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Resumo

O objetivo deste projeto foi estudar genes ativados em células do estroma da
medula dssea, induzidos pela co-cultura com blastos leucémicos, na tentativa de uma
melhor compreensao sobre o crostalk entre estas células no microambiente tumoral. Nos
identificamos Stanniocalcina-1 (STC1) como um potencial marcador molecular do
microambiente tumoral, uma vez que sua expressao foi aumentada cerca de 7 vezes em
células do estroma co-cultivadas com blastos leucémicos primarios. STC1 humana é uma
glicoproteina secretada e tem sido descrita participando em diferentes processos
fisiolégicos, incluindo a angiogénese, hipdxia e principalmente, a carcinogénese. NOs
produzimos a proteina recombinante STC1 no sistema baculovirus e também anticorpos
monoclonais, usados em um ensaio ELISA, que agora sera testado como um novo kit de
diagnodstico de leucemia por uma empresa brasileira. Além disso, identificamos novos
parceiros de interacdo para STC1 através do sistema de duplo hibrido em levedura sendo
que algumas destas interagdes foram confirmadas por GST-pull down. A regido N-
terminal foi identificada como sendo a regido responsavel pela interacdo de STC1 com
seus parceiros. Estudos de localizacdo sub-celular por microscopia, revelaram uma
deposicao ubiqua citoplasmatica e puntiforme nuclear, lembrando corpusculos nucleares
relacionados a SUMOilagédo. Embora STC1 interaja com a proteina SUMO1 e tenha uma
predicdo de alta probabilidade para ser SUMOilada, ensaios in vitro e in vivo nao
conseguiram detectar STC1 SUMOilada. No entanto, observamos que STC1 regula a
SUMOilagao de forma significativa em trés outras proteinas. Essas descobertas sugerem
um novo papel para STC1 no ciclo de SUMOilacdo, agindo como uma SUMO E3 ligase.
Observamos também que STC1 possui um receptor na membrana plasmatica em
linhagem de células leucémicas K562 e que a incubagdo de STC1 com outras células
leucémicas parece favorecer a proliferacdo destas células ao passo que estimula uma
maior producgao da propria STC1 intracelular em células do estroma. Juntos, todos estes
resultados abrem novas pistas promissoras a serem exploradas no futuro, uma vez que
todos os resultados mostram ligagdes interessantes com estudos funcionais anteriores em
STCA1.
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Abstract

The aims of this project is to study upregulated genes on bone marrow stromal cells,
induced by the co-culture with leukemic blasts, trying to have a better understand about
the crosstalk between these cells in the tumor microenvironment. We identified
Stanniocalcin-1 (STC1) as a putative molecular marker for the leukemic microenvironment,
once its expression was increased around 7 times in stromal cells co-cultivated with
primary leukemic blasts. Human STC1 is a secreted glycoprotein that has been implicated
in different physiological process, including angiogenesis, hypoxia and mainly in
carcinogenesis. We produced the recombinant protein STC1 in baculovirus system and
monoclonal antibodies for an ELISA assay that now will be tested as a new leukemia
diagnostic kit by a Brazilian company. Moreover, we identified new interacting protein
partners for STC1 by yeast two hybrid system and some of these interactions were
confirmed by GST-pull down assays. The N-terminal region was mapped to be the region
that mediates the interaction between STC1 and its partners. Microscopic subcellular
localization, revealed an ubiquitous cytoplasmic and dot-like nuclear deposition,
resembling SUMOylation related nuclear bodies. Although STC1 interacts with SUMO-1
and has a high theoretical prediction score for a SUMOylation site, in vitro and in vivo
assays could not detect STC1 SUMOylation. However, we found that STC1 significantly
regulates the SUMOylation of three other proteins. These findings suggest a new role for
STC1 in SUMOylation cycle, acting as a SUMO E3 ligase. We either observe that STC1
has a plasmatic membrane receptor in K562 leukemic cell lines and the incubation of
STC1 with other leukemic cells suggest a increase of proliferation of these cells and
stimulates the production of more intracellular STC1 at stromal cells. Together, all of these
findings open promising new avenues to be explored in future detailed studies, since they

all show interesting connections with previous functional studies on STC1.
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1. Introducao

1.1 - A colaboracao entre o LNBio e o Centro Infantil Boldrini.

Para que os assuntos que serdo introduzidos a seguir se contextualizem de forma
mais clara, é importante que se introduza antes, o ambiente em que se foi desenvolvida
esta presente tese de doutorado, que se encaixa dentro de um projeto com um propdsito
maior e mais amplo. Desta forma, o Laboratério Nacional de Biociéncia (LNBio) e o
Centro Infantil Boldrini estabeleceram uma parceria cientifica colaborativa, visando unir o
conhecimento, a expertise e a infra-estrutura de cada instituicdo, para ampliar a
capacidade de geracdo de avangos cientificos de qualidade e responder a questbes
cientificas relevantes. Neste contexto, o foco geral desta parceria interinstitucional, é
estudar de forma molecular o microambiente tumoral neoplasico, em especial da leucemia
infantil. De forma particular, a contribuicdo desta tese de doutorado para este projeto, se
insere na identificacdo e caracterizacdo de um novo e potencial marcador molecular para
a leucemia infantil através de suas implicacdes funcionais na célula humana. Os assuntos
que serao introduzidos a seguir serao expostos de forma a ndo somente discorrer sobre o
assunto em questdo, mas também a contextualizar de forma cronoldgica cada avango
obtido durante o projeto, buscando justificar os objetivos de se estudar cada etapa que

compoée esta tese.

1.2 — A Leucemia Infantil

O termo Leucemia se insere dentro do amplo grupo doengas hematoldgicas, e se
remete aos casos onde existe a ocorréncia de neoplasias malignas. E considerada,
portanto, o cancer do sangue em formagao ou dos tecidos que produzem o sangue, no
caso, a medula éssea. Sua principal caracteristica sdo anormalidades no processo de
proliferacdo e diferenciagdo de glébulos brancos do sangue, que ocorre devido a falhas
no processo da hematopoiese (Sinnett D, et al., 2006).

A classificagdo das diversas formas de ocorréncia de leucemia se baseia
principalmente em dois aspectos clinico-patoldgicos: (a) na linhagem celular afetada e (b)
na forma de proliferagao destas células. O sistema hematopoiético € composto de células
tronco pluripotentes indiferenciadas na medula 6ssea, que proliferam, diferenciam e se
separam em duas linhagens celulares: (a) mieldides e linféides. As células mieldides se
diferenciam nas células vermelhas do sangue, mondcitos, granuldcitos e plaquetas e as

células linféides se diferenciam e se desenvolvem em células B e T (Figura 1).
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Figura 1. Processo de hematopoiese normal que gera linhagens celulares linféides e mieléides. Falhas
no evento hematopoiético levam ao acumulo de células anormais na medula éssea que podem levar a

substituicdo das células normais do sangue. Adaptado de www.meb.uni-bonn.de/Cancernet/.

Na leucemia, ambos tipos celulares podem se proliferar de forma (b) aguda ou
crbnica. A leucemia aguda é uma doenga que progride rapidamente e afeta a maioria das
células imaturas e indiferenciadas. Essas células sao incapazes de realizar suas funcbes
normais. Na leucemia crénica o progresso da doenga € mais lento permitindo a producéo
de células maduras e mais diferenciadas. Essas células conseguem manter algumas de
suas fungbes normais (Sullivan AK, et al., 1998).

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a cada ano
aproximadamente 250.000 criangas e adultos s&o diagnosticados com um tipo de
leucemia, o que representa cerca de 2,5% de todas as pessoas diagnosticadas com
cancer. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), sao esperados para o
Brasil, cerca de 9580 novos casos de leucemia neste ano, sendo que 4.510 (47%) apenas
na regido sudeste do pais.

No caso das leucemias que ocorrem na populagao infantil, existe uma prevaléncia
de casos de leucemia linféide aguda (LLA), que representam cerca de 75 a 80% dos
casos, seguida pela leucemia mieldide aguda (LMA), que afeta entre 20 a 25% das
criangas com leucemia. A leucemia mieldide crénica (LMC) é raramente reportada em
criangas (menos de 5% dos casos) e a leucemia linfoide crdénica ndo ocorre no grupo,

sendo exclusiva da populacado adulta. Apds a primeira metade do século XX, o progresso



no diagnéstico e no tratamento da leucemia infantil tem transformado essa doenca, que
antes era uniformemente fatal, em um grupo de malignidades que agora sao curadas em
muitas criangcas. Esse progresso ocorreu devido ao esforco conjunto de investigagbes
clinicas e cientificas e ao trabalho de grupos de triagem clinica em cooperacao nacional e
internacional. Os avangos nas técnicas de citogenética, imunofenotipicas e analises de
genética molecular permitiram a identificacdo de marcadores clinicos em células
leucémicas. Esse novo conhecimento tem contribuido para o desenvolvimento de
protocolos de tratamento designados para sub-grupos especificos de pacientes com

leucemia infantil (Colby-Graham, et al., 2003).

