomendagdes do fabricante. Novamente, os DNAs
produtos destas purificagdes foram sequenciados para verificar a integridade da sequéncia

codificadora.
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Células da linhagem 293 foram submetidas a transfeccao transitoria através do
método de lipofec¢do utilizando o reagente Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com
as instrugdes do fabricante. As células foram tripsinizadas, lavadas e cultivadas em meio
DMEM com 10% de soro bovino fetal, em uma concentracdo de 1x10° células no dia
precedente a transfec¢@o. No dia do experimento as células foram lavadas com tampéao PBS

estéril e incubadas com OPTI-MEM até o momento da lipofec¢ao.

O DNA plasmidial, na concentragdo de 15ug, foi incubado com 60 pL de
lipofectamina 2000 na presenga de OPTI-MEM por um periodo de 25 minutos. Em seguida
o complexo DNA-lipofectamina foi adicionado as células e estas foram mantidas em
contato com essa solugdo por 6 horas. Ao final desse tempo foi acrescentado as células
meio de cultura fresco com 10% de soro bovino fetal e as células foram mantidas em
cultura. Apo6s 72 horas, as células foram coletadas e submetidas a extragio de RNA para
verificar a reducdo da expressao génica de ANKHD] transcritos variantes 2 e 3 e ao estudo

de apoptose celular.

Estudo da apoptose celular

O estudo da apoptose foi realizado através da marcagdo das células 293 com
anexina V (annexin V-FITC/BD PharMingen, CA, USA) e lodeto de Propidio e (Propidium
lodide/Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) por citometria de fluxo. Células 293
submetidas a inibigio de ANKHDI1 transcritos 2 e 3 e controle negativo (5 x 10°) foram
submetidas a duas lavagens em tampao PBS e ressuspendidas em 400 pL de tampao de
ligagdo (10 mM Hepes pH=7,4, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCI2 ¢ 1,8 mM
CaCl2). Foi adicionado 1 pg/mL de anexina V-FITC e as amostras foram incubadas durante
20 minutos, & temperatura ambiente, no escuro. Imediatamente antes da aquisi¢do, foi
adicionado 1 pL/mL de lodeto de Propidio e 10000 eventos foram adquiridos. A apoptose
também foi verificada através da marcagdo das células 293 com anticorpo anti caspase 3
ativada (Calbiochem). Foi adicionado 1 pL do anticorpo as células lavadas e as amostras
foram incubadas por 1 hora em estufa de CO,. Apos esse periodo as células foram lavadas e
foram adquiridos 10000 eventos no citdmetro FACSCalibur (BD Bioscience). Os dados

foram analisados utilizando-se o software CellQuest (BD Bioscience). As células positivas
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para anexina V e negativas para PI e positivas para caspase 3 ativada, em rela¢do ao

numero total de células, indicaram células 293 em processo de morte celular programada.

Analise Estatistica

A comparagdo dos valores da quantidade relativa de expressdo do RNAm de
ANKHDI entre os pacientes com diagndstico de Leucemias Agudas, Mielodisplasia,
Mieloma Multipo e células hematopoéticas normais foi realizada através do teste estatistico

de Mann-Whitney U. Valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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1. Identificacdo e Caracterizacio do gene ANKHDI e de seus

transcritos variantes “in silico”

Na tentativa de obter a seqiiéncia completa do ¢cDNA parcial da EST RC3
(499pb) nos empregamos buscas de similaridade contra o banco de dados do genoma
humano, no NCBI, e usamos as sequéncias genomicas obtidas para buscar novas ESTs que
pudessem pertencer ao mesmo transcrito. Foram encontradas 3 sequéncias de cDNA de

cerca de 2140pb com alta homologia a EST RC3 (BC009420, NM_024668 e XM_015814).

Iniciadores foram desenhados, de acordo com as seqiiéncias genomicas cobertas
pela EST e pelas outras sequéncias homologas. Reacdes de PCR de cDNA de cérebro e da
linhagem de células K562 e reagdes de seqiienciamento foram empregadas para validar a
inclusdo de novas seqiiéncias ao transcrito. Também realizamos a técnica de RACE 3" para
a determinagdo da extremidade 3° do RNAm. Usando esses procedimentos, obtivemos toda

a seqiiéncia codificadora do novo gene.(Figura 16)

A comparag@o entre a seqiiéncia validada experimentalmente por nds e as
seqiiéncias de cDNA NM 024668 (inicialmente uma proteina hipotética FLJ20288 mas
hoje denominada ANKHD] transcrito variante 3) e AF258557 (gene PP2500), seqiiéncia

depositada posteriormente, revelou uma identidade de 100%.

Observamos que as seqiiéncias dos cDNAs de NM 024668 e AF258557
apresentam 100% de identidade entre si, tratando-se portanto de uma mesma sequéncia

com denominagdes e datas de depdsito diferentes no banco de dados GenBank.

Nos podemos inferir que a seqiiéncia por nos validada corresponde a seqiiéncia

do cDNA ANKHDI transcrito variante 3 (PP2500).

91



B)

J ¥ H
e g 5 Primer sense

-]

L
-

€— Primer antisense

>

Race 3°

=

5 B Exoan

M —Marcador 1 Kbplus
M™ Marcador Px74

Tt AL’ - Marcador 100bpLadder

I -

1- A+B=255bp
2- C+D= 381bp
3-E+F=183bp
4-E+H=477bp
5- I+J=T754bp

O

6- C+L=1638bp
7- E+L=787bp
8- Race¥ = 780bp
9. M+N=520bp

A Aa
|“\l | \ l\’ ll
L e

I||| | j \ Il'lll .-I n

N8P

Figura 16: Validacdo por PCR e seqiienciamento das seqiiéncias preditas pela analise

computacional a partir do cDNA parcial da EST RC3. A seqiiéncia obtida apresenta-se
100% homologa as seqiiéncias depositadas no Banco de Dados GeneBank como
ANKHDI] transcrito variante 3 e PP2500. A) Representacdo esquematica do conjunto
de iniciadores desenhados para PCR ao longo de toda a seqliéncia predita ¢ para a
obtencdo da seqiiéncia na extremidade 3'pelo método de RACE. As letras foram
utilizadas para designar os iniciadores. B) Produtos amplificados por PCR obtidos da
combina¢do do conjunto de iniciadores representados no esquema do item A. C)
Representa¢do de um eletroferograma obtido do seqiienciamento de uma das regides

preditas pela andlise computacional.
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Na analise “in silico”, identificamos a existéncia de outros transcritos com alta
homologia a seqiiéncia do gene PP2500, os genes MASK (AF521882) e MASK-BP3 ‘"
(AF521883). Ambos os transcritos ja foram descritos por Poulin e colaboradores (Poulin et
al., 2003) em um estudo de expressdo génica. Neste estudo foi observado que o transcrito
MASK-BP3 “* yesultava da fusdo do gene EIF4EBP3 (AC005214) com o gene homoélogo
humano a Mask da Drosophila melanogaster (Smith et al., 2002). O produto da fusdo foi
inicialmente denominado Human MASK-4E-Binding Protein 3 Alternative Reading Frame
(hMASK-BP3*®) ¢ a seqiiéncia sem fusdo foi denominada Human MASK (hMASK).
Posteriormente, uma nova seqiiéncia, homoéloga ao gene PP2500, foi depositada no banco

de dados GenBank como hMASK transcript variant 2 (NM_017978).

Baseando-se na nomenclatura de novos genes e proteinas aprovada pelo “Gene
Nomenclature Committee HUGO” (Povey et al., 2001), a denominagdo AMASK foi
substituida pela denominagdo ANKHD].

A analise genomica baseada em bioinformatica revelou que estes transcritos
variantes codificam proteinas com repeti¢cdes de anquirina e apresentam similaridade a um

contig no brago longo do cromossomo 5 (banda 5q31.3): NT 029289.10.

Uma comparacio realizada entre as seqiiéncias de cDNA dos novos transcritos
¢ a regido do cromossomo 5 que os contém, sugere que a seqiiéncia completa do gene
ANKHD] variante 3 ¢ de aproximadamente 2.164pb e composta por 11 éxons. O cDNA do
gene ANKHD1 variante 2 possui aproximadamente 2.149 pb, 11 éxons e uma dele¢do de 32
pb no éxon 3. A seqiiéncia de cDNA da variante 1 ¢ de aproximadamente 8.196 pb e possui
no total 34 éxons. Na fusdo da ANKHD1 variante 1 com o gene EIF4EBP3 houve a perda
do éxon 34 da variante 1 e ganho dos exons 0, B e C do gene EIF4EBP3, gerando no total
36 éxons caracterizando o gene ANKHD - EIF4EBP3 que possui aproximadamente 8319
pb. A partir das observagdes foi possivel estabelecer que o gene ANKHDI variante 3
possui alta homologia com os dez primeiros ¢xons das seqiiéncias de ANKHD1 variante 1
e ANKHDI- EIF4EBP3, com exce¢do do ¢xon 10A que ndo se encontra presente nos
transcritos maiores provavelmente pela ocorréncia de uma clivagem alternativa do RNAm

nesse éxon (Figura 17).
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DNA Genémico(cromossomo 5)
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ANKHD1-EIF4EBP3 Transcrito Variante 4 (8,3 Kb - 36 éxons)

— o L -

ANKHD1 Transcrito Variante1 (8,2 Kb - 34 éxons)
-+l

ANKHD1 Transcrito Variante 2 (2,1 Kb - 11 éxons)
-H-H-HH-H

ANKHD1 Transcrito Variante 3 (2,2 Kb - 11 éxons)
-HHH-H-aHH
_— > RC3-CT0255-200100-024-¢c05

Figura 17: Representacdo esquematica da sequéncia gendmica do gene ANKHDI localizado no
cromossomo 5 (banda 5q31.3) e de seus transcritos variantes resultantes de clivagem
alternativa. Os retangulos representam os éxons e as linhas representam os introns. O
gene EIF4EBP3, contiguo ao gene ANKHD 1, apresenta 4 éxons denominados 0, A, B e
C. Na fusdo do gene ANKHD] variante 1 com o gene EIF4EBP3 houve a perda do
éxon 34 de ANKHD1, que possui 34 éxons, e ganho dos éxons 0, B e C de E/F4EBP3,
originando o transcrito ANKHDI- EIF4EBP3 com 36 éxons. Os transcritos ANKHD1
variantes 2 e 3 apresentam 11 éxons em comparagdo aos transcritos maiores, sendo os
10 primeiros éxons altamente homologos, com excegdo do éxon 3 da variante 2 que
apresenta uma delecdo de 32 pb e do éxon 10A que estd ausente nos transcritos
maiores. A sequéncia da £S7 RC3-CT0255-200100-024-c05 e sua homologia com os

éxons 8 e 9 do gene ANKHD1 e seus transcritos variantes esta indicada no esquema.
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O gene ANKHD] transcritos variantes 2 ¢ 3 codificam proteinas com cerca de
619 e 627 aminoacidos respectivamente. Ambos polipeptideos contém 10 dominios de
repetigdes de anquirina organizados em 2 blocos de quatro dominios ¢ 1 bloco com 2
dominios. A ANKHD]I variante 1 codifica uma proteina com 2542 aminoacidos que
compreende 20 dominios de repeticdes de anquirina organizadas em 5 blocos de 4
repeti¢des e um dominio KH na por¢do C terminal. O gene ANKHDI- EIF4EBP3 codifica
uma proteina com 2617 aminoacidos. Os 2523 primeiros residuos sdo idénticos aos da
ANKHD] variante 1. Os 94 ultimos residuos resultam da traduc¢do dos éxons 0, B e C. O
dominio KH foi inicialmente descrito em proteinas com capacidade de interagir com acidos

nucléicos (Gibson et AL., 1993) (Figura 18).
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Figura 18: Representagdo esquematica da estrutura protéica primaria de ANKHDI e suas

isoformas. As isoformas 1 (2542aa) ¢ EIF4EBP3 (2617) apresentam 20 dominios de

anquirina (indicada como ANK) organizadas em 5 blocos de 4 dominios e mais um
dominio KH na por¢do C terminal. As isoformas 2 (619aa) e 3 (627aa) apresentam 10
dominios de anquirina organizadas em 2 blocos de 4 dominios e 1 bloco de 2 dominios
mas o dominio KH se encontra ausente. Os 10 primeiros dominios de anquirina sdo
altamente homdlogos nas 4 isoformas de ANKHDI1. A posi¢do de cada dominio

(numeragdo descrita na parte superior) estdo indicados no esquema.
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Utilizando programas computacionais de predi¢do génica, que sdo
desenvolvidos para reconhecer padrdes na estrutura génica, como regides codificantes e
seqiiéncias sinalizadoras (promotores, codons de inicio e parada de sintese de RNA, sitios
de clivagem, sitios de ligag@o a fatores de transcri¢do, sinais de poliadenilacdo entre muitos
outros sinais), observamos a localizagdo de possiveis sitios doadores de clivagem
alternativa em varios éxons dos transcritos de ANKHD1, uma explicagdo bastante razoavel

para a presenca de varios transcritos de um mesmo gene (Figura 19).
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The sequence: ANKHD1 transcription variant 3 has the following composition:

Length: 2164 nucleotides.
27.4% A, 20.2% 28.6% G, 23.8% T, 0.0% X, 48.8%
Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3" phase strand confidence 5' exon intron 3!
éxon 3 612 1 + 0.42 ACTGCTGATG"GTAAAGCTTT
éxon 10A 1964 0 + 0.96 CAAGCATCAG"GTGAGGGTGG H
éxon 10A 2018 0 + 0.36 GATGTTGTAG"GTAACCAGAA

The sequence: ANKHD1l transcription variant 1 has the following composition:

Length: 8196 nucleotides.
29.3% A, 22.4% 23.2% G, 25.1% T, 0.0% X, 45.6%
Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3" phase strand confidence 5' exon intron 3
éxon 3 612 1 + 0.42 ACTGCTGATG"GTAAAGCTTT
éxon 15 2709 1 + 0.67 GAAACCAAAG"GTCAGAAAGA
éxon 15 2991 1 + 0.34 AAAGTATCAG"GTAATCAGCA
éxon 16 3131 0 + 0.83 GATAGCAGCT"GTGAGTACCA
éxon 21 3842 0 + 0.88 AGCAGAAGTA"GTGAGTTTGC
éxon 21 3928 2 + 0.65 CTTCTGGAGG"GTATGCAGAG
éxon 27 5073 1 + 0.55 CGACTTGAAG"GTGAAGTGAC
éxon 32 7365 1 + 0.36 GGCTTATCAG"GTTGGTCGCA

The sequence: ANKHD1-EIF4EBP3 has the following composition:

Length: 8319 nucleotides.
28.8% A, 23.5% C, 23.6% G, 24.2% T, 0.0% X, 47.0% G+C
Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3" phase strand confidence 5' exon intron 3
éxon 3 612 1 + 0.42 ACTGCTGATG"GTAAAGCTTT
éxon 15 2709 1 + 0.67 GAAACCAAAG"GTCAGAAAGA
éxon 15 2991 1 + 0.34 AAAGTATCAG"GTAATCAGCA
éxon 16 3131 0 + 0.83 GATAGCAGCT"GTGAGTACCA
éxon 21 3842 0 + 0.88 AGCAGAAGTA"GTGAGTTTGC
éxon 21 3928 2 + 0.65 CTTCTGGAGG"GTATGCAGAG
éxon 27 5073 1 + 0.55 CGACTTGAAG"GTGAAGTGAC
éxon 32 7365 1 + 0.36 GGCTTATCAG"GTTGGTCGCA
éxon 36 (C) 8278 1 + 0.00 GGGGAATGGA"GTAAGTCACC

Figura 19: Esquema representando os resultados da andlise de possiveis sitios de clivagem
alternativa na regido codificante do gene ANKHDI e seus transcritos variantes. Foram
encontrados varios possiveis sitios doadores de clivagem em diversos éxons destes

transcritos, o que explicaria a diversidade dos produtos génicos.
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Além da regido codificante foi possivel predizer a localizacdo de uma regiao

promotora com importantes sinais reguladores de expressdo génica como o TATA box,

dominios de ligacdo a um importante fator de transcri¢do denominado GATA-1 e a presenca

de sequéncias ricas no dinucleotideo CG denominadas ilhas CpG, estruturas muito

importantes envolvidas no controle de expressdo génica (Figuras 20 e 21).