Sabe-se que o estudo por si s6 apenas dos blastos leucémicos sao insuficientes
para se compreender o desenvolvimento do processo neoplasico, o estabelecimento das
células transformadas e as anormalidades proliferativas caracteristicas da doenga. O local
onde essas células sdo geradas e com quem estabelecem intima relagdo, chamado de
microambiente tumoral da medula Ossea, € igualmente importante de ser estudado e

compreendido.
1.3 — O microambiente tumoral da medula 6ssea

A hematopoese normal ocorre através de uma complexa interagdo entre as
células-tronco progenitoras e as células de sustentacado presentes na medula 6ssea. A
medula Ossea contém células-tronco hematopoética (HSCs), células endoteliais,
osteoblastos, osteoclastos e células-tronco mesenquimais (MSCs), que dao origem as
células do estroma, incluindo adipécitos, condrdcitos, fibroblastos e midcitos. Células de
suporte de cada regidao da medula 6ssea produzem fatores sollveis, moléculas e ligantes
que interagem com outras moléculas e ligantes na superficie das HSCs. Essas interagées
contribuem para proliferacao, diferenciagao, quiescéncia e migragéo das HSCs (Sison EA,
etal., 2011).

Estudos demonstraram que a interagao entre as células do estroma da medula
Ossea e as células da leucemia, contribui para a sobrevivéncia da célula neoplasica.
Sugere-se que as células leucémicas tém a capacidade de induzir mudangas na medula
Ossea que passam a afetar a hematopoese e a arquitetura tecidual da medula 6ssea, de
forma que a leucemia modula este microambiente tumoral para obter vantagens
adaptativas e proliferativas. O microambiente tumoral da medula 6ssea, ou seja, as
células do estroma medular, passam a fornecer, portanto, um ambiente propicio para o

estabelecimento definitivo dos blastos leucémicos, um vez que fornece fatores de



crescimento, suprimento sanguineo, matriz extracelular, remocéo de catabdlitos e de
células mortas (Laranjeira ABA, et al., 2007; Sison EA, et al., 2011).

Diversos grupos tém demonstrado que pacientes com leucemia aguda e pré-
leucemia, como sindromes mielodisplasicas e neoplasmas mieloproliferativos, possuem
elevados niveis de vascularizagdo e angiogénese na medula 6ssea (Ayala F, et al., 2009).
Em um estudo comparativo entre bidpsias do nucleo de medulas 6sseas de criangas com
LLA com de controles saudaveis, mostraram que as bidpsias de medula 6éssea
leucémicas tém padrbes de microvasculatura distintos, incluindo a densidade de
microvasos (Perez-Atayde AR, et al., 1997). A habilidade para induzir angiogénese é
provavelmente um mecanismo que eleva a sobrevivéncia de células leucémicas na
medula éssea. Apesar do fato de as leucemias nao possuirem uma associacao entre a
densidade de microvasculatura e o progndstico dos pacientes (Pule MA, et al., 2002),
inibidores de angiogénese se mostraram eficazes como agentes anti-tumorais em
modelos animais, indicando a dependéncia da angiogénese nas leucemias (lversen PO,
et al., 2002).

A hipoxia € o maior dos estimulantes para angiogénese e o fator de transcrigdo a
indugao de hipodxia, HIF-1 (Hypoxia Inducible transcription Factor 1) € o mediador chave
deste processo. Existem trabalhos indicando que certas regides da interface da medula
O0ssea de murinos sao ambientes hipoxicos (Parmar K, et al., 2007). Dados em modelos
com ratos demonstram que células leucémicas infiltradas na medula 6ssea encontram
ambiente mais hipdxico quando comparadas com células da medula 6ssea de ratos
saudaveis (Mortensen BT, et al., 1998). Células de leucemia sdo capazes de se proliferar
mesmo sob condi¢des de hipdxia, o que indica a capacidade destas células a se adaptar
ao ambiente hipdéxico (Jensen PO, et al, 2000). De fato, a super-expressao de
componentes regulados por oxigénio como HIF-1 alfa, foi observado em diversas células
leucémicas em espécimes de medula éssea de pacientes com LLA (Wellmann S, et al.,
2004).

Fatores de crescimento também s&o responsaveis por ajudar a leucemia a
modular o microambiente tumoral da medula 6ssea. Fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGFs - Vascular Endothelial Growth Factors) sdao expressos tanto por
linhagens celulares de leucemia mieldide aguda, quando por blastos leucémicos (Fiedler
Wi, et al., 1997). Uma das fungbes mais correlativas entre HIF-1 e a hipdxia é justamente a

ativacao da producao de VEGF e o estimulo a angiogénese (Figura 2). A estimulacdo da



formacao de novos vasos pela angiogénese representa uma resposta adaptativa a hipoxia
e envolve a proliferacdo celular endotelial, um processo estimulado por fatores de
crescimento induziveis pela hipéxia, como VEGF. A microvasculatura € um componente
ativo do microambiente da medula 6ssea e € resposavel por fornecer oxigénio e
nutrientes (Konopleva M, et al., 2009). Secretado pelas células leucémicas, VEGF ativa
receptores tanto nas células endoteliais quanto nas préprias células da leucemia

estimulando a sua proliferacao (Dias S, et al., 2002) .
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Figura 2. Regulacao da producado de VEGF e outros fatores em situacao de hip6xia e normoéxia. A
presenca de oxigénio leva a degradacdo de HIF através de ubiquitinacdo pelo sistema de proteossoma. A
auséncia de oxigénio que ocorre no microambiente tumoral leucémico, favorece a produgao de VEGF via HIF,
elevando a angiogénese do local. Adaptado de www.hemonctoday.com.

Fica claro portanto, que o contato entre os blastos leucémicos e o microambiente
composto por células do estroma da medula 6ssea estimula uma modulacdo deste
ambiente de modo a favorecer a proliferagao, a sobrevivéncia e a adaptagao da leucemia.
Isso ocorre devido ao crosstalk que ocorre entre estas células, mediados for fatores

ativados e ativadores produzidos por ambas.

Em vista de se entender melhor esta modulagdo do microambiente na progressao
das células tumorais leucémicas, foram realizados no Centro Infantil Boldrini, estudos de
expressao génica através de plataformas de microarranjos de DNA (Affymetrix), visando

identificar genes que fossem ativados nas células endoteliais da medula 6ssea (BMEC —



Bone Marrow Endothelial Cells) ap6s sua incubacao/interagcdo com plasma de criangas
com LLA ou com células primarias de leucemia linfoblastica aguda (dados néo

publicados).

Como pode ser observado na Tabela 1, o gene que mais teve sua expressao
ativada nas BMEC, devido ao contato com plasma de criangcas com LLA, foi o gene STC1,
que codifica a proteina humana Stanniocalcina-1, mostrando-se como um potencial

marcador molecular.

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos pelas BMEC apés 6h da adicao de plasma de criancas
com LLA. Valores de expresséo foram calculados com o software dCHIP. Em negrito, genes diferencialmente
expressos no co-cultivo de BMEC com células de LLA.

BMEC alone BMEC + Leukemia plasma

Gene (Control) 6 hours incubation  Fold change
stanniocalein 1, STC1 267 2188 8
chemokine (C-X-C motif) ligand 6, CXCL6 73 581 8
interleukin 8, IL-8 214 1383 6
chemokine (C-X-C motif) ligand 2, CXCL2 88 566 6
chemokine (C-C motif) ligand 20, CCL20 177 1047 6
inhibin, beta A (activin A} 251 335 5
putative lymphocyte GO/G1 switch gene, GOS2 199 1023 5
chemokine (C-X-C motif) ligand 1, CXCL1 |28 632 3
pre-B-cell colony-enhancing factor 140 685 5
Purine nucleoside phosphorylase 166 790 5
brain-derived neurotrophic factor, BDNF 400 1781 4
chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL2 763 3059 4
CGI-109 protein 280 1042 4
inhibitor of DNA binding 3, dominant negative 124 440 4
helix-loop-helix protein, 1d3

tissue factor pathway inhibitor 2, TFPI2 154 536

dickkopf homolog 1, Dkk] 656 2280 3
ESTs 48 156 3

A partir deste dado, decidiu-se investigar o que era conhecido sobre 0 gene e a
proteina Stanniocalcina-1, visando avaliar se suas caracteristicas o qualificavam como um
bom candidato a ser estudado, no que diz respeito a interacdo entre a leucemia e o

microambiente tumoral.

1.4 — A proteina Stanniocalcina-1 (STC1)
Em 1839, na Universidade de Rostock (Alemanha), o Professor H. Stannius
descobriu pares de glandulas adjacentes aos rins de peixes que se acreditava serem
glandulas adrenais (Stannius H, 1839). Essas glandulas, batizadas de Corpusculos de

Stannius em 1898 (Vincent S,1898) secretam um hormdnio similar a calcitonina (Fontaine



M, 1964) que mais tarde foi purificado e nomeado de Stanniocalcina (STC) (Lafeber FP, et
al., 1986).
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corpuscles of
stannius

pancreaticislets

Figura 3. Os corpusculos de Stannius. A esquerda, uma foto do Professor H. Stannius, descobridor das
glandulas que secretam Stanniocalcina, os Corpusculos de Stannius, representados neste esquema da
anatomia de um peixe 6sseo, a direita. Adaptado de_ www.vet.ohio-state.edu.

Stanniocalcina tem efeito similar ao da calcitonina sobre toda a homeostase de
calcio do corpo (Ca®*) em peixes dsseos. A remogao dos Corpusculos de Stannius produz
hipercalcemia (Ishibashi K, et al., 2002). Os 6rgéos de peixes que sé&o os principais alvos
do efeito anti-hipercalcémico de STC sdo as guelras (Wagner GF, et al., 1998) e o
intestino (Sundell K, et al., 1992).

A expressao de Stanniocalcina foi por muito tempo considerada exclusiva aos
Corpusculos de Stannius, porém o mRNA de STC foi detectado em células do ovario,
testiculos e rins de peixes 6sseos (McCudden CR, et al, 2001). Entretanto, o nivel de
STC nestes 6rgaos é cerca de 100 vezes menor do que nos Corpusculos de Stannius, o
que possivelmente explica a descoberta tardia destes locais de expressdo de STC.
Permanece desconhecido se STC, em peixes, € sistematicamente secretado (na
circulagao) como um horménio enddcrino ou se age de forma mais local nos testiculos,
rins e ovario (Serlachius M, 2007).

A primeira forma homdloga de STC em mamiferos, STC1, foi isolada de forma
independente em dois laboratdérios: em um, durante estudos com fibroblastos humanos
transfectados por SV40 (SimianVacuolatingvirus 40) cujo objetivo era identificar genes
envolvidos no controle da proliferacao celular (Chang AC, et al., 1995) e em outro, durante
um screening por sequénciamento randémico de cDNAs de pulméo fetal humano (Olsen
HS, et al., 1996). Subsequentemente, o gene humano que codifica para o paralogo de

STC1 em mamiferos, STC2, foi identificado por um screening de sequéncias similares em



bancos de dados de sequéncias expressas (EST — expressed sequence tag) (Chang
ACM, et al., 1998, DiMattia GE, et al.,1998 e Ishibashi K, et al., 1998).

O grau de similaridade de sequéncia entre STC1 de humanos e STC de peixes é
de 92%, sendo que dos primeiros 204 aminoacidos, 118 residuos sao idénticos.
Entretanto, os ultimos 43 residuos da regido C-terminal sdo completamente divergentes.
O cDNA de STC2 humana codifica uma proteina com 55 aminoacidos maior que a STC1
e possui 34% de identidade com STC1 humana e STC de peixes. O parentesco de STC2
com STC1 e com STC é mais evidenciado pela regiao N-terminal, onde entre os residuos
41 e 160, 40% sao idénticos (Figura 4). Esta identidade é mais acentuada quando
comparado apenas STC1 e STC de peixes, chegando a 53%. Claramente, STC1 é mais
préxima e relacionada a STC de peixes do que com seu paralogo humano STC2 (Chang
ACM, et al., 2003).
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Figura 4. Alinhamento entre sequéncias de STC-1 e -2 humanas e a STC de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss, familia Salmonidae). Marcagdes em tons de cinza indicam conservacédo (de
acordo com a matriz de substituicho PAM250), em verde: peptideo sinal, vermelho: pré-peptideo e laranja:
sitio de N-glicosilacdo. Adaptado da dissertacdo de doutorado de Daniel Maragno Trindade (UNICAMP),
autorizada pelo autor.



Stanniocalcina-1 humana é classificada como um horménio glicoprotéico, de
aproximadamente 27 kilodaltons (kDa) e composta por 247 aminoacidos, cujos os 17
primeiros compde um peptideo sinal, responsavel por sua capacidade de ser secretada
para o meio extracelular. Em 2009, dados publicados pelo nosso grupo de pesquisa
contribuiram para diversos avancos com relacdo a estrutura de STC1 humana. Neste
trabalho, Trindade DM e colaboradores demonstraram que a proteina STC1 humana,
exibe o mesmo padrao de formacao de cinco pontes dissulfeto que a STC de peixes,
entre suas 10 cisteinas extremamente conservadas, e também homodimeriza-se pela
cisteina 202 (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura primaria da proteina humana Stanniocalcina-1 humana. Note que das 5 pontes
dissulfeto de STC1, 4 estéo presentes na regido N-terminal, restando a regido C-terminal apenas uma ponte
dissulfeto e uma cisteina responsavel pela formagdo do homodimero. STC1 humana ainda possui um
nucleotide binding domain (Ellard JP, 2007), relacionado a vias de atuacdes de STC1 em mitocéndrias.

Neste mesmo trabalho publicado em 2009, nosso grupo realizou estudos
estruturais de baixa resolugdo, através de SAXS (small angle X-ray scattering) que
mostraram que STC1 humana apresenta-se como um homodimero de aspecto alongado
em solucdo e os modelos sugerem que a homodimerizacdo ocorra no formato anti-
paralelo, de forma a expor as regides N-terminal nas extremidades e concentrar na regido
central as por¢cdes C-terminal, responsaveis pela dimerizacado (Trindade DM, et al., 2009)
(Figura 6).



Figura 6. Modelos de baixa resolugcao ab initio gerados por dados extraidos por SAXS. (A) Modelos
filtrados dummy atoms model (DAMMIN). (B) Modelos dummy residues model (GASBOR). Figura extraida e
adaptada do artigo de Trindade DM, e colaboradores (2009), autorizada pelo autor.

Stanniocalcina-1 é também uma proteina alvo de modificagdes pds-traducionais.
O sitio de glicosilagcao N-ligado também é conservado entre as STCs (como mostrado em
laranja na figura 4). A sequéncia consenso Asn-X-Thr/Ser (ao redor dos residuos 62-72),
séo sabidamente glicosilados em enguias e em salmao (Butkus A, et al., 1987; Wagner
GF, et al., 1992), entretanto ndo existem dados diretamente mostrados para STC1 de
mamiferos. Por outro lado, o conteldo de sacarideos foi analizado em sistema de
expressao por baculovirus e em células de ovario de hamster chinés (CHO — Chinese
Hamster Ovary). Um sitio de glicosilacao N-ligado foi encontrado (mas n&o determinado)
e nenhum oligosacarideo O-ligado foi identificado (Zhang K, et al., 1998). Talvez essa
glicosilagdo de STC1 humana explique o fato de, em géis SDS-PAGE, o padrao de
migragado desta proteina ser em forma de banda difusa e o peso molecular variar até 5
kDa a mais que o esperado.

Além de glicosilagdo, STC1 humana é também uma proteina fosforilada. Apés a
incubacao de células HT1080, uma linhagem primaria de fibrosarcoma, com 2p, STCA
marcada foi encontrada no meio de cultura, de forma secretada. STC1 foi fosforilada por
PKC (protein kinase C) in vitro e in vivo, e em ambas as situagbes a fosforilagdo ocorreu
exclusivamente em residuos de serina. O mapeamento de fosfopeptideos também foi
similar em ambos os experimentos, sugerindo que PKC deva ser uma quinase que atue
realmente in vivo (Jellinek DA, et al., 2000). Analises pelo programa PredictProtein/PHD

feitas pelo trabalho de Trindade e colaboradores, em 2009, revelaram as serinas 176 e
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216 como potenciais alvos de fosforilacdo por PKC, uma vez que tem predicdo de
estarem mais expostas ao solvente e, portanto, mais passiveis de serem fosforiladas.
Novos sitios de fosforilagao por outras enzimas, sao também propostos e discutidos nos
resultados desta tese.

O gene de STCT1 humana esta localizado no brago curto do cromossomo 8
(8p11.2-p21). Este gene contém 4 exons e os sitios de inicio de transcrigdo estéo
localizados 284, 271 e 153 nucleotideos a 5 do codon de iniciagdo (metionina). A regido
5" ndo traduzida é rica em repeti¢coes trinucleotidicas CAG, onde existem quatro blocos
relativamente curtos, cada um contendo de 3 a 6 CAG repetidos, separados por 6 a 15
nucleotideos (Chang ACM, et al., 2003). Os 51 primeiros nucleotideos do exon 1
codificam para um peptideo sinal altamente conservado. A secregao de STC1 para o meio
extracelular e sua forma de sinalizagdo hormonal ainda ndo sdo muito bem
compreendidos pela comunidade cientifica que propde sua interagao com receptores de

superficie celular.

1.5 — Stanniocalcina-1 e as evidéncias de receptores de membrana

A literatura é vasta no que diz respeito a evidéncias da existéncia de proteinas na
superficie celular que tenham afinidade por Stanniocalcina-1 e funcionem como
receptores. Nao € bem compreendido ainda, se Stanniocalcina-1 quando secretada, liga-
se a receptores na membrana plasmatica e dispara cascatas de sinaliza¢ao intracelulares
ou se Stanniocalcina-1 é endocitada e passa entao a atuar dentro da célula. Também nao
se descarta a possibilidade de que ambas alternativas possam ocorrer de acordo com a
finalidade de cada contexto fisioldgico da célula. Devido aos diversos processos celulares
relacionados a Stanniocalcina-1 e sua proposta multifuncionalidade (que sera mais bem
discutido no item 1.6 e na sessdo de resultados e discussao), também se considera a
possibilidade de haverem diferentes receptores que possuam afinidade a Stanniocalcina-
1. Apesar de todas as evidéncias, até hoje, nenhum trabalho demonstrou
experimentalmente qual é o (ou um dos) receptor(es) de Stanniocalcina-1.