Inlelodo Gene
. RRGACTTTTTTTTAACAT .. TATAbox  GATAL GATA1  GAIAL .. BGAACAATGTTGNAGAT... ... TATR(TIATA...
3000
(—-mms L2y g K LN
B! | B3 T
Regido Promotora

Figura 20: Esquema representativo da possivel regido promotora do gene ANKHD 1. Para a analise

da presenga dos elementos regulatdrios, foi selecionada uma seqiiéncia de 3000pb a

montante ¢ 200pb a jusante do primeiro ATG do gene (inicio do gene). Foram

utilizados programas computacionais de predicdo e por meio deles foi possivel

determinar sitios de ligagdo a varios fatores de transcrigdo destacando-se o fator de

transcricdo GATA-I, muito importante na hematopoese, bem como seqiiéncias

regulatérias como o TATA box, importante na regulagdo da expressdo génica.
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Figura 21: Esquema representativo da localizagdo das regides ricas em CG denominadas ilhas
CpG. Para analise foi selecionada uma seqiiéncia de 2000pb a montante e 1000pb a
jusante do primeiro ATG (inicio do gene) e verificamos a presenga de 3 ilhas CpG.
Parte da maior ilha (862pb) se localiza no primeiro éxon do gene ANKHDI e se
estende até a regido promotora e as demais ilhas (455pb e 206pb) estdo presentes
totalmente na regido promotora. As ilhas CpG participam da regulacdo de genes por

meio do padrio de metilagdo que os residuos de citosina apresentam.
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2. Andlise da expressido génica de ANKHDI e de seus transcritos
variantes por meio das técnicas de Northern Blotting e

qRT-PCR em células normais e neoplasicas

Para avaliar o grau de expressdo do gene ANKHDI em linhagens de células
neoplasicas (representativas de leucemias aguda e tumores solidos), foi utilizada uma
seqiiéncia de 963 pb, comum as variantes 1 ¢ 4, como sonda de hibridizagdo na técnica de
northern blotting ¢ que identificou um RNAm de aproximadamente 8,2Kb em todas as

linhagens testadas mas com uma menor expressdo nas linhagens hematopoiéticas Jurkat e

U937 (Figura 22).

SOIldfl (963pb) 8 3Kb
especifica para 8 2 Kb —s
asvariantes 1 e 4
de ANKHDI1

285 m—

Leucemia Tumor Leucemia
aguda solido aguda

Figura 22: Analise da expressdo do RNAm dos transcritos 1 e 4 do gene ANKHD1 por Northern
blotting em linhagens de células leucémicas e de tumores solidos. Foi utilizada como
sonda uma seqiiéncia de 963pb, regido comum aos transcritos ANKHD] variante 1 e
ANKHDI-EIF4EBP3 variante 4. A sonda localizou um RNAm de 8,2 Kb e um de 8,3
Kb em todas as linhagens analisadas, correspondentes as seqiiéncias completas

depositadas dos dois transcritos, mas com uma menor expressao nas linhagens Jurkat e

U937.
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Com a inten¢@o de verificar se o padrao de expressao observado em linhagens

neoplésicas se repetia em tecidos normais, foram realizados ensaios de qRT-PCR,

utilizando-se amostras de tecidos normais obtidos por biopsia. Os resultados, ilustrados na

Figura 23, mostram que o gene ANKHD] e seus transcritos variantes estdo presentes em

todos os tecidos normais analisados em comparagido com células mononucleares obtidas de

medula dssea normal mas ndo apresentam diferenga significativa de expressdo entre os

tecidos com excecdo do intestino normal e linfonodo.
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B ANKHDI1 variante 1 (8,2Kb)

B ANKHDI1 variantes 2 e 3 (2,1Kb e 2,2Kb)

ANKHDI1-EIF4EBP3 variante 4 (8,3 Kb)
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Expressdo do RNAm de ANKHDI e seus transcritos variantes em tecidos normais. O

qRT-PCR foi realizado a partir de cDNA de diferentes tecidos normais provenientes de

biopsia. Os resultados da expressdo foram obtidos apos normalizagdo da rea¢do com o

controle endégeno GAPDH e comparagido com células mononucleares de medula dssea

normal. Todos os transcritos se encontram expressos nos diferentes tecidos em niveis

semelhantes, com exce¢do da maior expressdo observada de ANKHD1 variante 1 no

intestino e ANKHD[-EIF4EBP3 variante 4 em linfonodo.
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3. Andlise da expressido génica de ANKHDI e de seus transcritos

variantes durante o processo de diferenciacdo celular

Para verificar um possivel envolvimento do gene ANKHDI com o processo de
diferenciacdo celular, utilizamos dois sistemas hematopoéticos como modelo de estudo e
por meio do método de qRT-PCR avaliamos o perfil de expressdo deste gene e seus

transcritos durante o processo.

A. Diferenciacido Celular Mielodide

Utilizamos nesse modelo de estudo a linhagem de células promielocitica HL60
e como indutor da diferenciagdo celular o acido trans retindico (ATRA). Amostras de
células foram coletadas antes da adicdo de ATRA para comparagdo. Apds 6 dias de
tratamento, as células HL60 foram coletadas para analise da expressdo génica e
caracterizacdo da diferenciacdo celular com base na analise morfologica por microscopia
convencional e analise dos antigenos de superficie celular CD14 e CD15 por citometria de
fluxo. Ao final da diferenciagdo celular observamos a presenga de células com fendtipo
semelhante a neutréfilos e 70% das células com marcagio CD15", antigeno de superficie
fortemente expresso por neutrofilos, indicando a eficacia do modelo de estudo. A analise do
RNAm demonstrou um aumento nos niveis de expressdo do gene ANKHD1 variantes 1,2, 3

e 4 de cerca de 4 vezes durante a diferenciagdo celular mieldide (Figura 24).
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Figura 24: Caracterizacdo da diferenciagdo celular mieldide, com base na morfologia
(microscopia convencional) e no padrio de expressdo dos antigenos CD14 e CDI5
(citometria de fluxo). A) Apos a adicdo de ATRA, e ao final de 6 dias, observamos
células com fendtipo de neutrdfilos, e a maior parte delas expressando o antigeno
CD15, caracteristico de neutrofilos, o que caracteriza o final da maturagdo da linhagem
mieldide nesse modelo de estudo. B) Grafico representando os resultados obtidos da
analise de expressdo génica por qRT-PCR durante a diferenciagdo celular mieloide.
Observamos que ao longo da diferenciagdo, com o amadurecimento das células HL60,
houve um aumento da expressio do RNAm das variantes do gene ANKHDI,
destacando-se a ANKHD variante 1 (hMASK) com uma expressdo de cerca de 5 vezes

ao final da diferenciagdo.
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B. Diferenciacdo Celular Eritréide

O sistema de cultura liquida em duas fases (Fibach et al., 1989) foi utilizado
como modelo de indugdo da diferenciacdo celular eritrdide. Na primeira fase, células
mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis foram cultivadas na presenca de
sobrenadante de células 5637, rico em fatores de crescimento hematopoéticos, promovendo
a proliferacdo de células progenitoras e na segunda fase, estas células foram cultivadas
somente na presenca do fator de crescimento e de diferenciagao eritroide, a eritropoietina

(EPO).

Apos a adigdo da EPO, amostras de células foram coletadas para avalia¢do da
expressdo génica e da diferenciacdo celular eritroide com base na analise morfologica por
microscopia convencional e analise dos marcadores de superficie celular Glicoforina A
(GPA) e Receptor de Transferrina (CD71) por citometria de fluxo. Ao final da
diferenciagcdo celular observamos a presenca de células na fase final da diferenciagdo
eritréide, até mesmo células extrusando o nucleo e 80% das células com marcagio GPA™ e
CD71", antigeno de superficie fortemente expresso por células da linhagem eritroide,
indicando a eficicia do modelo de estudo. A andlise do RNAm demonstrou um aumento
nos niveis de expressdo do gene ANKHD] variantes 1 e 4 de cerca de 2 vezes e da variante

3 de cerca de 7 vezes durante a diferenciag@o celular eritréide (Figura 25A e Figura 25B).
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Figura 25A: Caracterizacio da diferenciacio celular eritréide, com base na morfologia
(microscopia convencional) e no padrio de expressio dos antigenos receptor de
transferrina e Glicoforina A (citometria de fluxo). Apds a adicdo de Epo,
observamos eritroblastos em diferentes fases da diferenciag@o, desde proeritroblastos
até eritroblastos ortocromaticos, € ao final de 12 dias, células em fase de extrusdo do
nucleo, e a maior parte expressando os antigenos receptor de transferrina e

Glicoforina A, o que caracteriza o final da maturagdo da linhagem eritrdide.
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Figura 25B:

—=-ANKHD1 variante 1 (8,2 Kb)
——ANKHD1 variantes 2e 3 (2,1 Kb e 2,2 Kb)
——ANKHD1-EIF4EBP3variante 4 (8,3 Kb)

Tempo de Cultura (Dias)

Caracterizacdo da diferenciacido celular eritréide, com base na morfologia
(microscopia convencional) e no padrio de expressdo dos antigenos receptor de
transferrina e Glicoforina A (citometria de fluxo). Grafico representando os
resultados obtidos da andlise de expressdo génica por qRT-PCR durante a
diferenciacdo celular eritroide. Observamos que ao longo da diferenciacdo, com o
amadurecimento das células eritroide, houve um aumento da expressdo do RNAm
das variantes do gene ANKHD 1, destacando-se a ANKHD] variantes 2 ¢ 3 com uma

expressdo de cerca de 7 vezes ao final da diferenciacao.
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4. Andlise da expressido génica de ANKHDI e de seus transcritos

variantes durante o processo de proliferacio celular

Para verificar um possivel envolvimento do gene ANKHDI com o processo de
proliferagdo celular, foi utilizado como modelo de estudo células mononucleares de sangue
periférico de doadores saudaveis e como indutor da proliferagdo o agente mitogénico
fitohemaglutinina (PHA) e por meio do método de qRT-PCR foi avaliado o perfil de
expressdo deste gene e seus transcritos durante o processo. As células foram quantificadas

em camara de Neubauer (Figura 26).
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Figura 26: Proliferagdo de linfocitos humanos sob estimulo do mitdgeno Fitohemaglutinina
(PHA). A) Apds 72 hs de cultivo, células com e sem PHA foram coletadas e
quantificadas em cadmara de neubauer. B) A analise da expressdo foi realizada nos
linfécitos normais ativados por qRT-PCR e verificamos o aumento de cerca 6 vezes do
gene ANKHD] variantes 1, 2 e 3 ao final de 72 horas em comparagdo com os linfdcitos

nio ativados.

108



5. Inducio da apoptose celular em linhagem de células leucémica e
analise da expressdo génica de ANKHDI e de seus transcritos

variantes

Com o objetivo de avaliar se o gene ANKHD1 ¢ seus transcritos variantes estdo
envolvidos no processo de apoptose celular, a linhagem de células leucémica KG1 foi
tratada com o agente oxidante t-butil hidroxiperéxido (t-BOOH) e por meio do método de
gRT-PCR foi avaliado o perfil de expressdo deste gene e seus transcritos durante o processo

(Figura 27).
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Figura 27: Determina¢do do grau de apoptose induzida por t-BOOH na linhagem de células
KGI1. A) As células foram tratadas com diferentes concentragdes de t-BOOH por um
periodo de 2 horas ¢ a apoptose foi analisada por ANEXINA V ¢ PI através de
citometria de fluxo. Observamos um aumento progressivo nos niveis de apoptose
concomitante ao aumento da concentra¢do do oxidante. B) A expressdo do gene
ANKHD] transcritos variantes 1,2 ¢ 3 apresenta uma diminui¢do inversamente

proporcional ao aumento dos niveis de apoptose.
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Perfil da expressio génica de ANKHDI e de seus transcritos

variantes em neoplasias hematologicas

A. ANKHDI variantes 2 e 3 estio sub expressas em Sindrome
Mielodisplasica (SMD)

O RNAm de ANKHDI esteve sub expresso em amostras de medula dssea de

pacientes com diagndstico de SMD, quando comparado a expressio em células

hematopoéticas normais. Essa diferenga de expressdo foi estatisticamente significativa nas

varias categorias da doenca (P < 0.005) (Figura 28).
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Figura 28:

Expressdo do RNAm de ANKHDI transcritos variantes 2 e 3 em células de pacientes
com diagnostico de SMD. qRT-PCR foi realizado a partir de cDNA de sangue total de
medula 6ssea de pacientes com SMD (n= 34) ou de células totais de medula 6ssea de
individuos normais (n=8). Observou-se uma menor expressdo das variantes 2 e 3,
estatisticamente significativa, nas amostras de SMD em relacdo as células

hematopoéticas normais.
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B. Expressio de ANKHDI transcritos variantes 2 e 3 em células CD34"

de pacientes com SMD durante a diferenciacio eritroide

Com o objetivo de investigar mais profundamente a expressdo do gene
ANKHDI variantes 2 e 3 na Mielodisplasia, foram separadas as células CD34" da medula
ossea de pacientes do subtipo AR (anemia refrataria) e utilizando um sistema de cultura
adaptado para células de dificil crescimento, foram obtidas células viaveis para analises do

perfil de diferenciagdo eritrdide (Figura 29) e estudo de expressdo génica (Figura 30).
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Figura 29: Amostras de medula 6ssea de doadores saudaveis e de pacientes com diagndstico de
SMD do subtipo AR foram coletadas e da fracdo de células mononucleares obteve-se
células CD34". A) Estas células foram cultivadas em metilcelulose com fatores de
crescimento adequados e ao final de 6 dias foi observada a expansdo dos progenitores
eritroides e a formacdo de colonias BFU-E, CFU-E. B) Estas células foram mantidas
em cultura liquida por mais 8 dias e durante esse periodo foram coletadas amostras de
células para a caracterizagdo da diferenciagdo eritroide, expressdo génica e analise da
apoptose. Nao houve diferenca significativa no padrio de expressdo dos marcadores de
superficie celular, receptor de transferrina e glicoforina A, entre as células eritroides
maduras dos doadores saudaveis e dos pacientes. Ambos apresentaram o mesmo
padrdo morfologico ao final da diferenciag@o eritrdide com a presenca de eritroblastos

ortocromaticos e células em fase de extrusio nuclear.
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Figura 30: Analise da apoptose e expressio de ANKHDI variantes 2 e 3 em células CD34" de
doadores normais e pacientes com SMD nos dias 6 ¢ 14 da diferenciagdo eritroide. A)
A cultura de células normais apresentou 9,5% de células em apoptose no dia 6 e 7,2%
no dia 14, enquanto a cultura de SMD apresentou 9% no dia 6 e 18% no dia 14. B) A
expressdo das variante 2 ¢ 3 de ANKHDI aumentou cerca de 12 vezes durante a
diferenciagio eritroide de células CD34" de medula 6ssea de doadores normais como ja
haviamos observado nos primeiros experimentos. No entanto, o mesmo ndo foi
observado nas células CD34" dos pacientes com SMD. A expressdo das variantes 2 e 3
foi muito menor se comparado com a expressio nas células CD34" normais. A menor
expressao do gene ANKHD] variantes 2 e 3 em SMD parece estar de alguma forma
relacionada com os niveis aumentados de apoptose observado ao final da diferenciagdo

eritroide.