Em 2002, McCudden CR e colaboradores utilizaram a proteina Stanniocalcina-1
fusionada a fosfatase alcalina (STC1-AP) para demonstrar a existéncia de receptores
para esta proteina em diferentes tecidos. Eles observaram, in situ, uma ligagéo de alta
afinidade de STC1-AP na superficie celular de tecidos como rim e figado. Além disso,
purificaram mitocondrias destes dois tecidos e observaram que nesta organela também

ocorria uma ligagédo de alta afinidade de STC1-AP, mais especificamente na membrana
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interna mitocondrial e viram que a essa ligagao estimulava o metabolismo mitocondrial e a
transferéncia de elétrons. Mais tarde, em 2007, este grupo descreve que esta ligacao
entre STC1-AP e os receptores mitocondriais pode ser desfeita de forma dose-
dependente de acordo com a adi¢cdo de ATP, que interfere de forma significativa em sua
constante de dissociagéo (Kd) (Ellard JP, et al., 2007).

Também através de ensaios de ligacdo in situ, 0 mesmo grupo observou em dois
diferentes trabalhos, a afinidade da “big” STC1 (uma forma variante de STC1, expressa
principalmente em células do ovario, cuja massa molécula pode atingir 84, 122 ou 135
kDa) na membrana plasmatica de células: inicialmente do corpo luteo de ovario humano
(Paciga M, et al., 2003) e mais tarde na superficie celular de células da adrenal de
camundongos, principalmente na zona cortical, e também em células de adipécitos
(Paciga M, et al., 2005).

A afinidade de Stanniocalcina-1 pela superficie celular de diferentes tipos de
células de carcinoma de mama, também foi observada, segundo os autores, em 91% das
biopsias analisadas, mais uma vez através de estudos histologicos de ligacdo in situ. A
presenca destes receptores de Stanniocalcina-1 e também a produgao da prépria proteina
por essas células malignas mamarias, levou os autores a proporem que neste caso,
Stanniocalcina-1 possua um modo de agao autécrino (McCudden CR, et al., 2004).

Por outro lado, no mesmo ano, Luo CW e colaboradores observaram, utilizando
STC1 recombinante marcada radioativamente, que esta proteina possui receptores de
alta afinidade na membrana plasmatica de células granulosas do ovario, que por sua vez
nao produzem STC1, sugerindo neste caso um modo de ag&o paracrino.

Receptores de alta afinidade, cuja ligagao foi descrita como saturavel, para STC1,
também foram descritos em células vermelhas do sangue de humanos, cies e porcos
(através de imunohistoquimica) e os autores discutem essa ligagcdo como uma possivel
via de delivery de STC1 para 6rgaos ou células distantes, reforcando seu modo de
atuacao hormonal (James K, et al., 2005). Células MDCK (Madin Darby Canine Kidney) e
IMCD3 (/nner Medullary Collecting Duct 3) também tiveram receptores de membrana
identificados devido a ligagéao de alta afinidade de STC1 a superficie celular (Sazonova O,
et al., 2008).

Na&o apenas em mamiferos foram descritos a existéncia de receptores para
Stanniocalcina. Existem trés trabalhos que discutem a possivel relacdo entre STC e o
CaSR (Calcium-Sensing Receptor) em peixes. De forma geral, estes trabalhos observam

gue ocorre a expressao destes receptores nos Corpusculos de Stannius: além de se tratar
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de um receptor envolvido com a homeostase de calcio, observa-se que modificagbes no
nivel de expressao deste receptor extracelular reflete na secrecéao de STC (Radman DP,
et al., 2002; Greenwood MP, et al., 2009; Loretz CA, et al., 2009). Em 2004, Tanega e
colaboradores também mostram ligagdo de alta afinidade de STC1 em fracdes
membranares de células de anelideos e relacionaram que essa ligacao possa fazer parte
da regulagao de troca de ions destes organismos com o ambiente.

Recentemente foi publicado o unico trabalho da literatura que propde vias de
sinalizagdo disparadas pela ligacdo de STC1 com receptores de membrana, com base
experimental. Ao estudarem o potencial oncogénico de STC1 em tumores de ovario, 0s
autores sugerem que a ligagdo de STC1 a receptores desconhecidos em células
tumorais, promova o aumento da proliferagcdo celular, a diminuicdo da apoptose e o
consequente aumento do volume do tumor (Figura 7) (Liu G, et al., 2010). Assim como
diversos outros trabalhos (Sheikh-Hamad D, et al., 2003; Yoshiko Y, et al., 2004; Wagner
GF, et al., 2006 ; BlockGJ, et al., 2010; Roch GJ, et al., 2011), este autores discutem a

elevadissima relevancia de se identificar o receptor de Stanniocalcina-1 para que se

possa compreender melhor sua fungao e modo de atuacao.
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Figura 7. Modelo proposto para tumorigénses mediada por Stanniocalcina-1. RAS ou outros eventos
oncogénicos (como mutagdes na p53) ativam a expressdo de STC1 e elevam sua secregdo. Sua ligagdo a
receptores de superficie celular inibem a apoptose, por um mecanismo ndo compreendido, que eleva a
expressao de fatores anti-apoptoéticos como Bcl-2 ou Bcl-x. Também promove a progressao do ciclo celular
por elevar os niveis de expressao de proteinas regulatérias do ciclo celular, como ciclina B1, ciclina A, ciclina
E e CDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2) (Liu G, et al., 2010).
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1.6— Stanniocalcina-1, Cancer, Hipoxia, Angiogénese e outras implicacGes
funcionais

Diferentemente do seu modo de ag¢ao nos peixes, onde STC atua de forma quase
que exclusiva na homeostase mineral, principalmente na regulacdo de ions de calcio,
Stanniocalcina-1 de mamiferos, mais especificamente a humana, é tida como uma
proteina multifuncional que também participa de diversos outros processos fisioldgicos e
celulares. Tem também sua atuagdo na homeostase mineral descrita (Olsen HS, et al.,
1996 ; Lafeber FP, et al., 1988; Wagner GF, et al., 1997; Madsen KL, et al., 1998) e Zhang
KZ e colaboradores (1998) mostraram que, tanto a proteina STC1 humana produzida em
baculovirus, como em células de hamster (CHO), produzem o mesmo efeito inibitério do
transporte de calcio em branquias de peixes que a proteina obtida de peixes, mostrando a
alta conservagao da sua fungéao.

Contudo, fica cada vez mais claro que as STCs tenham expandido seus papéis em
mamiferos, sendo esta suposicdo baseada no fato de que as STCs, em humanos, além
de possuirem um padrao de expressao abrangente em diversos tecidos normais adultos
(Chang AC, et al., 1995; Varghese R, et al., 1998; Worthington RA, et al., 1999; Paciga M,
et al., 2002; Serlachius M, et al., 2002; Yoshiko Y, et al., 2004; Wagner GF, et al., 2006),
também apresentam uma expresséao diferencial durante a embriogénese (Zhang K, et al.,
1998; Franzen AM, et al., 2000; Jiang WQ, et al., 2000; Yoshiko Y, et al., 2003; Serlachius
& Andersson, 2004).

Stanniocalcina-1 parece atuar em numerosos processos fisiolégicos, patolégicos e
também relacionados ao desenvolvimento, como a adipogénese (Serlachius & Andersson,
2004), gravidez, lactagdo, organogénese, diferenciagdo neuronal, isquemia cerebral,
estresse hiperténico e a estruturagao 6ssea e muscular (Ishibashi K, et al., 2002; Chang
ACM, et al., 2003). Além disso, ativa vias anti-oxidantes em células endoteliais e em
macréfagos e também possui agéo citoprotetora e anti-inflamatéria (Sheikh-Hamad D, et
al., 2010).

Porém, com base no foco de estudo desta presente tese de doutorado, sera mais
detalhadamente descrito nesta se¢cdo, uma visdo da literatura sobre o conhecimento
gerado até hoje sobre Stanniocacina-1 e suas implicagdes no cancer € em processos
relacionados, como a angiogénese e a hipdxia, de forma a complementar a justificativa de
escolha desta molécula como foco deste estudo.

Alguns trabalhos descrevem implicagdes de Stanniocalcina-1 com o cancer de

mama. Wascher RA e colaboradores foram, em 2003, os pioneiros ao observarem a
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presenca do mRNA de STC1 na medula 6ssea e no sangue de pacientes, além de terem
encontrado co-relagdes significativas com fatores histopatolégicos multiplos no
prognéstico, como tamanho do tumor primario, nimero de linfonodos positivos e estagios
T, M e N. Por ndo conseguirem detectar o mRNA de STC1 no soro e na medula 6ssea de
voluntarios saudaveis, classificaram STC1 como um marcador molecular para o cancer de
mama. O uso de STC1 como biomarcador, possibilitou posteriormente que fosse feita
deteccdo de células tumorais circulantes metastaticas nos estagios iniciais do cancer de
mama (Nakagawa T, et al., 2007), porém ao testarem este potencial em tumores de
mama caninos, observaram que ao contrario dos tumores humanos, STC71 teve uma
diminuicdo da expressdo e muitas vezes nao pode ser detectada (Klopfleisch R, et al.,
2009). Além disso, como descrito anteriormente, receptores de alta afinidade para STC1
em tecidos de cancer de mama sao observados histologicamente (McCudden CR, et al,,
2004). Aparentemente, neste tipo de tumor, a elevacédo da expressao de receptores de
progesterona A (PR-A Progesterone Receptor-A) induzida por nutricdo rica em soja, eleva

também a expresséo de STC1 (Dave B, et al., 2010).

Nao somente em tumores mamarios Stanniocalcina-1 tem sido classificada com
um marcador molecular. Em 2000, Fujiwara Y e colaboradores avaliaram este potencial
em diversos tipos de tumores, primarios e linhagens celulares. Eles concluem que existe
de fato uma tendéncia de super-expressao do mRNA de STC7 em todos tipos de cancer
testatados, e destacam os dados obtidos em céancer coloretal e carcinoma hepatocelular,
onde a expressao de STCT nao foi detectada nos tecidos correspondentes saudaveis. Ao
testarem o soro de pacientes com carcinoma hepatocelular, foi possivel a deteccédo do
mRNA de STC71 em 8 dos 11 pacientes testados, ao passo que ndo foi possivel tal
identificacdo em nenhum dos 31 individuos saudaveis usados como controle. Resultados
semelhantes sédo descritos: O mRNA de STC7 também foi detectado apenas no soro de
pacientes com metastases de carcinoma hepatico, cAncer de mama e doencga residual
minima na leucemia (descrito também por Tohmiya Y, et al., 2004 — Figura 8), e ndo em
individuos saudaveis (Koyde Y, et al., 2006) e correlacionado ao mal prognéstico pos

operatorio em casos de tumor coloretal (Tamura S, et al., 2011).

Andlises em larga escala visando identificar novos biomarcadores para alguns
tumores também descrevem STC1 diferencialmente expresso em algumas neoplasias.
Através de microarranjos de DNA, diversos sub-tipos de tumores do plexo coréide foram

analisados em relagéo a células sadias e STC1 se mostrou super-expressa em todos sub-
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tipos, o que foi confirmado através de imunocitoquimica (Hasselblatt M, et al., 2006).
Utilizando técnicas de protedmica, o secretoma de fibroblastos isolados de pacientes com
mieloma multiplo foi comparado ao de fibroblastos epiteliais normais. Essa abordagem
identificou STC1 com potencial biomarcador para a detec¢cdo precoce do melanoma
metastatico, além de ser considerado um fator importante neste microambiente tumoral
(Paulitschke V, et al., 2009).

STC
AML ALL CML Normal c¢DNA N

ot P i S

GAPDH

Figura 8. Analise da expressdao do mRNA de STC7 em sangue periférico de pacientes com leucemia
por nested RT-PCR. N= negative control. No sangue periférico dos trés tipos de leucemia testados, LMA, LLA
e LMC, foi possivel identificar expressdo do mRNA de STC1, diferentemente do soro de voluntarios saudaveis
(Tohmiya Y, et al., 2004).

Sao descritas implicagbes de Stanniocalcina-1 em diversos outros tipos de
tumores, tais como: fibrosarcoma (Jellinek DA, et al., 2000), glioblastoma (Lal A, et al.,
2001), neoplasia endocrina multipla (Watanabe T et al.,, 2002), liposarcoma (Serlachius
M, et al., 2004), tumor epitelial (Block GJ, et al., 2010) e cancer gastrico (He LE, et al,,
2011).

O papel de Stanniocalcina-1 na apoptose de células tumorais também nao é muito
bem compreendido, e parece ter relagdo com cada tipo de tecido. Quando estudada em
células de tumor nasofaringico STC1 mostrou-se como uma proteina pro-apoptotica cuja
expressao é regulada por p53 (Lai KP, et al.,, 2007). Em células de adenoma de cdlon
humano, STC1 também foi considerada um fator pré-apoptético, ao observarem que estas
células quando incubadas com TSA (tricostatina A — inibidor de histona deacetilases) tem
o grau de apoptose aumentado, acompanhado pela elevagdo do nivel de expressao de
STC1 e sugerem que isso ocorra devido a uma regulacao de NFkappaB no promotor de
STC1 (Law AY, et al., 2008). Ja em células de tumor de pulmao incubadas com células
multipotentes estromais (MSC — Multipotent Stromal Cells), a elevagcao da secregado de
STC1 por parte das células MSCs, diminuiu a apoptose das células neoplasicas (Block
GJ, et al., 2008), assim como em tumor de ovario, onde o tratamento e a secreg¢ao de

STC1 além de diminuir a apoptose, induziu a expresséo de proteinas reguladoras do ciclo
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celular (Liu G, et al, 2010 — Figura 7), levando STC1 a ser classificada em ambos

trabalhos como um fator anti-apoptotico.

Como pode ser percebido, a elevada expressdo de Stanniocalcina-1 em quase
todos tipos de tumores, deixa claro que esta proteinas pode ter uma papel chave no
cancer humano, seja no processo tumorigénico, no desenvolvimento e/ou no
estabelecimento e adaptacao destas células neoplasicas. Talvez a maior de todas as

evidéncias seja a relacdo de STC1 com a angiogénese e com a hipoxia.

Ao estudarem transcripcionalmente genes que respondiam a hipdxia em tumores,
detectou-se a indugéo da expressao do mRNA de STC1 em linhagens celulares de cancer
de mama e de colon e o que foi confirmado por imunohistoquimica nas regides hipoxicas
nestes tipos de tumores. Observou-se neste mesmo estudo, que a expressdo de STC1
era regulada por HIF-1 (Lal A, et al., 2001). A mesma abordagem, porém para neoplasia
endocrina multipla, também verificou a superexpressdo de STC1 em situagdo de hipdxia
(Eisenhofer G, et al., 2004) e um ano mais tarde, foi reafirmado em linhagens celulares de
cancer nasofaringico, colon e de ovario, o estimulo a expressao de STC1 pela hipoxia
(Yeung HY, et al., 2005).

Modelos in vitro de estudo de angiogénese também identificaram STC1 através de
analises de perfis de expressdo génica, inicialmente em células endoteliais normais (Kahn
J, et al., 2000) e a seguir em tecidos neoplasicos (Gerritsen ME, et al., 2002). Devido a
tais evidéncias, logo se observou que a expressdao de STCT1 também respondia ao
estimulo de VEGF e discutiram-se possiveis relacbes com o0 crescimento e a
vascularizagédo tumoral (Wary KK, et al., 2003). No mesmo ano, Zlot C e colaboradores,
demonstraram a forma de modulagao autécrina que STC1 exerce sobre a angiogénese
epitelial em resposta a fatores de crescimento. Observou-se também que Wnt2, um fator
de crescimento e diferenciagéo, regula a expressdo de STC1 em células endoteliais (Klein
D, et al., 2009), e que em STC1 nao afeta a apoptose dessas células endoteliais no
ovario, mas realmente tem papel de modulador da angiogénese em ceélulas granulosas
(Basini G, et al., 2009).

Recentemente, um estudo feito com tumores gastricos deixou mais clara a relagéo
entre STC1, angiogénese e o cancer. Stanniocalcina-1 foi capaz de promover a
angiogénese in vitro e in vivo através da indugdo da expressado de VEGF. A inibicao de
VEGF no sobrenadante da cultura celular, através da neutralizagdo com anticorpos, aboliu

a angiogénese induzida por STC1, in vitro. O processo de regulagao da expressado de
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VEGF por STC1 foi descrito como sendo mediado pela ativagao de vias de sinalizagao
que envolvem PKC beta e ERK 1/2 (extracellular-signal-regulated kinase 1/2) e este
aumento da angiogénese, promoveu o crescimento do tumor gastrico (He LF, et al,
2011).

Todas essas implicagdes envolvendo Stanniocalcina-1, principalmente com o
cancer, a tornam um excelente alvo para geracao de ciéncia aplicada e tecnologias que

se beneficiem de suas caracteristicas funcionais e estruturais.

1.7 — Stanniocalcina-1 e o seu estado da arte

De acordo com a WIPO (World Intellectual Property Organization), a agéncia das
Nacbes Unidas que se dedica a desenvolver, organizar e divulgar internacionalmente o
sistema de Propriedade Intelectual e Patentes, cerca de 70% de todo conhecimento
gerado até hoje no mundo esta contido de forma exclusiva em documentos de patentes e
ndo em artigos cientificos. Obviamente que este numero é bastante variavel de acordo
com cada area especifica do conhecimento, e no caso de ciéncias biolégicas, que possui
um dos maiores acervos de revistas cientificas, esta porcentagem tende a ser
consideravelmente menor. Entretanto, ndo podemos descartar os bancos de dados de
patentes, como uma importantissima fonte de informagdes, atualizacdo e conhecimento,
ao buscarmos entender melhor determinado assunto.

Apenas a titulo ilustrativo, uma busca no portal PubMed do NCBI, o principal
banco de dados de artigos cientificos da area biomédica, com o termo “Stanniocalcin”’,
retorna 294 artigos cientificos, ao passo que utilizando o mesmo termo no
PATENTSCOPE ', o portal da WIPO que busca apenas patentes depositadas via sistema
internacional e nao cobre patentes depositadas de forma individual em paises especificos,
retorna 223 arquivos de patentes.