113



C. Modulaciao da expressdo do fator de transcricio GATA-1 em células

CD34" de pacientes com SMD durante a diferenciacio eritréide

Em razdo de GATA-1 ser um dos fatores de transcricdo mais importantes na
hematopoese, estar fortemente relacionado a diferenciagao eritréide terminal e de ANKHD 1
apresentar em sua regido promotora, de acordo com as analises in silico, sitios de ligacdo a
esse fator de transcricdo, foi verificada a expressdo de GATA-1 durante a diferenciagio
eritroide das células CD34" de doadores normais e de pacientes com SMD e uma possivel

relacdo com a expressdo do gene ANKHD 1 variantes 2 e 3(Figura 31).
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Figura 31: Analise da expressdo do gene GATA-I durante a diferenciagdo eritrdide de células
CD34" de doadores de medula 6ssea normais e de pacientes diagnosticados com SMD
por gRT-PCR. Foi obsevado que durante a diferenciagdo eritrdide, na fase terminal,
das células CD34" normais, houve um aumento da expressio do RNAm de GATA-I
muito semelhante ao aumento de expressdo de ANKHD] variantes 2 ¢ 3. A expressdo
do fator GATA-1 ndo sofreu modulagdo durante a diferenciagdo eritrdide nas células
dos pacientes com SMD, apresentando um mesmo nivel durante todo o processo, como

foi observado em relacdo a ANKHD variantes 2 e 3.
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D. Andlise do efeito da Decitabina (DAC), um inibidor da metilacio,
sobre a expressio do gene ANKHDI variantes 2 e 3 durante a
diferenciacdo eritréide de células CD34" e em células mononucleares

de pacientes com SMD

A hipoexpressdo de ANKHD] variante 3 observada em amostras de medula
ossea total de pacientes com SMD, a hipoexpressdo durante a diferenciag@o eritrdide de
células CD34" desses mesmos pacientes e a presenca de ilhas CpG na regiio promotora do
gene ANKHD 1, direcionou a avaliagdo da expressdo deste gene sob o efeito da inibi¢do da
metilacdo exercida pelo agente decitabina, utilizado na terap€utica de algumas doengas
(Figura 32).
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Figura 32: Analise da expressdo do gene ANKHDI variantes 2 e 3 em células de paciente com
SMD submetidas a tratamento com decitabina. A) Células CD34" de pacientes com
SMD foram tratadas com 5uM de DAC durante a diferenciagfo eritrdide e amostras de
células foram coletadas em varios pontos da cultura. Houve aumento da expressdo das
variantes 2 e 3 nas amostras tratadas com DAC em compara¢@o com a mesma amostra
nio tratada. B) Células mononucleares de pacientes com SMD foram tratadas em
cultura com DAC por 3 dias. Observamos um aumento variado na expressdo do gene
ANKHD] variante 3 nas amostras tratadas com DAC em relacdo aos seus respectivos

controles.
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E. ANKHDI transcritos variantes 2 e 3 estdo hiperexpresso em

Leucemias Agudas

O RNAm de ANKHDI variantes 2 ¢ 3 esta hiperexpresso em amostras de
medula dssea de pacientes com diagndstico de LMA, quando comparada a expressdo em
células hematopocdticas normais. Essa diferenca de expressdo ¢ estatisticamente

significativa nesta neoplasia hematoldgica (P = 0.048) (Figura 33).
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Figura 33: Aumento da expressdo do gene ANKHD] variantes 2 e 3 em células leucémicas. A
quantificacdo da expressdo foi realizada por RT-PCR em tempo real em amostras de
medula ossea total de pacientes com Leucemia Mieloide Aguda. Foram analisadas 28
amostras de pacientes ¢ 8 amostras de doadores de medula 6ssea normal. A diferenca

na expressdo foi considerada estatisticamente significativa (P=0.048).
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F. ANKHDI transcritos variantes 2 e 3 estio hiperexpresso em

Linhagens de Células de Mieloma Miltiplo (MM)

Por tratar-se de uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela proliferagdo
anormal de plasmocitos e ativagio de mecanismos anti-apoptoticos nessas células, foi
investigado o padrdo de expressdo do gene ANKHDI e seus transcritos variantes,
inicialmente em linhagens de células representativas de Mieloma Multiplo (MM) (Figura

34).
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Figura 34: Expressdao do RNAm de ANKHD] variantes 2 e 3 em linhagem de células de mieloma
multiplo. Foram analisadas amostras das células RPMI 8226, U266, OPM2, MM1.R
(resistente a dexametasona), MM1.S (sensivel a dexametasona), K620 e células
CD138" normais. A expressio das variantes 2 e 3 foi maior nas linhagens de células
MM em relagio as células CD138" normais. E interessante notar a expressio de cerca
de 80 vezes apresentada pela linhagem de células MMI1.R, resistente a indug@o a

apoptose por dexametasona.
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G. Analise da expressio do gene ANKHDI e transcritos variantes em

células CD138" (plasmécitos) de Mieloma Miiltiplo

Os resultados obtidos em linhagens de células de MM levaram a investigagio
da expressdo do gene ANKHD] e transcritos variantes em células CD138" de medula dssea
de pacientes diagnosticados com Mieloma Multiplo. Por meio de qRT-PCR foi verificado
que os transcritos de ANKHDI estio hiperexpressos em células CD138" de pacientes com
MM comparando-se com células CD138" normais obtidas de medula 6ssea ou de tonsilas.
A diferenca de expressdo foi considerada estatisticamente significativa com P < 0,05

(Figura 35).
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Figura 35: Expressio diferencial do gene ANKHDI e transcritos variantes em células CD138"
(plasmocitos) de pacientes com Mieloma Multiplo por qRT-PCR. Foram analisadas 36
amostras de pacientes e 6 amostras de individuos saudaveis. Observamos um aumento
de 7 a 12 vezes na expressdo dos transcritos variantes de ANKHDI no MM em relagéo

as células normais. Essa diferencga é estatisticamente significativa (P < 0,05).
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H. Inducio da Apoptose Celular na linhagem de células RPMI 8226

Tendo em vista os resultados de hiperexpressdo do gene ANKHDI e seus
transcritos em MM, a apoptose foi induzida na linhagem RPMI 8226 com dexametasona no
intuito de verificar se expressdo do gene ANKHD] sofre algum tipo de modulagéo (Figura
36). Os niveis de apoptose foram quantificados por Anexina V+ e PI+ e a expressdo génica

foi avaliada por qRT-PCR.
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Figura 36: Inducgdo da apoptose em células da linhagem RPMI 8226 por dexametasona. A) Apds
48 hs da exposi¢do a dexametasona, amostras de células foram coletadas para analise
da apoptose por citometria de fluxo. Ao final da inducdo, cerca de 80% das células se
apresentaram positivas para anexina V. B) A andlise da expressio por qRT-PCR
demonstrou uma diminui¢@o da expressdo do gene ANKHD1 variantes 2 e 3 em relagio

ao aumento dos niveis de apoptose.

120



I.  Associacio entre ANKHD1 e SHP2 em Mieloma Multiplo

De acordo com dados publicados pelo nosso grupo, de que ANKHD1 se associa
a SHP2 em linhagem leucémica K562 (Traina et al., 2006) ¢ que SHP2 se encontra
hiperativada em Mieloma Multiplo, foi verificada a possivel associagdio de ANKHDI1 e

SHP2 na linhagem de mieloma multiplo RPMI 8226 por Western Blotting (Figura 37).

Células RPMI
IP: ANKHD1 ET

IB: ANKHD1 270kDa

IB: SHP2 70kDa

Figura 37: Os lisados de células, com iguais quantidades de proteinas, foram imunoprecipitadas
com o anticorpo anti - ANKHD1 e submetidas a imunobloting com o anticorpo anti-
SHP2. Foi observada uma banda de 70kDa correspondente a SHP2, demonstrando que
hé interagdo das duas proteinas em células RPMI 8226. No extrato total foi notado a
presenca da banda correspondente a ANKHDI1 (270kDa) e a SHP2 (70kDa). Como

controle interno da reag@o temos a imunoprecita¢do e o imunobloting com ANKHD].
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J.  Silenciamento de ANKHDI transcritos variantes 2 e 3 por RNA de
interferéncia (RNAi)

Foram realizadas varias tentativas de silenciamento génico em diferentes
linhagens de células hematopoéticas mas sem obtencdo de sucesso. Métodos de transfecgéo
por eletroporagdo e lipofeccdo se mostraram invidveis por causar grande morte celular e
apresentar baixa eficiéncia de transfec¢@o nestas células dificultando a analise dos efeitos

inibitorios de ANKHD1 sobre a apoptose ¢ proliferagao celular.

No entanto, na linhagem de células aderentes 293, embora a eficiéncia de
transfeccdo ndo tenha sido alta, foi observada reducdo de expressdo em torno de 50% de
ANKHDI variantes 2 ¢ 3 em relagdo ao controle negativo apos 72hs (Figura 38).
Entretanto, esta inibi¢do ndo foi suficiente para causar efeitos bioldgicos relacionados a

apoptose como era esperado. (Figura 39).
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Figura 38: Inibi¢do da expressdo génica de ANKHD! através de RNAi em células neoplasicas.
Células da linhagem 293 aderente foram submetidas a transfec¢do do controle negativo
ou a transfec¢do de RNAi para ANKHDI transcritos 2 e 3 através de lipofecgdo. O
perfil de expressdo foi avaliado por qRT-PCR apds 72 horas de silenciamento por

RNAI e foi observado uma redugdo na expressdo de ANKHD].
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Figura 39:
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Apoptose celular apos inibicdo de ANKHD]I transcritos variantes 2 ¢ 3 por RNAI.

A) Células 293 transfectadas com controle negativo e células submetidas a inibi¢ao de
ANKHDI através de RNAI, foram coletadas 72 horas apés a lipofecgdo, submetidas a
marcagdo de anexina V e PI e analisadas por citometria de fluxo. B) Estas mesmas
células foram submetidas a marca¢@o com anticorpo anti caspase 3 ativada e também
analisadas por citometria de fluxo. Ambas andlises nfo demonstraram diferenca
significativa nas células submetidas a inibicdo de ANKHDI transcritos variantes 2 e 3

em relagdo ao controle negativo.
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DISCUSSAO
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Uma compreensdo mais ampla das bases moleculares que regem o
desenvolvimento das neoplasias hematologicas, que inclui a identificacdo dos genes
primariamente envolvidos, além de sua caracterizagdo funcional, é um dos grandes
objetivos das muitas linhas de pesquisas desenvolvidas no mundo pds era gendmica. Pouco
se sabe a respeito sobre a fisiopatologia de muitas doengas tumorais € sobre os processos
que medeiam a freqiiente transformag@o neoplasica. Novas terapias tém sido propostas com
base nas caracteristicas bioldgicas das células neoplasicas, porém os eventos moleculares
responsdveis pela manutengdo ou propagacdo da populacdo clonal anomala ainda ndo
foram suficientemente esclarecidos, sendo que muitas vezes os agentes terapéuticos

utilizados ndo sdo alvo-especifico.

A identificagdio e caracterizagdo estrutural e funcional de genes
diferencialmente expressos entre tecidos tumorais e mnormais constituem etapas
fundamentais para permitir a compreensao do processo neoplasico e o desenvolvimento de

novas estratégias antitumorais.

No presente estudo, a partir de dados gerados pelo Projeto Genoma Humano do
Cancer, identificamos e caracterizamos o gene ANKHDI e quatro dos seus transcritos
variantes por meio de analise in silico e procedimentos laboratoriais envolvendo técnicas de

biologia celular e molecular.

O gene ANKHDI se localiza no brago longo do cromossomo 5, mais
precisamente na regido 5q31.3, onde estdo localizados varios genes relacionados a
proliferagdo celular e controle da hematopoese e cujas alteracdes genéticas tém sido
implicadas em doencas hematoldgicas (Knutsen et al., 2003; Brezinova et al., 2000). Ao
longo desse estudo verificamos a existéncia de varios transcritos deste gene originados
provavelmente por mecanismo de clivagem alternativa e nossa analise computacional

detectou possiveis sitios de clivagem em varios éxons deste gene.

E interessante mencionar que esse mecanismo, inicialmente considerado pouco
freqiiente em eucariotos, ¢ responsavel pela origem de pelo menos 60% dos transcritos
existentes no genoma de camundongos e humanos. Estes eventos sdo observados entre
diferentes tipos celulares, durante o desenvolvimento ou durante outros processos

bioldgicos e resultam no aumento da diversidade do transcriptoma e proteoma pela geragdo
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de multiplos transcritos de RNAm a partir de um tnico gene (Shepard & Hertel, 2008;
Hertel, 2008; Kim et al., 2006).

Recentes estudos sugerem que a regulacdo do mecanismo de clivagem
alternativa pode determinar quando e onde uma determinada proteina devera ser produzida
e que mudangas no padrdo desse mecanismo podem modular muitas atividades celulares,
tanto em situagdes fisiologicas como em patologicas (Hertel, 2008; Blaustein et al., 2007;
Smith & Valcarcel, 2000). Algumas vias de sinalizagdo tém sido implicadas na regulagdo
deste mecanismo. Trabalhos recentes tém esclarecido sobre o mecanismo molecular pelo
qual estimulos extracelulares ativam as cascatas de sinalizacdo que modulam a maquinaria
de clivagem e conseqiientemente o padriio de muitos precursores de RNAm (Blaustein et

al., 2007).

Além disso, a prevaléncia de clivagem alternativa do RNAm como mecanismo
de regulacdo da expressdo génica, faz com que se torne um provavel alvo para alteragdes
levando a doengas humanas (Caceres & Kornblihtt, 2002; Cooper & Mattox, 1997). Dessa
forma, a presenca de varios transcritos do gene ANKHDI, indica a possibilidade de seu
envolvimento em varios processos bioldgicos importantes, tanto em condigdes normais

como em neoplasias.

A proteina ANKHDI, inicialmente denominada hMASK (Human Multiple
Ankyrin Repeats Single KH domain), identificada por Poulin e colaboradores (Poulin et al.,
2003), ¢ ortdloga a Mask da Drosophila (Smith et al., 2002) e seqiiéncias homdlogas ¢
ortdlogas foram encontradas em outros organismos, indicando que ¢ uma proteina
conservada entre as espécies. Apresenta na sua seqii€ncia dominios conservados de
repeticdes de anquirina, caracteristica que deu inicio a este estudo. As repeticdes de
anquirina sdo encontradas em um grande numero de proteinas que desempenham
importantes fun¢des biologicas como as proteinas envolvidas no transporte celular, na
manutenc¢do da integridade do citoesqueleto, no controle da transcri¢do génica e do ciclo
celular, nas respostas inflamatdrias, no desenvolvimento, nas varias vias de sinalizag¢fo
celular e algumas tém sido ligadas a doencas humanas. O grande nimero de proteinas com
repetigdes de anquirina reflete a versatilidade deste dominio em particular (Mosavi et al.,

2004). As isoformas 1 e 4 da proteina ANKHD]1 apresentam 20 repeticdes de anquirina
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enquanto as isoformas 2 e¢ 3 apresentam 10 repeticdes de anquirina. A presenga destes
dominios sugerem que estas isoformas participem de interagdes protéicas e vias de
sinalizacdo celular relevantes. Além disso, as isoformas 1 ¢ 4 possuem um dominio KH na
regido C terminal. Este dominio possui cerca de 70 aminoacidos e foi descrito em algumas
proteinas que se ligam a acidos nucléicos (Gibson et al., 1993; Siomi et al., 1993) mas sua

func¢do ainda ndo foi definida na proteina ANKHD1.