Durante o desenvolvimento desta tese de doutorado, foi realizado o
monitoramento das patentes que envolvem Stanniocalcina-1, e pode-se perceber que a
maioria das patentes tem seu respectivo artigo cientifico publicado, mas por via de regra,
o depdsito inicial do conhecimento é feito primeiramente na forma de documento de
patente e mais tarde (algumas vezes, anos depois) na forma de artigo cientifico. Isso
possibilitou uma apropriagdo precoce do conhecimento o que garantiu ndo sé a certeza

do ineditismo na pesquisa realizada (evitando assim uma duplicacdo de esforgos e

! www.wipo.int
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investimentos), mas também geracdo de novas idéias para aplicagcdo pratica dos
resultados obtidos.

Visto o grande numero de patentes que envolvem a utilizacdo de Stanniocalcina-1
ou descrevem vias de atuacdo, apenas as principais patentes que se relacionam de
alguma forma ao foco e tema desta presente tese de doutorado serdo introduzidas a
seguir, de forma a complementar e exemplificar a aplicacdo pratica do conhecimento
sobre a proteina Stanniocalcina-1.

Nos Estados Unidos, um grupo da Universidade do Texas observou que células-
tronco obtidas de ou em agregados mesenquimais esferoidais, expressam niveis de
proteinas terapéuticas superiores aos de células-tronco mensenquimais cultivadas em
monocamada. Os autores classificam STC1 como uma das proteinas terapéuticas mais
expressas, atribuindo fungdes anti-apoptoéticas e anti-inflamatérias e propde novas formas
de tratamento a diversas doencas, inclusive o cancer (W0O/2011/060244).

Na Alemanha, uma patente descreve o uso de inibidores de angiogénese para
determinados biomarcadores, visando o tratamento de doencgas relacionadas a
angiogénese, incluindo o cancer. Um dos biomarcadores de angiogénese identificados
pelo inventor € STC1 e este descreve que inibidores de pequenas moléculas de ATP
direcionados a varias quinases, diminuem a expressao de STC1, ao passo que outros
inibidores direcionados a integrinas, elevam a expressdo de STC1, em células HUVEC
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells), reafirmando o papel de STC1 na angiogénese.
(WO/2010/072348).

Em outra patente americana, sdo descritos métodos de predigdo para prognésticos
em cancer assim como o monitoramento da respostas ao tratamento de tumores. Para
isso, os autores utilizam alguns inibidores, dentre eles um inibidor para o receptor de
VEGF, e a inibicdo deste receptor € monitorada de acordo com alteragdes na expressao
de STC1 (WO/2005/059179).

A forma mais frequente do uso pratico de Stanniocalina-1 € como um biomarcador,
usado no diagnoéstico de varios tipos de cancer. Uma patente holandesa prevé a
diferenciagéo entre tumores coloretais adenomas de adenocarcinomas e para isso um
painel de genes é analisado, dentre eles STC1 (W0O/2008/122936). A identificacdo de
células de melanoma e de células de carcinomas circulantes através de um kit que avalia
a expressao génica de alguns biomarcadores, também inclui analise de STC1
(WO/2006/031843). Outras patentes que visam a identificagdo de céncer de mama
(US/2005/014208), carcinoma intestinal (WO/2003/03023059) metastases de melanoma e
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de cancer de mama (W0O/2004/045521), também utilizam STC7 como biomarcador,
sempre com foco em niveis de expressao de mRNA.

A Unica patente que prevé a identificagdo da proteina STC1, no soro de pacientes,
visa o diagnostico da leucemia através da técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Esta patente japonesa (JP/2000/002709) descreve que foi
possivel a identificacdo do mRNA de STC1 apenas no soro de pacientes com leucemia e
nao em voluntarios normais e que isso ira possibilitar a identificagdo e o diagndstico de
leucemia baseado na identificacdo da proteina, porém nao descreve nenhum teste
efetivamente feito em pacientes. Essa patente é restrita ao territério japonés e nao
influencia o uso comercial de seu contetido em outros paises. E importante ressaltar que,
nao conseguimos identificar o uso real de rotina para nenhuma destas patentes
apresentadas, mostrando que apesar de terem seu potencial aplicado protegido, a
sociedade e o mercado ainda ndo se beneficiaram destas descobertas.

Além das caracteristicas estruturais apresentadas no item 1.4, principalmente o
fato de STC1 ser uma proteina secretada para o meio extracelular, das evidéncias
relatadas em diversos trabalhos sobre a existéncia de receptores de superficie celular
para STC1 (item 1.5) e a relevancia da sua identificagado, os trabalhos aqui discutidos da
literatura e nas patentes, sugerem diversos aspectos funcionais e vias de atuagéo para
esta proteina. Apesar de sua aparente multifuncionalidade, as particulares implicagdes de
STC1 nas células e tecidos neoplasicos e no microambiente tumoral, deixam evidente que
STC1 é um o6timo candidato a ser estudado e que compreender melhor sua atuacao
molecular dentro e fora da célula é de grande contribuicdo ao desenvolvimento cientifico

aplicado a deteccao, tratamento e combate a leucemia infantil.
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2. Objetivos

2.1 — Objetivo Geral
Esta tese de doutorado teve por objetivo estudar formas de atuacio da proteina
humana Stanniocalcina-1 dentro e fora da célula humana, visando buscar um melhor
entendimento de como seus parceiros de interacdo e os aspectos funcionais a eles
relacionados, podem contribuir no entendimento da fungdo de STC1 na célula humana e
por consequéncia da leucemia infantil e em sua relagdo com o microambiente tumoral da

medula 6ssea.

2.2 - Objetivos Especificos
Para o objetivo geral ser atingido foram propostos os seguintes objetivos

especificos:

2.2.1 - Desenvolvimento de um kit diagnéstico visando a identificacao da
proteina STC1 em soro de pacientes com leucemia.

Para tanto se fez necessario produzir em larga escala a proteina STC1
recombinante full lenght e truncada, e sua utilizagdo na geragao e no teste de anticorpos

monoclonais, para o estabelecimento de um ensaio do tipo ELISA sanduiche.

2.2.2 - |dentificar parceiros de interacao para STC1 humana, dentro e fora
da célula, visando compreender melhor as vias de atuacado e possiveis

funcoes.

Visto que nenhum parceiro de interagao foi descrito para STC1 humana, buscou-
se explorar dados obtidos a partir de screening feito pelo sistema de duplo-hibrido em
leveduras, pull down semi in vivo e co-imunoprecipitacdo aliados a espectrometria de
massas. Alguns parceiros tiveram a relevancia de sua interacado estudada mais a fundo,

de modo a propor novas implicagdes e fun¢gdes moleculares para esta proteina.
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3. Resultados e Discussao

Os resultados apresentados nesta seg¢ao serdo expostos de acordo com a ordem
apresentada nos objetivos especificos apresentados na seccdo anterior. Muitos dos
resultados aqui apresentados foram publicados este ano na revista Molecular Biosystems
(anexo a esta tese), e é importante frisar que a obtencao destes resultados contou com a
valiosa contribuicao cientifica dos demais autores, principalmente do Dr. Daniel Maragno
Trindade.

3.1 - Desenvolvimento de um kit diagnéstico visando a identificacao da proteina
STC1 em soro de pacientes com leucemia.

Os dados previamente obtidos por ensaio de microarranjos de DNA (Tabela 1),
que mostraram um aumento na expressao de STC1 em BMEC apés o tratamento com
plasma de pacientes com LLA em cerca de 8 vezes, forneceram mais uma evidéncia do
que ja era sugerido pela a literatura cientifica (Tohmyia Y, et al., 2004) e por uma patente
(JP/2000/002709): o potencial uso de STC1 como um biomarcador para microambiente
tumoral leucémico.

No6s fomos capazes de confirmar o aumento da expressao do mRNA de STC1
durante a co-cultura de células do estroma da medula éssea com blastos leucémicos por
PCR em Tempo Real (primers utilizados e maiores detalhes — Tabela 2 e materiais e
métodos), e observamos um aumento semelhante (cerca de 7x) ao encontrado por
microrranjo, em células estromais co-cultivadas com células primarias de LLA de 3

diferentes pacientes, apds 24 horas de tratamento (Figura 9).

Tabela 2. Sequéncia de primers e concentragdes usadas no PCR em Tempo Real Quantitativo (Santos,
MT, et al., 2011)

Primer name Primer sequence (539 Product size (bp) Concentration in RQ-PCR reaction/nM
AFIQ-F GGCCTGGGTCTGTCAGATACA 72 400
AFIQ-R TGCTTGCCCGATCATTTIG

CGII09-F AGGGAGGAAGAAAATTGCCTTT 93 400
CGI109-R TCCATAAAACTGAACAGTGCAGAATA

DKKI-F AGGAAGCGCCGAAAACG g8 400
DKKI-R TTITGATCAGAAGACACACATATTCCA

STCI-F TGAGGCGGAGCAGAATGACT 78 100
STCI-R CAACGAACCACTTCAGCTGAGT

TCTEIL-F ATGCTGAGGAAGCCCACAAT 148 230
TCTEIL-R TTATAGGCTTTTCCCAACTTAACCA

GAPDH-F ATGGAAATCCCATCACCATCTT 68 400
GAPDH-R CAGCATCGCCCCACTTG
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Figura 9. Analise de genes candidatos por PCR em Tempo Real Quantitativo. (A) Células estromais da
medula 6ssea foram cultivadas até atingirem a confluéncia e posteriormente submetidas a co-cultura com
células primarias precursoras-B de leucemia linfoblastica aguda, obtidas de diferentes paciente para os
periodos de tempo indicados. As células estromais da medula 6ssea foram separadas e processadas para
extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR em Tempo Real Quantitativo. (B) Expressdo do mRNA de
diferentes genes candidatos em células estromais da medula éssea , cultivadas em meio fresco sem Soro
Fetal Bovino (BFS — bovine fetal serum) durante 6 horas e 24 horas (ambos com e sem BFS), ou estimulados
pela co-cultura com blastos leucémicos primarios de trés diferentes pacientes com LLA (amostras 1,2 e 3) em
meio fresco sem BFS. As mesmas amostras de células estromais da medula 6ssea antes do co-cultivo (Oh)
foram usadas para calibragéo (set para 1.0). As barras indicam o erro padrao com 95% de confidéncia. DKK1
e STC1 apresentaram inicialmente uma diminuicdo nos niveis de expressdo, apds 6 horas de co-cultura.
STC1 demonstrou, apos 24 horas, um grande aumento em seu nivel de expresséo, validando assim os dados
de microarranjo e sugerindo que STC1 sirva de fato como um marcador do microambiente tumoral da
leucemia. (Santos MT, et al., 2011).

Este dado nos encorajou a estudar STC1 como provavel e potencial biomarcador
oncolégico para leucemia visto que até hoje, nenhum trabalho mostra a tentativa de se
identificar niveis diferenciais da proteina Stanniocalcina-1 no soro de pacientes com
leucemia. Além do fato de ser possivel identificar a expressdo do mRNA de STC7 em
soro de pacientes com leucemia (Tohmyia Y, et al., 2004; JP/2000/002709) e de STC1 ser
uma proteina sabidamente secretada para o meio extracelular (Barlet JP, et al., 1998),

outras evidéncias nos levaram a acreditar que seja possivel também encontrar a proteina
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no plasma destes pacientes: Em 2002, Paciga e seus colaboradores, publicaram um
estudo de STC-1 em ratos e observaram a presenca da proteina no soro, quando as
fémeas estavam em periodo de gestagdo e lactagdo, demonstrando a capacidade da
proteina STC-1 transpor a membrana celular e entrar na corrente circulatéria. No caso de
cancer de ovario, foram identificadas quantidades da proteina STC1 no soro de pacientes
significantemente maiores do que no soro de voluntarios saudaveis (Liu G, et al., 2010).

Desta forma iniciamos o desenvolvimento de um kit diagnédstico, que visa
identificar niveis diferenciais da proteina STC1 em soro de pacientes com leucemia
quando comparado ao soro de voluntarios saudaveis, através da técnica de ELISA
sanduiche.

O primeiro passo foi a produgao de anticorpos monoclonais anti-STC1. Como a
intencdo é realizar o ensaio por ELISA sanduiche, fez-se necessario desenhar uma
estratégia que identificasse anticorpos monoclonais reativos a diferentes epitopos
(determinantes).

A estratégia inicial consistia em utilizar a proteina recombinante STC1 full lenght
para imunizar os camundongos, e utilizar as constru¢des truncadas, STC1 Cterminal e
STC1 Nterminal para selecionar os diferentes clones de anticorpos, garantindo assim a
identificagao de clones que sejam reativos a diferentes epitopos. A truncagem da proteina
em regides C- e N terminais, visou respeitar a formagao das pontes dissulfeto internas, de
modo que ndo se separasse nenhum par de cisteinas (Figura 10 A).

A expressdo da proteina STCA1 full lenght foi feita em sistema de baculovirus em
células de inseto, fusionada a uma cauda de 6 histidinas (STC1-HT) e apds 3 passos de
purificagdo, obteve-se a proteina em quantidade suficiente para imunizacdo dos
camundongos e em alto grau de pureza (Figura 10 B). A construgdo STC1 Cterminal foi
expressa em sistema bacteriano (E. coli BL21 pRARE) fusionada a proteina GST
(Glutathione S Transferase) e grandes quantidades da proteina foram isoladas, porém de
forma 100% insoluvel a partir de corpos de inclusdo, sendo necessario utilizar a técnica
de refolding em solugéo para utilizacdo desta proteina (Figura 10 C). Nao foi possivel
estabelecer protocolo de expressdo da construgdo STC1 Nterminal, nem mesmo em
fragOes insoluveis em bactéria.

Isso fez com que a estratégia inicial fosse alterada: A imunizacdo dos
camundongos foi feita com a proteina STC1-HT e a selegao dos clones previa isolar um
clone que fosse reativo a proteina full lenght e também a construgdo STC1 Cterminal

(garantindo um clone reativo a um epitopo na regido Cterminal) e isolar outro que fosse
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reativo a proteina STC1-HT e ndo a construgdo STC1 Cterminal (garantido um clone
reativo, teoricamente, a regiao Nterminal). Porém todos os 3 clones de anticorpos
monoclonais isolados foram reativos a proteina STC1-HT e também a construgdo STC1
Cterminal.

Este resultado ndo garante, mas sugere que os 3 clones de anticorpos
monoclonais obtidos sejam reativos ao mesmo epitopo. Porém, este dado n&o nos
surpreendeu, visto que, como discutido na introducéo, a proteina STC1 é extremamente
conservada entre as diferentes espécies, principalmente pela regido Nterminal (figura 4),

0 que sugere que a regido imunogénica da proteina seja possivelmente a regiao

Cterminal.
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Figura 10. Esquema das porcdes N- e Cterminal de STC1 e expressao e purificacdo das mesmas. (A)
Esquema em barra mostrando STC1 completa (STC1 full) e as constru¢des codificando os dominios: amino-
terminal sem o peptideo sinal (\STC1APS) e carboxi terminal (cSTC1). Sdo mostradas a regido do peptideo
sinal (PS, verde), as cisteinas (barras em vermelho) e suas respectivas pontes dissulfeto (linhas conectando
as cisteinas) e a cisteina responsavel pela dimerizagdo de STC1 (4, cisteina 202). (B) Gel SDS-PAGE
mostrando o alto grau de pureza da proteina STC1-HT produzida em baculovirus. A-L sado diferentes fragcdes
obtidas pela purificagdo em gel filtragdo. (C) Gel SDS-PAGE mostrando o isolamento e a pureza da proteina
STC1 Cterminal-GST apoés processo de refolding em solugéo. L1 e L2 sdo amostras da lavagem da coluna de
purificagao por afinidade. A e B séo frages da eluigdo. M — Marcador de peso molecular.
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Entretanto, visto que a forma normalmente encontrada de STC1 consiste em um
homodimero que se mostra alongado em solugao (Trindade DM, et al., 2009), mesmo que
estes clones de anticorpos monoclonais sejam reativos ao mesmo epitopo, é possivel que
0 anticorpo de captura se ligue em um dos mondmeros, deixando disponivel o outro
mondmero para que este seja identificado pelo anticorpo de detecgéo.

Os 3 clones de anticorpos monoclonais obtidos, foram biotinilados in vitro, para
serem testados como anticorpos de deteccido e para que nao fosse preciso utilizar um
terceiro anticorpo conjugado, o que poderia gerar sinais inespecificos e artefatuais. Desta
forma, a revelacdo do ensaio de ELISA pode ser feita utilizando-se estreptavidina
fusionada a enzima HRP (horseradish peroxidase), beneficiando-se da altissima afinidade
desta molécula pela biotina, e garantindo que n&o haja reacédo cruzada com o anticorpo
de captura (ndo biotinilado).

Baseado nesta hipotese, os 3 clones de anticorpos monoclonais foram utilizados
em ensaios de ELISA sanduiche, tanto na fungcao de captura do antigeno, quanto na
funcao de deteccao (clones biotinilados). Para isso, todas as combinagdes possiveis entre
eles foram testadas (Tabela 3), utilizando diversas concentracbes destes anticorpos,
assim como diversas quantidades do antigeno (STC1-HT), para se identificar a
sensibilidade do ensaio.

Tabela 3. Nove diferentes combinacoes testadas entre os 3 clones de anticorpos monoclonais anti-
STC1 humana, para ensaio de ELISA sanduiche. Apesar da possibilidade de todos os clones serem

reativos ao mesmo epitopo de STC1-HT, o fato da proteina em sua fora fisioldgica ser um homodimero,
possibilitou que o0 mesmo clone fosse testado tanto para captura, quanto para detecgdo do antigeno.

Anticorpos de Captura
Clone 1 Clone 2 Clone 3
Anticorpos de Clone 1 1x1 2%1 3x1
Deteccao Clone 2 1x2 2x2 3x2
(biotinilados) Clone 3 1x3 2x3 3x3

A combinagdo de anticorpos que melhor funcionou na identificagdo de STC1-HT
em ensaio de ELISA sanduiche, foi justamente quando se utilizou o clone 1 como
anticorpo de detecgdo, e o proprio clone 1 como anticorpo de detecgao (biotinilado).
Como é exemplificado no Grafico 1, outras combinagdes de anticorpos nédo produzem
sinais proporcionais e significativos, ao passo que essa combinagdo de anticorpos
(Grafico 2) se comportam de forma linear de acordo com as diferentes concentragdes

testadas para ambos.
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Grafico 1. Ensaio de ELISA para proteina STC1. Neste ensaio o anticorpo monoclonal clone 1, foi utilizado
para captura do antigeno e o anticorpo monoclonal clone 2 para detecgéo (biotinilado).
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Grafico 2. Ensaio de ELISA para proteina STC1. Neste ensaio o anticorpo monoclonal clone 1, foi utilizado
tanto para captura do antigeno, quanto para detecgéo (biotinilado). Isso é possivel devido ao fato de STC1 ser
um homodimero. Observa-se um aumento do sinal de absorbancia de acordo com o aumento da quantidade
de anticorpos utilizados, demonstrando que o ensaio foi positivo.