A andlise da expressdo génica de ANKHDI e seus transcritos variantes
demonstrou que sdo largamente expressos tanto em linhagens de células neoplasicas como
em tecidos normais, em diferentes niveis, nos varios tipos de tecidos analisados. Esses
dados s3o consistentes com os obtidos por Poulin e colaboradores (Poulin et al., 2003).
Pode-se especular que estas diferengas de expressdo sio tecido-especificas e estejam sendo

reguladas por mecanismo de clivagem alternativa.

Em Drosophila melanogaster, Mask foi inicialmente identificada através de
uma metodologia desenhada para detectar novas proteinas que poderiam interagir com
elementos das vias de sinaliza¢do dos receptores de tirosina quinase (RTK) como a proteina
tirosina fosfatase Corkscrew (CSW), homodloga a Src Homology-2 domain-containing
protein tyrosine Phosphatase-2 (SHP2) humana e proteinas efetoras das vias Ras/MAPK,
PI3K e PLCy. A caracterizagao fenotipica da Mask em Drosophila sugere que esta ¢ uma
nova proteina envolvida em vias de sinalizacdo de tirosina quinase ¢ parece desempenhar
papel crucial na diferenciagdo, sobrevivéncia e proliferacdo das células fotoreceptoras dos
olhos da Drosophila (Smith et al., 2002). Com base nessas observagdes, no presente estudo
foram realizados ensaios in vitro, utilizando modelos hematopocéticos, os quais permitem a
analise deste complexo sistema através da manipulag@o de varias condi¢cdes e componentes
da cultura de células, com o objetivo de estabelecer um possivel papel do gene ANKHDI ¢

seus transcritos variantes em processos biologicos basais.

A homeostase do sistema hematopoético é mantida por mecanismos que
controlam os aspectos de sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciagido através de uma rede
de sinalizagdo complexa constituida por varios tipos de moléculas como hormonios,
citocinas, fatores de crescimento e de transcricdo. No presente estudo, durante o processo

de diferenciagdo eritrdide, onde células progenitoras hematopoéticas normais foram
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submetidas ao tratamento com eritropoietina (EPO), foi observado um aumento na
expressdo de todas as variantes do gene ANKHDI e tal padrao de expressao também foi
notado durante o processo de diferenciagdo mieldide, onde células da linhagem HL60
foram induzidas a se diferenciar com acido all trans retindico (ATRA). No ensaio de
proliferagdo celular, linfécitos normais do sangue periférico foram submetidos a
estimulagdo mitogénica exercida pela lectina fitohemaglutinina (PHA) (Sell & Costa, 2000)
e durante esse processo, além do aumento do nimero de células, também foi observado
aumento da expressdo de ANKHDI. Entretanto, a inducdo da apoptose em células da
linhagem leucémica KG1 demonstrou uma diminui¢do na expressdo de ANKHDI em
relacdo inversa aos niveis de apoptose exibidos frente as diferentes concentracdes do agente

oxidante t-butil hidroxiperdxido (t-BOOH) utilizadas.

Na eritropoese, o hormoénio eritropoietina (EPO) interage diretamente com seu
receptor (EPO-R) na membrana das células precursoras hematopocéticas, fosforilando e
ativando a tirosina quinase JAK2, a qual leva a ativa¢do de varias vias de transducdo de
sinais, que incluem a PI3-quinase/AKT, a STAT5-Bcl-XL e a ERK/MAPK, resultando na
proliferagdo e diferenciagdo terminal das células precursoras eritrdides e protecdo desses
precursores contra apoptose (Ingley et al., 2004). O fator de transcricdo GATA-1, crucial a
diferenciagdo terminal das células eritroides, é fosforilado e ativado pela EPO, via PI3-
quinase/AKT (Zhao et al., 2006). Em estudos de camundongo nocaute das fosfatases SHP1,
SHP2, CD45 e proteina tirosina fosfatase 1B (PTB-1B) foi demonstrado o envolvimento
destas quatro tirosinas fosfatases na regulacdo da eritropoese. Outros estudos demonstraram
que SHP2 ¢ essencial a gastrulagdo murina durante a embriogénese ¢ analises de células
tronco embrionarias deficientes em SHP2 revelaram diminui¢do na formagdo de colonias
eritroides; a fosfatase SHP2 € um substrato robusto para a fosforilagdo de tirosina por EPO-
R, o que leva ao recrutamento de Grb2-Sos e ativag@o da via de sinalizacdo Ras/Raf/MAP
quinase e de alguns fatores de transcricdo (Richmond et al., 2005; Ingley et al., 2004). A
diferenciacdo mieldide induzida por ATRA, em células HL60 (AML-M2), por outro lado,
ocorre pela inibicdo da via PI3K/AKT. A diminui¢do nas taxas de proliferacdo dessas
células ¢ explicada pela parada na fase G1 do ciclo celular, outro efeito exercido pelo
ATRA (Barber et al., 2008; Ozpolat et al., 2008; Ozeki and Shively, 2008; Ishida et al.,

2004; Bertagnolo et al., 1999). Dessa forma, o padrio de expressdo génica apresentado pelo
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gene ANKHD]I e seus transcritos variantes, tanto em células normais como em células
neoplésicas, submetidas aos diferentes processos biologicos acima citados, sugere que
tenham um papel de elevada relevancia nas vias de sinalizagdo celulares responsaveis pelo

estabelecimento da hematopoese.

A desregulagdo do processo de apoptose rompe com o complexo e delicado
equilibrio existente entre a proliferagcdo, sobrevivéncia e morte celular e desempenha um
importante papel no desenvolvimento de doencas como o cancer, em particular as
neoplasias hematoldgicas (Testa & Riccioni, 2007). A sindrome mielodispldsica ¢ uma
neoplasia caracterizada por varias disfungdes ocorridas na medula 6ssea, como altos niveis
de apoptose na linhagem eritrdide e displasia mieldide. Cerca de 30% dos casos evoluem
para leucemia mieldide aguda (Hopfer et al., 2008; Fontenay & Gyan, 2008). De modo
geral, o processo de apoptose ocorre com a ativagdo seqiiencial de caspases iniciadoras
(procaspase 8, 9 e 10) e efetoras (caspase 3, 6 ¢ 7). A ativacdo das caspases efetoras leva a
morte celular por clivagem proteolitica de varios alvos celulares, entre eles, as proteinas
envolvidas em vias de sinalizacdo relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia como
MAPK, JAK/STAT, PI3K/Akt, Src quinase, NK-kB, BCL2 e outros substratos (Chauhan &
Anderson, 2003).

A baixa expressdo génica de ANKHD transcrito variante 3 em células totais
da medula 6ssea de pacientes com sindrome mielodisplasica e em células CD34+
submetidas ao processo de diferenciagdo eritroide, comparada com células hematopoéticas
normais, sugere que ANKHDI possa estar envolvido na fisiopatologia dessa neoplasia.
Curiosamente, por analise de bioinformatica, detectamos na regido promotora de ANKHD,
a presenca de sitios de ligagdo ao fator de transcricdo GATA-I e, durante a diferenciagio
eritroide, diferentemente do que ocorre em células hematopoéticas normais, também ndo
houve aumento da expressdo GATA-I, importante para a diferenciag¢do eritroide terminal
(Pope et al., 2000). Os dados aqui obtidos com relacdo a GATA-1 sdo consistentes aos
observados por outros pesquisadores em SMD e sugerem que GATA-1 seja clivado pela
caspase 3 ativada durante o processo de diferenciagdo eritroide com conseqiiente bloqueio
da maturagdo na fase terminal, e aumento nos niveis de apoptose. Corroborando estes

achados, no presente estudo, ao final da diferenciagdo eritroéide foi constatado um aumento
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nos niveis de apoptose nas células de pacientes com SMD comparado com as células

normais (Droin et al., 2008; Tehranchi et al., 2005).

Outros fatores devem ser considerados com relagdo aos desequilibrios que
levam ao estabelecimento da SMD. Eventos epigenéticos, principalmente a hipermetilagado
de ilhas CpG localizadas na regido promotora de varios genes regulatorios importantes tém
sido descritos em SMD (Hopfer et al., 2008). Tal fato poderia esclarecer o aumento da
expressdo do gene ANKHDI em células mononucleares de pacientes com SMD tratadas
com o desmetilante decitabina em comparacio a células ndo tratadas e em células CD34"
durante a diferencia¢do eritroéide, visto que, através de andlise de bioinformatica,
observamos na regido promotora do gene ANKHD1 a presenga de 3 ilhas CpG. Entretanto,
outros estudos serdo necessarios para definir o padrdo de metilagdo presente nessas ilhas.
Neste contexto, ANKHDI torna-se um gene bastante interessante, visto que esta
subexpresso em células de pacientes com SMD, esta relacionado com os processos de

diferenciagdo eritrdide e apoptose e parece estar metilado nesta doenca.

A leucemia mieldide aguda (LMA), neoplasia caracterizada pelo descontrole da
prolifera¢do de um clone celular anomalo originado por mutagdes génicas ou por alteragdes
epigenéticas, apresenta desregulacdo de multiplas vias de sinalizagdo e a ativacgdo
constitutiva das vias PI3K/AKT, JAK/STAT, RAS/Raf/MEK/ERK e¢ PKCa tem sido
implicada na patogénese ¢ progressdo dessa doenca (Testa & Riccioni, 2008). A elevada
expressdo do gene ANKHD] transcrito variante 3 observada nas células totais da medula
ossea de pacientes com diagndstico de LMA em comparagio com células hematopoéticas
normais ¢ em linhagens de células como K562 e KG1, sugere um possivel envolvimento
deste gene nessa neoplasia. Esses achados sdo consistentes com os obtidos por Traina e
colaboradores (Traina et al., 2006) que observaram a superexpressdo génica e protéica de
ANKHDI1 isoforma 1 tanto em linhagens leucémicas como nas células da medula 6ssea de

pacientes com LMA.

A localizagdo citoplasmatica da proteina ANKHDI1 isoforma 1 em células
hematopoéticas normais e leucé€micas e a localizag@o citoplasmatica da proteina Mask da
Drosophila, ortéloga de ANKHD1, nos discos imaginais do olho, reforcam a suposi¢@o de

seu envolvimento em vias de sinalizagdo relevantes que medeiam sinais extracelulares até o
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nucleo da célula (Traina et al., 2006; Smith et al., 2000). A localiza¢cdo de uma proteina no
citoplasma e na membrana celular ¢ achado freqliente, uma vez que muitas proteinas
citoplasmaticas s3o recrutadas a membrana quando da ativacdo de receptores
transmembranas por estimulos extracelulares. Exemplo de uma proteina localizada no
citoplasma e na membrana celular, que merece ser citada neste contexto, ¢ a SHP2 (Xu et

al. 2005).

SHP2 ¢ uma fosfatase de tirosina citoplasmatica codificada pelo gene PTPNI1,
participa de vias de sinaliza¢do celular de fatores de crescimento e citocinas, e exerce
importantes fungdes na regulacdo da proliferagao, diferenciacdo e migragdo celular através
da ativacdo da via de sinalizagdo da MAP quinase (Feng, 1999; Neel et al., 2003) ¢ AKT
(Hakak et al., 2000; Wu et al., 2001; Zhang et al., 2002). A ativagdo de SHP2, resultante de
mutagdes no gene PTPN11 (Chan & Feng 2007) ou de sua fosforilagdo (Xu et al., 2005), ¢
achado comum em leucemias agudas. Somente a superexpressdo de SHP2 néo ¢ suficiente
para o desenvolvimento da leucemia aguda e outros fatores devem ser necessarios a
leucemogénese. A associagdo entre ANKHDI isoforma 1 e SHP2 foi demonstrada em
linhagem de células leucémica K562 e de carcinoma de prdostata LNCaP. Tal achado sugere
que ANKHDI1 seja uma proteina adaptadora e sua associagdo com SHP2 possa ser
necessaria a leucemogénese ¢ ao desenvolvimento de outras neoplasias (Traina et al., 2006)
e essa associagdo pode representar a identificagdo de uma nova interacdo protéica essencial

para vias de sinalizag¢@o celular em neoplasias como o Mieloma Multiplo.

Em linhagens de células, representativas de mieloma multiplo, foi observada
alta expressdo do gene ANKHDI transcritos variantes 2 ¢ 3 em relagdo a plasmocitos
normais, com maior predomindncia de expressdo na linhagem MMI1.R, que tem por
caracteristica ser resistente a apoptose induzida por dexametasona. A elevada expressdo do
gene ANKHDI e transcritos variantes também foi constatada nas células CD138"
(plasmdcitos) de pacientes diagnosticados com mieloma multiplo em relagdo a plasmécitos
normais. A apoptose induzida por dexametasona em células da linhagem RPMI 8226
(sensivel a dexametasona) demonstrou inibi¢do da expressdo do gene ANKHD]1 transcritos
variantes 2 ¢ 3. Deste modo sugerimos que ANKHDI esta envolvida nos processos anti-
apoptdticos e na resisténcia a dexametasona de plasmdcitos neoplasicos provavelmente

através de sua associagdo com SHP2 (Traina et al., 20006).
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A interleucina IL-6 ¢ muito conhecida por desempenhar papel critico como
agente indutor anti-apoptotico no MM. Seus efeitos sdo mediados por vias autdcrinas e
parécrinas e pelo receptor de superficie celular com dois componentes: a subunidade ligante
especifica
IL-6Ra (gp80) e a subunidade gp130 transdutora de sinais (Khong et al., 2008). Em estudos
anteriores foi demonstrado que a IL-6 medeia os processos de proliferagdo e sobrevivéncia
celular em MM através das vias de sinalizacdo que envolvem MEK/MAPK, JAK/STAT,
PI3K/AKT (Khong et al., 2008) ¢ RAFTK (Chauhan et al., 1999; Chauhan et al., 2000).
Além disso IL-6 confere proteg¢do contra os efeitos apoptdticos induzidos por dexametasona
através da ativagdo da proteina tirosina fosfatase SHP2 via gp130. IL-6 se liga ao seu
receptor (IL-6 Ra/gp80), o qual interage com o transdutor de sinal gp130. O dominio
citoplasmatico de gp130 contém dominios fosfotirosina para recrutamento da SHP2. Apds a
liga¢do a esse dominio, SHP2 ¢ ativada e desfosforila a tirosina quinase de adesdo focal
relacionada (RAFTK ou Pik2), que é um dos seus substratos (Hideshima et al., 2001).
Deste modo, IL-6 inibe a ativagio de RAFTK que em estado ativado medeia a apoptose
induzida por dexametasona em MM por mecanismos moleculares ainda nao esclarecidos
(Chauhan et al., 2000). A apoptose induzida por dexametasona em células MMI.S
(sensiveis a dexametasona) ¢ conduzida pela ativagao da caspase 9 resultando na clivagem
da caspase 3. No entanto, a IL6 induz a ativacdo de PI3K que em associagdo a SHP2 ativa
AKT, com conseqiiente inativagdo de caspase 9, conferindo desta maneira prote¢do contra a
apoptose no MM (Hideshima et al., 2001). O conjunto destes resultados somados a
associagdo de SHP2 com ANKHDI1 demonstrada neste estudo, em células da linhagem
RPMI 8226, sugerem que ANKHD1 tenha papel importante na resisténcia a apoptose de
células de MM (Figura 40). Corroborando esta hipotese, duas novas isoformas variantes de
ANKHDI1 (VAPR-L and VAPR- S) foram identificadas e através de estudos de inibi¢do do
gene observou-se que podem estar envolvidas em processos anti-apoptdticos em células

HeLa e NT2 (Miles et al., 2005).
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Figura 40: Representacdo esquematica da suposta fungdo anti-apoptotica da ANKHDI através de
sua associacdo com SHP2 em Mieloma Multiplo. A) ANKHDI1 associa-se a SHP2
inibindo a fungdo pro-apoptdtica de RAFTK. A fungdo pro-apoptotica de RAFTK
ocorre através da indugdo por dexametasona. B) Supostamente, a inibicdo de
ANKHDI levaria a nfo ativagdo de SHP2 resultando no aumento dos niveis de

apoptose ¢ diminuigdo na prolifera¢do celular.

No presente estudo, a inibi¢do da expressdo de ANKHD] variantes 2 e 3 por
RNAI, utilizando vetor plasmidial, em linhagem de células hematopoéticas em suspensao,
ndo ocorreu de modo satisfatdrio. A baixa eficiéncia de transfec¢do ¢ altas taxas de morte
celular causadas pelos métodos utilizados foram fatores limitantes a analise dos efeitos
inibitérios de ANKHDI1 nestas células. Em células da linhagem 293 foi demonstrada a
inibigdo parcial de ANKHD1 em relag@o ao controle negativo. Entretanto, esta inibi¢do néo

foi suficiente para causar efeitos bioldgicos relacionados a apoptose como era esperado.
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Estudos funcionais preliminares realizados através da inibi¢ao da expressao de
ANKHD] transcrito variante 1 por RNAI, em células de LLA (Jurkat), utilizando pequenos
oligos comerciais, demonstraram o aumento de cerca de duas vezes na percentagem de
células anexina V positiva nas células submetidas a inibicdo de ANKHDI comparadas as
células controle, indicando maior apoptose nas células com inibi¢do do gene. Esses dados
obtidos pelo nosso grupo de pesquisa publicados na forma de tese de doutorado da aluna
Fabiola Traina reforcam a necessidade de outras abordagens para melhor evidenciar o papel

de ANKHD1 em vias de apoptose.

ANKHD]I também ¢ modulada nos processos de proliferacdo celular, como
demonstrado em nosso estudo e em contraposi¢cdo observamos modulag¢@o da expressio de
ANKHDI também nos ensaios de apoptose, porém de maneiras opostas. Enquanto as
células submetidas a proliferagdo apresentaram um aumento na expressdo de ANKHD]I, as
células submetidas ao processo de apoptose mostraram diminui¢@o na expressdo em relagdo

inversa aos niveis de apoptose exibidos.

Proteinas contendo repeticdes de anquirina possuem uma variedade de fungdes
bioldgicas e t€m sido descritas em varios organismos, desde virus a humanos. Assim, o
conjunto dos resultados aqui obtidos de aumento da expressdo génica durante a proliferagao
e diferenciagdo celulares, assim como em células resistentes & apoptose, sugerem que

ANKHDI tenha papel importante nos processos celulares normais e neoplasicos.
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CONCLUSOES
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O conjunto de resultados obtidos no presente estudo permitiram as seguintes

conclusdes:

1-

O gene ANKHDI, inicialmente denominado #MASK, localiza-se no brago
longo do cromossomo 5 (banda 5q31.3) e apresenta varios transcritos que
diferem em tamanho como conseqiiéncia do uso de sinais de clivagem

alternativa presentes em varios exons deste gene.

Através de analise “in silico”, utilizando varias ferramentas de
bioinformatica, foram identificados na regido promotora do gene ANKHDI,
elementos regulatérios importantes como sitios de ligacdo ao fator de
transcri¢do GATA-1 e seqiiéncias ricas no dinucleotideo CG, as denominadas

ilhas CpG.

Todos os transcritos de ANKHDI codificam proteinas com dominios de
repeticdes de anquirina e as isoformas 1 e 4 apresentam um dominio KH na

por¢do C terminal.

Os transcritos de ANKHDI apresentam expressdo tanto em células

neoplasicas como em tecidos humanos normais, em niveis variados.

Durante os processos de diferenciacdo e proliferagdo celular os transcritos
variantes de ANKHDI apresentam elevada expressio enquanto que no

processo de apoptose a expressao estd diminuida.

No Mieloma Multiplo e nas Leucemias Agudas, os transcritos variantes de
ANKHD]I estdo hiperexpressos e na Sindrome Mielodisplasica estdo

hipoexpressos.

Diferentemente do que ocorre em doadores normais, ndo houve aumento na
expressdo dos transcritos variantes de ANKHDI e do fator de transcri¢do
GATA-1 durante a diferenciacdo eritroide de células CD34+ de pacientes

com Sindrome Mielodisplasica.
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8-

Houve aumento na porcentagem de células Anexina V + durante a
diferenciagdo eritréide de células CD34" de pacientes com Sindrome
Mielodisplasica comparada com células CD34" de doadores de medula

ossea.

O tratamento com decitabina ocasionou aumento da expressido dos
transcritos variantes de ANKHD 1 durante a diferenciagdo eritréide de células
CD34" e em células mononucleares de pacientes com Sindrome
Mielodisplésica, sugerindo que os transcritos estdo hipoexpressos em razio

de mecanismos de metilagao.

10- ANKHDI1 esta associada a SHP2 em linhagem celular de Mieloma Multiplo

(RPMI 8226).

11-N&o houve sucesso na inibigdo de ANKHDI1 transcritos variantes 2 e 3 por

RNAI, em células hematopoéticas.
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Anexo 1
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LOADE DE NCIAS MEDICAS

\\"’4 " COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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— » =1 Caixa Postal 6111
Y 13083-370 Campinas, 5P
UNICAMP & (0__19) 3788-8936
fax (0__19) 3788-8925
Bizstrssa s br
CEP, 19/11/02
(Grupo 111)

PARECER PROJETO: N° 458/2002
I-IDENTIFICACAO:

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

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 21/10/2002

II- OBJETIVOS

A pesquisa visa verificar a fungdo de novas proteinas em diferentes tipos de células.
Trata-se de um estudo comparativo para: a) determinar os diferentes tecidos humanos em
que 0s genes codificam as ESTs homologas as proteinas citoesqueléticas sio expressos
através da utilizagdo da técnica de Northern Blotting muti-tecidual; b) obter a seqiiéncia
completa do cDNA correspondente a cada uma das diferentes ESTs estudadas a partir de
ESTs depositadas em banco de dados, através de bio-informatica e/ou através do método de
RACE ou PVR de bibliotecas de cDNA com o objetivo de se ter acesso & estrurura primaria
da proteina codificada por estes genes; ¢) produzir "macroarrays”de ESTs homélogas a
genes do citoesqueleto para verficar a expressdo diferencial destes genes em tecidos
normais e tumores;, d) identificar proteinas de ligagdo do dominio SH3 da alfa-espectrina
em celulas hematopoéticas usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura: e) identificar
proteinas de ligagdo do dominio de cauda e do dominio rico em serina e treonina das
anquirinas gigantes m tecido cerebral, usando um ensaio "in vivo" baseado em levedura; f)
apos a caracterizagio da sequéncia de aminoacidos dos novos genes clonados, determinar a
localizagdo celular destas proteinas, através da técnica de imunolocalizacio fluorescente; aj
em camundongos, obter a sequéncia do ¢DNA das proteinas de maior interesse com o
objetivo de se realizar estudos funcionais; h) dependendo da localizacio das proteinas,
realizar estudos funcionais para avaliar o papel destas proteinas nos teciudos encontrados &
1) avaliar a expressio do mRNA e da proteina em células de pacientes portadores de
neoplasias, cardiopatias, doengas neurologicas e renais e comparar com células normais.
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Anexo I (continuacio)

III - SUMARIO

Serao estudados cerca de 50 pacientes adultos, maiores de 18 anos de idade, de
ambos os sexos, atendidos no complexo hospitalar da UNICAMP, com doengas
neoplasicas, como por exemplo leucemias agudas e cronicas, linfomas e mieloma multiplo,
assim como pacientes portadores de cardiopatia, doengas neurologicas, doengas renais.
Dependendo da fungio e localizagiio das proteinas identificadas, serd verificado se estas
apresentam alteragdo da expressdo em tecido normais e anormais, Para tanto serao
analisados 20 ml de sangue periférico, ou 2 ml de medula 6ssea ou fragmentos de tecido
submetidos 4 biopsia a serem analisados por imunohistoquimica, imunocitoquimica,
western blotting ou quantiuficagic mRNA. Exceto sangue periférico e medula ossea ndo
sera coletado material especificamente para este projeto, mas serdo utilizados material de
arquivo ou fragmento de material coletado para biopsia com fins diagnosticos. O estudo
ndo explicita critérios de exclusdo. Os resultados obtidos serdo comparados com o de
controless ndo portadores das doengas em questdo. Como controle periférico serdo
utilizados globulos brancos obtidos em bolsas de sangue de doadores voluntarios € normais.
deleucocitadas pelo sistema top-bottom no Hemocentro da UNICAMP. Como controle de
medula ossea sera utilizado material de medula dssea obtido de pacientes portadores de
purpura trombocitopénica idiopatica.. A coleta de material de medula € rotina nestes casos.
A metodologia a ser seguida é compativel com as questdes que o estudo formula e as
condigdes para sua realizagdo, adequadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

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

V - PARECER DO CEP

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Ttem 1V.2.4).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item I1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Ttem V 3.),

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. Em caso de projeto do Grupo [ ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA,
© pesquisador ou patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

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

Atencio: Projetos de Grupo I serio encaminhados 4 CONEP e s6 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatério desta.

VII - DATA DA REUNIAO

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

7w mff’:S [%m?a

Prof. Dr. Sebastiio Araiijo
do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Anexo Il

MINISTERIQ DA SAUDE
Consatho MNacional de Sauds
Comigsac Nacional da Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 183/2603

Registrc CONEP: 7011 {Este n° deve ser cltads nas eorrespantiénciaz reteranios a este prajeto )

Registro CEP: 458/2002 : Procasso n® 25000.149189/2002-39
Projeto de Peagquisa : ‘Cionagem e caracterizagdc U8 novos genes humanos
‘relacionados acs genes das proteinas do ciloesqueleio de especrrina
Pesquisador Rasponzavel : O Sara Terazinha Qlalla Sasd
institulgae: Faculdade de Ciéncias Médicas / UNICAMP
~Area Temdtica Especial :{...) testes diagndsticos (area I1.3)
" Genetica Humana

Descrigio do Estudo;

O estudo pretande caractenzer genes humaros responsaves p'e.-g éx;j}esséo de
. pﬁoiefﬁéércompom:nle:- ae citoesqueisto de esnectnna, correlac.orande 0s acnados
em cerca de 50 pacientes atendidos nc complexs hospdalar da UNICAMP. dents
pacientes portadures ds dosngas neoplasicas. caraingas. renais, neurcldgicas. etc.
Tal pesquiza sera sistuzda gm sangue panféssa. matena' de medula 6ssea ou
anda en tecidos humanos praviaments biopsiades para cutros ins diagndsticos.
Excetuancu-se sangue periferico nao haverd noletz ge nennum matena
especificamsrite pa:a aste astudo (Medula ds5sea e outros tecidos serdo obldos ae
material creviamen's colslage e armazenacos). Os achagos neste grupo de
pacienies serdn comparados cOm 0$ achados ae glébulos brancos de individuos
supostamente higidos (doadores de sangue). Para esta tinalidage utllizar-se-& da
| fragdo da globulos brancos ¢as bolsas de sangue, normaimente desprezada Cerca

ae 50 sujenos ponadores de alguma dosnga serao incluidos niesse estudo.

Consideracoes
O projeto foi asrovedo pe's Comitd cs Etca em Pesgwsa — CEP da instituicdo

l supraciiada
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Anexo I (continuacio)

Card Pargter COMET TRY DGO

As intormagoss enviacias atendem, de moda geral. aos aspectos fundamentas da
Res. CNS 186/96 sobre Duetizes e Normas Fegulamsniadcras de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos.

Entretanio, solicita-se que ;

1. o conssntimento &n‘formado a o farmularic 08 consanumenta se2jam acoplados em
um st documentc. Termo de Congentimenio Livie e Esclaracide (TCLE).
conforme a Resolugao CNS 496/96.

2. seja acrescartado no TCLE. o compromisso de que 0s sujeilos de pesquisa
serao contatados em caso de resultade que possa ser de interesse ciinico para

0s mesmos e guanrto a eventual indicagao Sz aconsshamento geneélico

Oiante do 8xposta, 2 Comissdo Nacloral de Eiica em Pesguisa - CONEP, de
acordo com as atribulgdes definldas na Resolugio CNS 126/55. manifesta-se
pela aprovagéo do projelo de pesqulsa proposio, com 3 recomendacao de gue
o CEP acompanhé o atendimento aos itens seima.

Sltuagao ; Frojeto aprovade com recamendacao

Brasilia, 05 de teverairs de 2003
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“ WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP,CNS-MS
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Anexo II1

MINISTERIQ DA SAUDE
Conastho Nacional de Saude
Comlgsdo Naclonal de Etica em Pasquisa - COMER

PARECER N° 1806/2002
Registro CONEP: 7010 (Este n° deve ser cltado nas correspondéncias referantes a este projato )

Registro CEP: 454/2002 Processo n° 25000.149204,/2002-49
| Projeto de Pesquisa: "Caracterizagdo da expressdo génica de plasmdcitos em
pacientes com migloma muitiplc ",

Pesquisacdor Responsével : Dr.*. Manoela Marques Ontega

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Médicas / UNICAMP

Area Temética Especial :Genética Humana

OBJETIVOS

» Determinar ¢ perfil da expressao génica de plasmdcitos da Medula Ossea de
paciente com Miefcrma Multiplo (MM)ao diagnéstico, por meio da comparagao com
o perfil de expresséo génica de plasmdcitos da MO de um dividuo normal, pefa
técnica SAGE

» Validar os resultados obtidos pela técnica SAGE pera genes diferentemente
expressos e de interesse, em um grupo de pacientes com MM, com a quantificagao
da expressao destes genes por meio da reagdo em cagsia de polimerase em tempo
real (RT-PCR) e com a quantificagdo das proteinas por elss codificadas por meio do
método de Weslern biot

Serao avaliados do ponto de vista clinico e laboratorial, 10 pacientes com MM

secretores de imunoglobulina do fipo IgG&, ao diagnostico, atendidos no Ambulatério de

Onco-hematologia do Hemocentro da UNICAMP,

Um individuo normal, doador de MO, atuard como controle para todas as técnicas

utilizadas no estudo.

Aspectos do MM, como etiologia e fisiopatologia que ainda estdo por ser determinados

com exatidao, justificam busca de maiores conhecimentos sobre a doenga.

Ao se proceder 4 andlise do pratocolo em questao, considerou-se que:

A estrutura do protocolo adequada. O estudo molecular serd realizado em armosiras de
MO obtidas por ocasido da coleta de MO para o estude citoldgico necessério a
confirmacéo diagnostica da doenga em pacientes, e por ocasiao da doagao de MO no
controle. Nao sera coletado nenhum material extra.

De acordo com a pesquisadora, ‘embora pareca evidente que a desrequlagdo de
oncogenes, gencs Ssupressores lumorais e de genes compromissados com a
angiogénese, ocorra na MM, & possivel que outros genes com a expressao aumentada
ou diminuida, ainda ndo descritos , desempenhem papéis tao ou mais prioritarios na
origem ou progressao da doenga’

O Termo de Consentimento & claiz, elaborado conforme o estabalecide pela resolugao
196/96

O orgamento & apresentado, e informa que o projeto estd sendo encaminhado &
FAPESP para solicitagéo de bolsa de doutorado & de auxilio pesquisa

O parecet do CEP: Bem fundamentado e elaborado, aprova sem rastricoes o estudo
proposto
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Anexo I (continuacao)

Cont. Paracer CONEP n® 1906/2002

As informagdes enviadas atenidem, de modo geral, aos aspectos fundamentais da Res.
CNS 196/96, e complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, Recomenda-se que seja disponibilizado o
nome da pesquisadora no termo de consentimento e nao apenas da orientadora

Diante do exposto, a Comiss@o Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta —
89 pela aprovagdo do projelo de pesquisa preposto, com a recomendagao
explicitada acima, a ser acompanhada pelo CEP.

Sluacéo : Projeto aprovado com recomendagéo
Brasilia, 12 de dezembro de 2002

b YOl Ko

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coovdenador da CONEP/CNS/MS
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Abstract

In this study we report the characterisation of a new splice variant, here denominated splice variant 4 (accession number AF258557) of the
human Multiple Ankyrin repeats Single KH domain (hMASK) (accession number AF521882) and the hMASK-4E-Binding Protein 3 Alternative
Reading Frame (hMASK-BP3RFF) (accession number AF521883), containing a number of ANK-repeat motifs. Ankyrin (ANK) repeat-containing
proteins carry out a wide variety of biological activities and are involved in processes, such as cell differentiation and transcriptional regulation.
The present study reports the computer analysis of these splice variant cDNAs and their broad mRNA expression in different normal human
tissues and cancer cell lines. An upregulation of the splice variant mRNAs expression was observed after HL-60 and erythroblast differentiation.

The upregulation of splice variant 4 mRNA was considerably higher than those of the other variants, during erythroid differentiation.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Ankyrin repeat domain; Alternative splicing; Haematopoietic cell differentiation

1. Introduction

MASK protein (Multiple Ankyrin repeats Single KH
domain) was first described in Drosophila melanogaster and
was shown to be crucial for photoreceptor differentiation, cell
survival and proliferation (Smith et al., 2002). The Ankyrin

Abbreviations: ANK, ankyrin; KH, K homology domain; ATRA, all-trans-
retinoic acid; EST, expressed sequence tag; NCBI, National Center for
Biotechnology Information; BLAST, basic local alignment search tool; hMASK,
human Multiple Ankyrin repeats Single KH domain; hMASK-BP3*F¥, human
Multiple Ankyrin repeats Single KH domain-4E-BP3 Alternative Reading Frame;
EIF4EBP3, Eukaryotic Initiation Factor 4E-Binding-Protein 3; 4E-BP3, 4E-
Binding Protein 3; RACE, Rapid amplification of cDNA ends; RTK, receptor
tyrosine kinase; MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase.

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

E-mail address: sara@unicamp.br (S.T.O. Saad).

0378-1119/$ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.gene.2005.08.002

(ANK)-repeat is one of the most common protein sequence
motifs, which leads to its own variation in overall domain size by
simple sequence duplication or deletion. Thus, ANK-repeat
proteins do not bind selectively to a single class of protein target.
Rather, the diversity of biological roles of ANK-repeat proteins
is paralleled by the diversity of unrelated proteins with which
they interact (Sedgwick and Smerdon, 1999). Functions of these
proteins vary widely and include, for example, proteins that
control cell differentiation and transcriptional factors (Michaely
and Bennett, 1993). The K homology (KH) domain, which is
present in hMASK and hMASK-BP3RF, was first identified in
the human heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K. This
domain possesses approximately 70 amino acids and is present
in a wide variety of fairly diverse nucleic acid-binding proteins
(Gibson et al., 1993; Siomi et al., 1993). The function of the KH
domain in hAMASK-BP3”®F and hMASK is still uncertain.
Herein, we report the characterisation of a new splice variant,
denominated splice variant 4 (accession number AF258557) of
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hMASK (accession number AF521882) and hMASK-BP34RF
(accession number AF521883) (Poulin et al, 2003),
containing a number of ANK-repeat motifs. The present study
reports the computer analysis of these splice variant cDNAs
and their expression in different normal human tissues and
cancer cell lines. Furthermore, we report the mRNA
expression of these splice variants during haematopoietic cell
differentiation.

2. Materials and methods
2.1. Computational analysis

In order to identify new potential cytoskeletal proteins as a
part of our functional genomics project, we searched the
ORESTES database (available at http://www.ludwig.com.br)
using keyword search against all expressed sequence tags (ESTs)
classified as potential paralogs. Among other ESTs, RC3-
CT0255-200100-024-c05 (GenBank Accession No. AW854359)
was selected and further analysed through similarity searches
against different databases available at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI), using the BLAST search
algorithm (available at http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Prosite database searches were performed at http:/www.expasy.
cbr.nre.ca/tools, using the InterProScan search tool. We also used
the sim4 software (downloaded from http://globin.cse.psu.edu)
to compare all splice variant cDNAs with their genomic DNA
regions to obtain their exon—intron structures. Internal donor
sites were predicted by NetGene2 Server (www.cbs.dtu.dk/
services/NetGene2). Polyadenylation signals were predicted by
the software program Polyadq (Tabaska and Zhang, 1999) (http://
rulai.cshl.org/tools/polyadq/polyadq_form.html) and Erpin (Le-
gendre and Gautheret, 2003) (http:/tagc.univ-mrs.fr/erpin/).

A

Splice Variant 4

2.2. Subjects

Mononuclear cells from peripheral blood and bone marrow of
normal controls were obtained by Ficoll-Hypaque gradient
separation for RNA extraction. Human tissues were obtained from
autopsy. The National Ethical Committee has approved the study.

2.3. Cell lines

Human cancer cell lines were obtained from ATCC,
Philadelphia, PA.

2.4. PCR and sequencing

The in silico inclusion of new sequences to the transcript of
splice variant 4 was confirmed experimentally using PCR of
K562 cell line cDNA. The cDNA was obtained by reverse
transcription of K562 cell line poly(A)+ mRNA using
Superscript II (Invitrogen Life technologies). Primers were
designed using the GeneRunner software (available at http://
www.generunner.com) and their sequences are available upon
request. A schematic representation of the location of the
primers in relation to the transcript sequence is depicted in Fig.
1A. Amplified products (Fig. 1B) were purified and sequenced
in an ABI310 prism automated sequencer. The chromatograms
obtained were assembled using the Phred/Phrap/Consed
software package (http://www.phrap.org).

2.5. Rapid amplification of cDNA ends (RACE)
The 3’ RACE was performed according to the 3’ RACE

System (Life Technologies) protocol. In this case reverse
transcription was carried out using the 3" RACE adapter primer

< Primer reverse

Primer foward

£l
[-]
= v ESl

H L

« «
e »
L]
» [ Exon

M — Marker IKb plus

M’- Marker ®x74
8 M”9

IIIIIIIII (=

BT 1B

M™ - Marker 100bp Ladder
1- A+B =255bp

2- C+D =38lbp

3- E+F = 183bp

4- E+H = 477bp

5- I+] = 754bp

6- C+L = 1638bp
7- B+l =787bp
8- Race3’ = 780bp
9- M+N = 520bp

Fig. 1. (A) Schematic representation of the set of primers designed to confirm the splice variant 4 cDNA sequence and to obtain the 3’ end sequences by RACE. Letters
were used to designate the primers. (B) Amplified products obtained from the combination of the set of primers described above.

172



A.S.S. Duarte et al. / Gene 363 (2005) 113—122 115

(supplied in the kit). RACE-PCR and nested PCR were
performed with designed primers (Fig. 1).

2.6. Northern blotting

Two different probes were amplified from human brain
cDNA or K562 cells cDNA, labelled with [«-32P]dATP,
according to the Megaprime Labeling Kit (Amersham) protocol
and used for hybridisation to poly(A)+ mRNA isolated from
different normal and human cancer tissues from Clontech, CA,
USA, and also from others human cancer cell lines. The probes
were: (1) a 782 bp probe spanning a common region of the splice
variant 4, splice variant 5, the AMASK and the AMASK-BP34RF
mRNAs (from exon 7 to 10A); (2) a 963 bp probe from 5971 to
6933 bp, exon 29 and 30, spanning a specific region of hMASK
and the hMASK-BP3“R*F mRNAs. Fig. 2A shows the loca-
lization of each probe.

2.7. HL-60 cell culture

HL-60 cells (ATCC) were cultivated in RPMI Medium (Life
Technologies) supplemented with 10% foetal bovine serum
(FBS) (Life Technologies) at 37 °C in an atmosphere of 5% CO,
with extra humidity. The cells were treated with 10~ M all-
trans-retinoic acid (ATRA). Cells were harvested on days 0 and
6 after addition of ATRA and the corresponding total RNAs
were isolated according to the Trizol Reagent Protocol (Life
Technologies).

2.8. Two-phase stem cell culture

Peripheral blood mononuclear cells from control blood
donors were separated by centrifugation in a Ficoll-Hypaque
gradient and cultured for 1 week in o minimal essential medium
supplemented with 30% FBS (Life Technologies) at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO, with extra humidity. The non-adherent
cells were harvested and re-cultured in o medium containing
30% FBS, 1% bovine serum albumin, 10> mmol/L 2-
mercaptoethanol, 1.5 mmol/L glutamine, 10~ mol/L dexame-
thasone, and 2 U/ml recombinant erythropoietin. The secondary
cultures were incubated at 37 °C in an extra-humid sealed
incubator in an atmosphere of 5% O,, 5% CO,, and 90% N,
(Fibach et al., 1989). Cells were harvested on days 0, 7, 9 and 12
after induction of erythroid differentiation with erythropoietin
and the corresponding RNAs were isolated according to the
Trizol Reagent Protocol (Life Technologies).

2.9. Characterisation of cell differentiation

Cell maturation was evaluated on the basis of cellular
morphology and changes in cell surface antigen. Briefly, cytospin
slides stained with Leishman were analysed for cell morphology
by means of light microscopy. Analysis of cell surface antigen was
performed by flow cytometry with a FACS-calibur (Bencton-
Dickinson, CA, USA). For myeloid differentiation, 5 x 10° HL-60
cells were collected, washed and stained with fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated mAb for CDI14 and phy-

coerythrin (PE)-conjugated mAb for CDI15. These aliquots
were mixed gently and incubated for 20 min at 4 °C in the
dark, washed and resuspended in staining buffer (PBS-BSA).
Data from 10,000 events were acquired and the mAb binding
was measured by flow cytometry relative to isotype-matched
control antibodies. Analysis of cell surface antigens for
erythroid differentiation was performed by dual staining using a
FITC-conjugated anti-transferrin receptor and PE-conjugated
anti-glycophorin A for 30 min at 4 °C in the dark, as
previously described (Santos Duarte Ada et al., 2002).

2.10. Reverse transcription

One pg RNA samples were incubated with 1 U DNasel (Life
Technologies) for 15 min at room temperature and EDTA was
added to a final concentration of 2 mM to stop the reaction. The
enzyme was subsequently inactivated for 10 min at 65 °C. The
DNasel-treated RNA samples were reverse transcribed with
200U SuperScript I (Life Technologies) for 50 min at 42 °C.
Two U RNaseH (Life Technologies) were subsequently added
and the samples were incubated at 37 °C for 20 min. The cDNA
samples were quantified using the UV spectrophotometer,
GeneQuant (Pharmacia).

2.11. Real-time quantitative PCR

Real-time detection of amplification was performed in an ABI
5700 Sequence Detector System (Applied Biosystems) using
SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems). Fifteen ng
of each ¢cDNA sample were used in the reaction using the
following primers: (1) 600 nM of B-actin control forward and
reverse primers; (2) 400 nM of splice variant 5 forward and
reverse primer (FW: 5’-ATTTAGACAAGCAGGAGGACAT-
GAAGAC-3’; RW: 5-CTTGCAGCTTTCATCAAAGGTGTT-
C-3%); (3) 1200 nM of splice variant 4 forward and reverse primers
(FW: 5’-ATACGCATGTTGCAGATGTTTACTT-3’; RW: 5'-
GGCCACCCTCACCTGATG-3’); (4) 400 nM of hMASK
c¢DNAs forward and reverse primers (FW: 5-CCTGCTTGGA-
ACCCTCTGATAAA-3’; RW: 5-CGTGCCAGGCCAAATC-
TG-3"); (5) 1200 nM of hMASK-BP3*®" ¢cDNAs forward and
reverse primers (FW: 5'-CGATGGTGGCCTCTCCTAAC-3;
RW: 5-CTTGCACTCCAGCAGGAACTT-3’). A negative
control, no template controls, were also included for each primer
pair. The dissociation protocol was performed at the end of each
run to check for non-specific amplification. Four replicas were run
on the same plate for each sample.

2.12. PCRs for detection of AK074173 based on the presence
or absence of exon 104

In order to confirm the authenticity of AK074173, two specific
primers were designed in exon 10 to 11 of hAMASK-BP3“RF and
hMASK c¢DNA, which includes the 57 nt region of exon 10A
from splice variant 5: FW: 5'-GGAGACACAGCCTTAACC-
TATGCTTG-3"; RW: 5'-GCACCTTTGCTAATAAGAAACTG-
CACAG-3'. K-562 cDNA was used in the PCR reaction. PCR
reaction using K562 cDNA and specific primers to splice
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A

Splice Variant 1 (4E BP3)
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Fig. 2. (A) Schematic view of the gene in chromosome 5 (band 5q31.3) and of the mRNA of splice variant 1 (4E-BP3) (GenBank Accession No. AC005214), splice
variant 2 (hMASK-BP3'%F) (GenBank Accession No. AF521883), splice variant 3 (hMASK) (GenBank Accession No. AF521882), splice variant 4 (GenBank
Accession No. AF258557) and splice variant 5 (GenBank Accession No. AK074173). Boxes represent exons. Arrows represent the primers used for the Real Time
PCR or Reverse Transcription PCR (RT-PCR). Bars represent the probes used for the Northern Blotting assay. (B) Identification of isoforms by RT-PCR. (C)
Schematic presentation of AMASK protein, A(MASK-BP3*RF protein and splice variant 4 protein. Boxes indicate protein domains; Ankyrin domain is represented by
ANK, K homology domain is represented by KH. The position of the first and last amino acid in each domain is shown.
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variant 5 (exon 10A to exon 12) (FW: 5'-ATTTAGACAAGC-
AGGAGGACATGAAGAC-3’; RW: 5-CTTGCAGCTTTCA-
TCAAAGGTGTTC-3’); hMASK (exon 33 to 34) (FW: 5/-
CCTGCTTGGAACCCTCTGATAAA-3’; RW: 5'-CGTGCCA-
GGCCAAATCTG-3’) and hMASK-BP3*®" (exon 0 to B)
(FW: 5’-CGATGGTGGCCTCTCCTAAC-3’; RW: 5'-CTTGCA-
CTCCAGCAGGAACTT-3’) were also performed and revealed
the specific bands of each isoform (Fig. 2B); these primers were
also used in the real time PCR reaction, as described above.

A

8.2Kb —

782bp probe: common region

of splice variants 2, 3, 4 and 5

Probe: B-actin

782bp probe: common region

of splice variants 2, 3, 4 and 5

963bp probe: common region

of splice variants 2 and 3

3. Results

3.1. Identification of splice variant 4 and 5 of hMASK and
hMASK-BP3**"

In a search of the ORESTES database, generated from the
Human Cancer Genome Project (Dias Neto et al., 2000), for
ESTs similar to known cytoskeletal proteins (or proteins related
to them), the EST RC3-CT0255-200100-024-c05 (GenBank

g
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Fig. 3. (A, B) Northern blot analysis using the 782 bp probe spanning a common region of splice variant 2 (1MASK-BP3"'%F), 3 (hMASK), 4 and 5 in normal human
tissues and in human cancer cell lines. (C) Northern blot analysis using the 963 bp probe spanning a common region of splice variant 2 and 3.
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Accession No. AWS854359) was found. This EST (499 bp) was
isolated from human colon tumour, and was observed to be
similar to ANK-repeat proteins. In an attempt to obtain the full-
length sequence of this partial cDNA, similarity searches
against the human genome database at NCBI were performed.
The EST sequence was similar to four cDNA sequences
deposited in the GenBank database (accession number
AF521883, AF521882, AF258557 and AK074173). According
to a previous report (Poulin et al., 2003), the AF521883 is
referred to as splice variant 2 and encodes the h(MASK-BP3RF
protein; AF521882 sequence is referred to as splice variant 3
and encodes the hMASK protein.

Primers were designed according to the sequence
AF258557, and PCR and sequencing methods validated our
finding. Rapid amplification of cDNA ends (RACE) was also
performed to obtain the 3’ end sequences. Using this approach,
the whole coding sequence was confirmed (Fig. 1) and we now
propose that the AF258557 sequence be referred to as splice
variant 4.

The AKO074173 sequence we propose to be referred to as
splice variant 5. In order to confirm the authenticity of
AKO074173, a PCR reaction was performed using specific
primers, designed in exon 10 to 11 of hMASK-BP3**" and
hMASK c¢DNA and revealed two bands: one of 172 bp
corresponding to the amplification of hMASK-BP3**" and
hMASK cDNA, and other band of 229 bp, corresponding to
the amplification of splice variant 5 (172 bp plus the 57 nt of
exon 10A) (Fig. 2B). The whole coding sequence of
AKO074173 was not obtained and was not the issue of this
study.

& splicing variant 2
26

24 - splicing variant 3
22 A . e 0

[ splicing variant 4
20 1
18 { E splicing variant 5
16
14 1
12 A

10 A

Fold Change in Splicing Variants Expression

e

Splice variant 1 has already been defined as the Eukaryotic
Initiation Factor 4E-Binding-Protein 3 (EIF4EBP3) gene
(accession number AC005214), which codes for the 4E-
binding protein 3 (4E-BP3), a member of the eukaryotic
Initiation Factor 4F-binding protein family of translational
repressors (Poulin et al., 2003). 4E-BP3 protein does not
contain ANK-repeat motifs, and will not be the subject of this
study.

3.2. Computer analysis of the four splice variant genes coding
for ANK-repeat proteins

Computer-generated genomic analysis revealed that the
isoforms that code for the four ANK-repeat proteins present
identity with one contig on the long arm of chromosome 5
(band 5g31.3): NT_029289.10. An alternative 3’ splicing
generates the splice variant 3, 4 and 5. The full-length cDNA
of splice variant 4 is approximately 2.2 kb and sim4
comparison (Florea et al., 1998) of the chromosome 5
suggests that the cDNA is composed of 11 exons, with a poly
(A+) signal in the 10A exon. The cDNA for hMASK, splice
variant 3, is approximately 8.1 kb, and lacks the 10A exon,
containing the poly(A+) signal, generating 34 exons. The
cDNA for hMASK-BP3*®* splice variant 2, results from
read-through transcription of MASK exons, followed by
alternative splicing at an intermediate exon (exon 0) and
fusion with the two last exons of the EIF4EBP3 cDNA
(exons B and C), generating 36 exons (Fig. 2A),
approximately 8.2 kb (Poulin et al., 2003). It is important to
point out that the complete cDNA sequence of AK074173,

melanoma breast
blood

leukocytes

peripheral  lymphonode

spleen liver rectum bone marrow

mononuclear
cells

Fig. 4. Real time PCR was performed on total RNA extracted from a panel of human tissues. The expression levels of splice variant 2 (hMASK-BP3'%F), 3 (hMASK), 4
and 5 mRNAs were quantified and normalized to the levels of B-actin present in each sample. The expression levels of each splice variant were compared to those of
the splice variants in the bone marrow, used as the standard sample. The analysis was performed with transcript-specific primer pairs as described under “Materials and

methods” and depicted in Fig. 2A.
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with start and stop codon, here denominated splice variant 5,
has not been deposited in the database yet. However, its
authenticity was here confirmed by PCR (Fig. 2A and B).
AKO074173 has only 57 bp of exon 10A, and spliced to exon
11 (Fig. 2A). Sim4 comparison (Florea et al., 1998) of
chromosome 5 suggests that the AK074173 is composed of
27 exons, including only 57 bp of the exon 10A, and could
be detected by Northern Blot as a band of 4.5 kb.

The splice variant 4 mRNA codes for a 627 amino acid
protein. The polypeptide contains 10 ANK-repeats motifs
organised into two 4-repeat and two single-repeat domains.
Splice variant 3 encodes a predicted 2542 amino acid
protein, which is comprised of 20 ANK-repeats organised
into five 4-repeat domains and a KH domain at the C-
terminal portion. This polypeptide is highly similar to the
Drosophila  melanogaster protein  MASK. The hMASK-
BP3"®" mRNA encodes a predicted 2617 amino acid
protein. Its first 2523 residues are identical to those of
hMASK, and they encompass the two blocks of ankyrin
repeats as well as the KH domain. The last 94 amino acids
result from the translation of exon 0, and an alternative
reading frame of exons B and C (Poulin et al., 2003). The
four splice variant proteins share the first 10 ANK-repeat
motifs (Fig. 2C).

3.3. Expression of hMASK-BP3'®", hMASK, splice variant 4
and 5 mRNAs in human tissues and cell lines

Northern blot analysis using the 782 bp probe of poly(A)”
RNA isolated from a panel of different human normal tissues
revealed two mRNA bands of approximately 2.2 and 8.2 kb
(Fig. 3A), which correspond to the splice variant 4 mRNA,
hMASK-BP3*®F and hMASK mRNAs, respectively. Expres-
sion of the splice variant 4 mRNA, hMASK-BP3*®" and
hMASK mRNAs was detected in different human normal
tissues: brain, heart, skeletal muscle, colon, thymus, spleen,
kidney, liver, small intestine, placenta, lung and peripheral
blood leukocytes. Wide expression was observed among
cancer cell lines: PLC, 5637, Jurkat, K-562,T98G, HEL, JAR
and PC3 (Fig. 3B). In most tissues and cell lines, the
expression of isoform 4 (2.2 kb) was higher than the other
isoforms (8.2 kb). A very subtle band of 4.5 kb was observed
only in heart, skeletal muscle, liver, K-562, Jurkat and HEL
cell lines (Fig. 3A and B). We may speculate that the 4.5 kb
band corresponds to the splice variant 5 isoform, as predicted
by sim4 comparison (Florea et al., 1998) of chromosome 5.
Northern blot analysis using the 963 bp probe, located in the 3’
end, revealed one mRNA band of approximately 8.2 kb (Fig.
3C), which corresponds to the AMASK-BP3*®" and hMASK
mRNASs, in cancer cell lines.

The expression of a specific region of hMASK-BP
hMASK mRNAs, splice variant 4 and 5 mRNA was
analysed by Real-time PCR of different human tissues:
melanoma, breast, peripheral blood leukocytes, lymphonode,
spleen, kidney, liver, intestine, and bone marrow mono-
nuclear cells. Splice variant 5 was expressed only in
lymphonode. Therefore, the AMASK-BP3*®*, hMASK and

ARF
3 2

splice variant 4 mRNAs were expressed in all tissues here
studied (Fig. 4).

3.4. hMASK-BP3*™, hMASK and splice variant 4 and 5
mRNAs are upregulated during cell differentiation

In an attempt to verify if these ANK repeat splice variants are
implicated in cell differentiation, the expression of a specific
region of hMASK-BP3*** hMASK mRNAs, splice variant 4
and 5 mRNA were analysed, using the haematopoietic system as
a model. Real-time PCR of HL-60 cells was performed after
induction of myeloid differentiation with ATRA, an anti-tumour
and differentiation-inducing agent. Six days after induction of
HL-60 cell differentiation with ATRA, a five fold upregulation
of isoform 4 and, approximately three-fold upregulation of the
other isoform mRNA expressions was verified (Fig. 5).

Real-time PCR of haematopoietic stem cells after induction
of erythroid differentiation with erythropoietin was also
performed. After 12 days of differentiation, we observed seven-
fold increase in the expressions of splice variant 4 mRNA and a
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Fig. 5. (A) Real Time PCR detection of the expression of splice variant 2
(hMASK-BP3'%) 3 (hMASK), 4 and 5 mRNAs during HL-60 cells
differentiation at the day 0 and 6 after 10°® M ATRA addition. Each value
represents the mean+SD of 4 independent experiments. (B) Characterisation of
cell differentiation on the basis of cellular morphology and changes in cell
surface antigen (flow cytometry expression of CD14-FITC and CD15-PE)
during ATRA-induced differentiation of HL-60 cells.
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(C) Characterisation of cell differentiation on the basis of cellular morphology and changes in cell surface antigen (flow cytometry expression of transferrin receptor-
FITC and glycophorin-PE) during erythropoietin-induced differentiation of haematopoietic stem cells.

two-fold increase of the AMASK-BP3*®", hMASK and splice
variant 5 mRNAs (Fig. 6).

4. Discussion

We report the characterisation of a new splice variant, here
denominated splice variant 4 of the h(MASK-BP3**F and the
hMASK, containing a number of ANK-repeat motifs. These
isoforms present a broad expression in human normal tissues
and cancer cell lines. hMASK-BP3**¥ is a gene fusion of
hMASK with the two last exons of the 4E-BP3 gene (Poulin et
al., 2003). "MASK gene is upstream of 4£-BP3 and located in
chromosome 5, band 5q31.3. An alternative 3’ splicing in exon
10A generates the splice variant 4 and AK074173, here
denominated splice variant 5. The complete cDNA sequence of
AKO074173 has not been deposited in the database, including
start and stop codon. Its authenticity was here confirmed by
PCR.

Gene expression can be modulated by the use of different
promoters, by alternative splicing of pre-mRNAs, and by the
use of different poly (A) sites. All of these events ultimately
yield regulatory and coding RNAs with the potential to produce
proteins with specific roles or activities, depending on tissue
type, developmental stage or pathology. The structure of the
genes encoding the splice variant 4 and 5 are similar up to

nucleotide 1954, located in exon 10A. In fact, NetGene2 Server
predicts that there is an internal donor site located exactly in this
position (exon 10A, 1954nt of splice variant 4), suggesting that
splice variant 5 was generated by an alternative splicing of pre-
mRNA. Prediction of Polyadenylation signals in human
sequences by Polyadq (Tabaska and Zhang, 1999) and Erpin
(Legendre and Gautheret, 2003) identified a polyadenylation
signal at the end of exon 10A, 18 nucleotides upstream from the
poly(A) tail described for splice variant 4, which may explain
the generation of the splice variant 4.

Northern blot analysis using a probe spanning a common
region of the splice variant 4, splice variant 5, the hMASK and
the hMASK-BP3**" mRNAs (from exon 7 to 10A) revealed a
very subtle band of 4.5 kb, probably corresponding to splice
variant 5, only in heart, skeletal muscle, liver, K-562, Jurkat and
HEL cell lines, suggesting that the splice variant 5 has a very
low expression in some tissues here studied. However, as this
isoform has not been completely sequenced, it is impossible to
display its full structure. On the other hand, Northern blot
analysis revealed that the splice variant 4, hMASK and
hMASK-BP3*"" mRNAs have a wide expression, in different
human normal tissues and cancer cell lines here studied. These
results are in agreement with the real time PCR results.

ANK-repeat proteins carry out a wide variety of biological
activities and have been detected in organisms ranging from

178



A.S.S. Duarte et al. / Gene 363 (2005) 113—122 121

viruses to humans. The motif has now been recognised over 400
proteins (Michaely and Bennett, 1995), including cyclin-
dependent kinase inhibitors, transcriptional regulators, cyto-
skeletal organisers, developmental regulators and toxins (Bork,
1993; Michaely and Bennett, 1995). These molecules are present
in the nucleus, cytoplasm and the extracellular milieu. The
number of repeats within any one protein is highly variable
(Sedgwick and Smerdon, 1999). Some ANK-repeat proteins,
such as splice variant 4, consist solely of ANK repeats. Other
proteins, such as hMASK-BP3“®F and hMASK, are multi-
domain molecules in which ANK repeats are combined with
other unrelated structural modules. A general biological function
of ANK repeats as a site for protein—protein interaction has been
suggested (Sedgwick and Smerdon, 1999). However, the
ultimate function of ANK repeat-mediated protein—protein
interaction is certainly diverse. Thus, the identification of
proteins targeted by hMASK-BP3***, hMASK and splice
variant 4 encoded protein will contribute to the full under-
standing of the biological function of these proteins.

To gain some insight into the biological function of the four
splice variants, we investigated the expression of their mRNAs,
using the haematopoietic system as a model. An upregulation of
the four isoforms mRNA expression was observed after HL-60
and erythroblast differentiation. The upregulation of splice
variant 4 mRNA was considerably higher than the upregulation
of the other variants, during erythroid differentiation. This
upregulation of variant 4 expression must be due to a change in
splicing versus polyadenylation involving RNA expression
processing signals in exon 10A, since there is an internal donor
site and a polyadenylation signal in exon 10A. Alternative
splicing is one of the most important mechanisms to generate a
large number of mRNA and protein isoforms from the
surprisingly low number of human genes and is a key
mechanism to generate the complex proteome of multicellular
organisms (Stamm et al., 2005). Its possible that our gene is
transcribed into various mRNA species that arise from
alternative splicing events and that have not yet been
discovered. We may speculate that these ANK repeat proteins
could be an universal module, mediating protein—protein
interactions during haematopoietic cell differentiation, as occurs
with many other conserved domains.

In Drosophila, MASK seems to interact with members of the
RTK (receptor tyrosine kinase) signalling pathway. Loss of
MASK increases programmed cell death, reduces cell pro-
liferation, inhibits photoreceptor differentiation, affects RTK
dependents processes and does not affect MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) activation (Poulin et al., 2003).
However, studies of MASK function in Drosophila should be
interpreted carefully before being extrapolated to humans, as the
exact mechanisms by which MASK mediates RTK signalling
has not yet been determined in Drosophila. Our findings
corroborate the hypothesis that MASK is a protein involved in
cell differentiation, but if this occurs due to interactions between
MASK and RTKSs proteins is yet unknown. Further studies are
necessary to define the function of MASK in humans.

It should be pointed out that the genes are mapped at
chromosome 5q31, where genetic alterations often occur and

have been implicated in haematological malignancies (Bre-
zinova et al., 2000; Knutsen et al., 2003). In addition, the
prevalence of alternative splicing as a mechanism for regulation
of gene expression makes it a likely target for alterations leading
to human disease (Cooper and Mattox, 1997).

Although the function of the three ANK-repeat proteins
remains to be elucidated, it is possible that they play a role in the
differentiation of haematopoietic cells. Future studies to
describe the isolated functions of these three ANK-repeat
proteins should be performed to better understand their roles in
cell differentiation.
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Abstract

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

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

Ankyrin-repeat-containing proteins regulate multiple cellu-
lar functions including transcriptional and cell-cycle regulation,
ion channel, cell survival and cell signaling and participate in
protein—protein interactions via their repeat motifs [1-4].
Multiple ankyrin repeat and single KH domain protein,
MASK, was first identified in Drosophila melanogaster
through a genetic screen designed to identify proteins that
interact with the protein—tyrosine phosphatase Corskscrew
(CSW), homolog to SH2-containing protein—tyrosine phospha-
tase (SHP2) in humans [5]. The phenotypic characterization of
MASK in Drosophila suggests that it is a novel protein
involved in receptor tyrosine kinase signaling (RTKs) and its
activity is required for cell differentiation, cell survival and cell
proliferation in Drosophila eyes [5]. In humans, an orthologous
protein of Drosophila MASK, ANKHD1 (Ankyrin Repeat and
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Zeferino Vaz, Bardo Geraldo, CEP: 13083-970, Caixa Postal: 6198, Campinas-
SP Brazil. Fax: +55 19 3289 1089.
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KH Domain Containing 1), previously named hMASK, was
first identified in LNCaP, a prostate cancer cell line, and
described by Poulin et. al. [6]. However, protein expression
patterns or protein interactions of ANKHDI1 have not yet been
described.

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

Since MASK was first isolated through a genetic screen
designed to identify proteins that interact with CSW/SHP2,
the characterization of ANKHDI expression in humans and

183



F. Traina et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1762 (2006) 828—-834

its interaction with SHP2 would be of interest. The present
study was aimed to evaluate the expression of ANKHDI
mRNA and protein in normal tissues, normal hematopoietic
cells, leukemia cell lines and primary acute leukemia samples.
In addition, the association of ANKHDI1 with SHP2 was
studied in leukemia cell lines and the prostate cancer cell line,
LNCaP.

2. Materials and Methods

2.1. Primary leukemia samples

A total of 38 adult cases (patient age range 18—83 years, median 47 years)
diagnosed with acute leukemia at the Hematology and Hemotherapy Center of
the State University of Campinas were studied, including 7 ALL, 1 biphenotypic
acute leukemia and 30 AML (1 MO0, 5 M1, 6 M2, 3 M3, 10 M4, 3 M5, 1 M6,
1 M7) based on the French-American-British (FAB) classification. Primary
leukemia cell samples from bone marrow aspirate were obtained from patients
before any treatment. The National Ethical Committee Board approved the study
and informed-written consent was obtained from all patients. Normal
hematopoietic cells (z=11), including bone marrows (n=7) and peripheral
blood mononuclear cells (PBMNC) (n=4), were obtained from healthy donors.
After removing erythrocytes by hemolysis, remaining cells were submitted to
protein or RNA extraction.

2.2. Human leukemia cell lines

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

2.3. Protein analysis by immunoblotting

Equal amounts of protein were used for total extracts or for
immunoprecipitation with specific antibodies followed by SDS-PAGE and
Western blot analysis with the indicated antibodies and ECL Western Blotting
Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK) as described [16].
Antibody anti-ANKHD]1 was raised in a rabbit against a synthetic peptide

12 1

0

relative to normal bone marrows (Fold Change)
(=]

ANKHD1 mRNA expression in cancer cell lines

Normal KG1 NB4

bone marrows

HEL K562

829

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

2.4. Laser confocal analysis

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

2.5. Subcellular fractionation

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

HL60 Jurkat MOLT4 Raji  Daudi Namalwa LNCaP

Fig. 1. Increased ANKHD1 mRNA expression in leukemia cell lines. Real-time quantitative RT-PCR was performed on cDNA from a panel of human leukemia cell
lines and the LNCaP cell line. Increased levels of ANKHDI mRNA were detected in all subtypes of leukemia cell lines, as compared with normal hematopoietic

cells.
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Fig. 2. Increased ANKHD1 mRNA expression in primary leukemia cells. Real-time quantitative RT-PCR was performed on cDNA from fresh leukemia cell samples
from patients at diagnosis or from normal hematopoietic cells. Horizontal lines represent medians. ANKHD1 mRNA expression was significantly higher in all primary
acute leukemias samples (P=0.002), acute myeloid leukemias (AML) (P=0.004) and acute lymphoblastic leukemias (ALL) (P=0.005) when compared with normal
hematopoietic cells.

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

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

System.
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marrows was used as the Calibrator. The relative quantification value of
ANKHDI gene expression was calculated using the 2~ 24T [18].

2.7. Statistical analysis

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

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

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

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

Phalloidin ANKHD1

A

ANKHD1

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

3.2. ANKHDI protein is highly expressed in leukemia cells

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

A broad expression of ANKHD1 was observed in all normal
human tissues here studied, with a high expression in stomach,
small intestine and lymph node and a low expression in liver,
spleen, lung, kidney and skeletal muscle (Fig. 3B). Only 1 band
of approximately 270 kDa, corresponding to ANKHDI1, was
detected in normal human tissues.

Immunoblotting analysis of leukemia cell lines with anti-
phosphotyrosine antibody revealed that ANKHDI1 was not
phosphorylated at tyrosine (data not shown).

Merge

K562 cell line

Pl

Merge

Fig. 4. Laser confocal analysis. K562 and Jurkat cells (A) were fixed and permeabilized and ANKHDI1 was visualized by Alexa 488-conjugated anti-ANKHDI1
antibody (green fluorescence). Phalloidin was used to visualize the actin (red fluorescence) and DAPI to mark the nuclei (blue fluorescence), as detailed in Materials
and methods. Positive immunoreactivity was visualized by laser confocal scanning (Zeiss LM510). In the red, green and blue overlay (merge) the yellow signal
indicates regions of red/green overlap. Normal peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (B) were fixed, permeabilized and ANKHD1 was visualized by Alexa 488
conjugated anti-ANKHD1 antibody (green fluorescence). Propidium iodide (PI) was used to visualize the nuclei (red fluorescence). Positive immunoreactivity was

visualized by laser confocal scanning (Zeiss LM510).
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TE C+M N

IB: actin

- |B: histone

Jurkat cell line

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

3.3. Subcellular localization of ANKHD1

Laser confocal analysis of K562 and Jurkat cell lines (Fig.
4A) and PBMNC (Fig. 4B) showed that ANKHDI is located in
the cytoplasm of leukemia and normal hematopoietic cells. This
cytoplasmatic localization of ANKHD]1 was further examined
by immunoblotting performed with anti-ANKHDI1 antibody
and tissue fractions of Jurkat cell line (Fig. 5).

3.4. Association of ANKHDI1 and SHP2 in cancer cell lines

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

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

4. Discussion

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

Drosophila homologue of SHP2 [5]. In this study, the
association of ANKHDI with SHP2 was identified by
immunoprecipitation in K562 and LNCaP cell lines. We
also demonstrated that ANKHDI1 is located in the cytoplasm
of the cells, similar to the subcellular localization of SHP2 in
leukemia cells [15], indicating that these proteins share
subcellular compartments. Moreover, the expression pattern
of ANKHDI was found to be similar to that of SHP2, which
is overexpressed in acute leukemia cell lines and primary
leukemia cells [15].

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

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

K562 cell ine  LNCaP cell line
IP: SHP2 SHP2
IB: ANKHD1
IB: SHP2
P ANKHD1 ANKHD1
IB: ANKHD1
IB: SHP2
IP:  IgG TE IgG TE
IB: ANKHD1
IB: SHP2

Fig. 6. ANKHDI is a substrate of SHP2 protein. Lysates from K562 or LNCaP
cells containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) in
duplicate with anti-SHP2 antibodies (upper panel), anti-ANKHDI antibodies
(middle panel) or normal rabbit IgG (bottom panel) and immunoblotted (IB)
with anti-ANKD1 antibodies or anti-SHP2 antibodies. K562 and LNCaP total
cell extract (TE) were used as a positive control for the immunoblotting with
anti-ANKHD!1 or anti-SHP2 (bottom panel). Western blots were developed with
the ECL Western Blotting Analysis System.
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Fig. 7. High SHP2 protein expression in human cancer cell lines. Western blot analysis of human cancer cell lines for the expression of the SHP2 protein. Cell extracts
were blotted with antibodies against SHP2 (70 kDa) or actin (42 kDa), as a control for equal sample loading, and developed with the ECL Western Blotting Analysis

System.

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

The previous findings that ANKHDI interacts with
GRINL1A [23], which has been recently identified as a
cancer/testis antigen expressed in bone marrow and peripheral
blood from AML patients, but not in normal donor samples
[24], as well as the high expression of ANKHDI in acute
leukemia, described in our study, corroborate our hypothesis
that ANKHD1 protein may be involved in leukemogenesis. The
identification of new disease-specific targets for AML immu-
notherapy expands treatment options and increases our chances
of successfully treating this heterogeneous disease and lowering
the unacceptably high mortality rate.

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

ANKHDI1 has a ubiquitous expression in normal human
tissues and has a varied higher expression in acute leukemias.

The presence of multiple ankyrin repeats suggests a role for
ANKHDI as a scaffolding protein, bringing together many
signaling molecules. Our findings are the first to describe the
expression of ANKHDI in different human tissues and to
characterize the association of ANKHD1 with SHP2. The
identification of proteins that interact with ANKHDI1 and that
might direct ANKHDI1 to various signal transduction path-
ways is essential to clarify the role of ANKHDI in the
signaling pathways in general. The higher expression of
ANKHDI in acute leukemia may be associated with the
abnormal phenotype of the leukemia cell and may be a
molecular target for a rational therapy for leukemia in the
near future.
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Apéndice 111

Dados clinicos dos pacientes com diagnostico de sindrome mielodispléasica

Nome Sexo (I:::s‘; FAB c:ll‘:’ta Cariétipo %BI-MO
AM M 60 AR 8,1 46, XY 3
SAS F 40 AR 7,6 46, XX 4.4
DGM F 55 AR 7.8 46, XX 0
MACN F 54 AR 13,2 46, XX 0
MNMS F 33 AR 132 46, XX 1,5
VB M 49 AR 14,5 46, XY/46,XY +45,X - Y 1
WwCG F 67 AR 8,6 46, XX 2
VLG F 41 AR 12,3 46,XX 0
ACA F 70 AR 8,5 46,XX 1
HS M 53 AR 13,8 46,XY 1,5
ocC M 87 AR 10,0 45X, -Y 0
MSO F 72 AR 11,7 46, XX 1,5
MG M 64 AR 12,1 46, XY 3
BPB M 73 ARSA 8,9 46,XY 1,5
MMA F 74 ARSA 7,2 46,XX 2,5
BPC M 74 ARSA 12,5 46, XY 1,5
DMV F 63 AREB 11,9 46,XX 5
MAC M 38 AREB 8 46, XY 12,5
BIL F 59 AREB 12,9 46,XX 10
RGA M 69 AREB 9,6 46, XY 5
IMRS F 79 AREB 9 46,XY 5q- 11
WP M 70 AREB 9,4 46, XY 6,5
GG M 78 AREB 9,3 45, XY -7 6
MAGP F 65 AREBt 8,0 complexo 23
TCcC F 68 AREBt 8,8 45XX, -7 27
EAS M 50 AREBt 8 47, XY +8 23
AP M 70 AREBt 10,4 46, XY 22,2
wvs M 68 AREB 8,8 46, XY +8 12

GP M 61 AREB 10 46, XY 6,5
DMV F 55 AR 5.4 46, XX 3
MFO M 62 ARSA 9,7 46, XY 3
AJG M 56 ARSA 7,5 46,XY 0
AT M 69 ARSA 10,5 46,XY 1
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Apéndice IV

Tabela com os dados clinicos detalhados dos pacientes com diagnoéstico de leucemia aguda.

Iniciais Hemoglobina sexo idade Cariotipo Diagnostico o Biastos
g/dl ao diagnéstico (FAB) na MO

ES 10,9 F 40 46, XY LMA-MO 90
MAHS 7 F 34 46, XX LMA-M1 87
MMM 8 M 35 ausente mitose LMA-M1 90
NTS 4.8 F 76 47, XX, +21 LMA-M1 88,5
CBM 10,2 F 41 46, XX LMA-M1 88,5
CR 8,3 M 45 0 mitose LMA-M1 94
VO 8,0 F 53 46, XY LMA-M2 79
JOX 6,6 M 49 45, X-Y, 1(8;21)(q22;q922) LMA-M2 70
DFS 9,5 M 24 46, XY LMA-M2 87
AC 8,0 M 70 47, XY, +11 LMA-M2 59
PBC 8,7 F 81 45, XX, t(4;6)(q35;q22), del(5q), del(10p), t(15;17), -18, del(22q) LMA-M3 68
SDF 8,8 F 40 46, XX LMA-M3 41
JLM 5,1 M 18 ausente mitose LMA-M3 86
WM 9,0 M 57 46, XY LMA-M4 92.5
ALSF 6,7 M 59 NR LMA-M4 41
IXS 8,6 M 52 46, XY LMA-M4 91
MCJ 9,7 F 83 46, XX LMA-M4 28
PTS 7.9 M 66 47, XY, der(11)t(1;11)(q22;p15) LMA-M4 73
HBA 8,1 F 67 ausente mitose LMA-M4 87
JCA 9,7 M 43 46, XY LMA-M4 77
JI 8,6 M 61 ausente mitose LMA-M5B 87
ELB 8,0 M 42 46, XY LMA-M6 35
EMC 53 M 47 46, XY LMA-M7 31
ARS 9,3 F 31 46, XX LLA - pré B 77
ANLM 7,7 M 20 ausente mitose LLAT 80
JAD 8,4 F 39 ausente mitose LLAT 81,5
JP 12,6 M 56 46, XY LLA-T 90
JAC 12,5 M 39 46, XY Bifenotipica 94
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Apéndice V

Tabela com os dados clinicos detalhados dos pacientes com diagnéstico de mieloma
multiplo

o,
Nome Sexo Idade Raca Estagio %

CD138+
ABS M 56 N 111B 96,74
AGB M 66 N IIA 81,22
ABJ M 64 C 1IA 82,38
AA F 55 C IIA 97,15
AZB M 65 C NA 78,50
AGF M 79 C HIA 92,69
CHRA F 47 C ITA 94,51
EAR M 41 N 1IA 91,71
EAC F 67 C 1A 81,41
EPS F 60 C 1IA 83,99
FVC M 62 C 7B 99,49
FFT M 55 C IITA 98
FBN M 54 C LpP 99,49
GZM M 68 C ITA 96,02
GB F 59 C ITA 90,32
ICD F 36 N 1A 92,90
ID F 58 C IITA 92,50
SB F 67 C HIA 90,76
ISSO F 59 C IIA 90
IPM F 54 C MIA 99
IJBS M 56 C 111B 95,72
JBLL M 58 N LP 89
JCCJ M 47 C MIA 91,15
INA M 48 C 1A 85,87
JVF M 44 N NA 73,86
LVL M 56 C 1IA 97,63
LMC F 58 C 111B 78,38
MMSS F 52 C IITA 90,2
MAC F 70 C 1IB 97
MDOA F 50 C IIA 85,60
MT M 57 A 1IA 84,28
OMF M 59 C 111B 84,74
PMC M 51 C 1IA 99,27
RCRF F 45 N 1IA 84,62
SRS M 62 C IITA 38,24
SVA M 65 C 111B 99,25
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