Além disso, concentracdes crescentes de STC1-HT foram testadas, para avaliar a
sensibilidade do ensaio. De 500 pg/mL a 500ug/mL, a menor quantidade de STC1-HT que
o ensaio ELISA foi capaz de detectar de forma confiavel foi 2ng/mL, como mostrado no

grafico 2.
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Este resultado, ainda que preliminar, despertou interesse em uma empresa, cujo
foco é justamente o desenvolvimento de kits ELISA imunodiagndsticos. Residente na
Incubadora de Empresas da Unicamp (INCAMP), a RheaBiotech atua na area de
biotecnologia a cerca de 4 anos e desenvolve anticorpos e ensaios ELISA para o mercado
nacional.

Atualmente, o contrato de transferéncia de tecnologia e know how estd em
elaboracéo e devera ser finalizado em breve. Essa parceria envolve o LNBio, o Centro

Infantil Boldrini e a RheaBiotech, e o contrato, no que diz respeito a parte cientifica, prevé:

Finalizagao conjunta do desenvolvimento do kit diagndstico (LNBio / Rhea);

Testes iniciais em soro de camundongos com leucemia (LNBio / Boldrini / Rhea);

Testes finais em soro de pacientes leucémicos (LNBio / Boldrini / Rhea),

Disponibilizagdo no mercado do kit diagndstico (RheaBiotech).

Esse desenvolvimento em conjunto com a iniciativa privada € vital para que esta
tecnologia seja absorvida de forma pratica e efetiva. A idéia atual é utilizar este teste de
ELISA como uma ferramenta a mais no diagnéstico da leucemia, porém, no momento
oportuno, o seu potencial também sera avaliado quanto a sua utilidade no prognéstico,
acompanhamento do tratamento e remissdo. Também esta previsto que este kit possa ser
testado para as mesmas finalidades em outros tipos de cancer, uma vez que a literatura

sugere que STC1 também possa ser usada como biomarcador de outros tipos de cancer.

3.2 - Identificar parceiros de interacao para STC1 humana, dentro e fora da
célula, visando compreender melhor as vias de atuacao e possiveis funcoes.

Diferentes estratégias foram utilizadas buscando-se identificar parceiros de
interagéo para proteina humana STC1, uma vez que nenhum trabalho havia relatado
interagbes moleculares para esta proteina. A identificagdo de proteinas que estabelegam
interagdo com STC1 é relevante para que se possa propor e identificar vias de atuagao,
rotas moleculares e processos celulares que permitam um melhor entendimento da forma
de acao desta proteina dentro e fora da célula humana e auxilie no estabelecimento de

fungbes especificas.
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3.2.1 — O ensaio de duplo hibrido em leveduras

A primeira abordagem feita pelo nosso grupo, visando identificar parceiros de
interacdo para STC1 humana, foi através do sistema de duplo-hibrido em leveduras. Para
realizar este screening a proteina STC1 foi clonada em vetor pBTM116 fusionado ao
dominio de ligagdo ao DNA, LexA. Nesta clonagem, a extremidade amino-terminal foi
deletada, de forma a excluir a regido correspondente ao peptideo sinal (LexA-
STC1ASPa), evitando assim a secregdo desta proteina e garantindo sua permanéncia
intracelular.

Antes de se realizar o screening, a construgdo LexA-STC1ASPa foi testada por
ensaio de ativagao autbnoma para os genes repérteres (His3 e LacZ) e ndo observamos
nenhuma auto-ativacao dos reporteres. Isso demonstra que STC1 por si s, ndo tem a
capacidade de ativar os genes reporteres e de gerar falsos positivos. As interagoes
identificadas demonstram, portanto, uma interacdo especifica e direta com a proteina
STC1. A auséncia de auto-ativacao da isca € um pré-requisito absoluto para o sucesso da
execucdo de um screening através do sistema de duplo-hibrido em leveduras.

Tendo este controle assegurado, nos realizamos este screening em bibliotecas
humanas de cDNAs de cérebro fetal, medula 6ssea e leucécitos. A construgcdo usada
como isca, LexA-STC1ASPa, gerou cerca de 1,5x 10°% clones co-transformados,
considerando as trés bibliotecas usadas e todos foram testados contra os dois genes
reporteres.

Um mapa de interacbes foi desenhado para STC1 e tais interagcdes exibem uma
complexa rede (Figura 11). Um total de 22 proteinas foram identificadas e seus
fragmentos e dominios assim como suas localizagdes celulares de acordo com o
GeneOnthology (Lomax J, 2005) sao apresentadas na tabela 4.

As proteinas foram agrupadas, de acordo com seus respectivos compartimentos
celulares, em sete grupos, apesar de algumas proteinas estarem presentes em mais um
grupo: nucleares (LMNA, MAPK14, FUS, QRICH1, SAP18, SP100 e SUMO1), reticulo
endoplasmatico (ERN1, JSRP1, TMEM132a, e FLJ20254), mitocondria (MTND1 e
ALAS?2), citoplasma, (ALDOA, FTL, MAPK14 e SUMO1), membrana plasmatica (ANPEP,
CMTM3, DAGLB, FNDC4 e TMEM132a), extracelular/secretada (ELA2) e células
vermelhas do sangue (HBA1/2). Apesar de QRICH1 e FLJ20254 n&o terem informagdes
sobre suas localizagdes celulares no GeneOnthology, nés utilizamos o programa preditor
PSORT Il (Nakai K, et al., 1999) para inferir sua possivel localizagdo, sendo assim

possivel agrupa-las.
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Figura 11. Mapa de interagdes da proteina humana STC1. Este diagrama mostra de forma simplificada a rede de interagbes de
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representada por diferentes codigo de cores gerado pelo programa Osprey (Breitkreutz BJ, et al., 2003) de acordo com a

classificagdo do GeneOnthology (Santos MT, et al., 2011).



Tabela 4. Proteinas identificadas no ensaio de duplo hibrido em leveduras (Santos MT, et al., 2011)

cDNA library Official symbol Component/compartment according to
(no. of clones) (Entrez GcncID)*‘7 Protein fragment Domain(s) present Gcm:Onto]ogyEj
- Nucleus
BM (9) FUS (2521) 381-526 (526) ZnF RBZ - Membrane
- Cellular component unknown
BM (8) HBA1/2 (3039/3040) 1-142 (142) G - Hemoglobin complex
BM (5) ISRPI (126306) 1-314 (331) - Undetermined
BM (4) FLJ20254 (54867) 601-689 (689) DUF2359 - Undetermined
L (4) SAPI18 (10284) 81-153 (153) - Histone deacetylase complex
c - Mitochondrial respiratory chain complex I
FRH & Ll MR (4305) =018 NADHIN - Integral mitochondrial inner membrane
FB (2) FNDC4 (64838) 15-234 (234) FN3 - Integral to plasma membrane
L2 ERNI1 (2081) 1-59 (977) PQQ - Integral to endoplasmic reticulum membrane
4 - Extracellular space
L@ CMTM3 (123920) 34-182 (182) - Integral to plasma membrane
- Cytoplasm
L(2) MAPK 14 (1432) 1-38 (360) - Nucleus
- Spindle pole
- Cytoplasm
L) ANPEP (290) 875-967 (967) - Integral to plasma membrane
- ER-Golgi intermediate compartment
R - Cell surface
BM (2) ELA2 (1991) 190-267 (267) Tryp SPc - Extravellular region
- Nucleus
L(2) SP100 (6672) 704-852 (879) HMG, CC - PML body
- Chromatin/chromosome
. - Nucleus
BN (1) A, (A0 e o TE - Nuclear lamina intermediate filament
BM (1) ALDOA (226) 89-364 (364) FBP Ala - Undetermined
BM (1) FTL (2512) 1-175 (175) - Ferritin complex
- Nucleus
- Nuclear speckles
BM (1) ZBTBI16 (7704) 55-176 (673) BTP - PML body
- Transcriptional repressor complex
- Endoplasmic reticulum
BM (1) ALAS2 (212) 341460 (587) AAT I PLP - Mitochondrial matrix
- Integral to mitochondrial inner membrane
L(l) QRICHI (54870) 502-667 (776) - Intracellular
- Cytoplasm
- Membrane
- Nucleus
L (1) SUMOI (7341) 1-101 (101) UBQ Dkl v
- Nuclear membrane
- Nuclear speckles
- Endoplasmic reticulum
FB (1) TMEMI32A (54972) 808-932 (1024) ce - Golgi apparatus
- Integral to endoplasmic reticulum membrane
L (1) DAGLB (221955) 613-668 (672) - Integral to plasma membrane

BM: bone marrow; FB: fetal brain; L: leukocyte; AAT I PLP: aspartate aminotransferase superfamily (fold type I) of pyridoxal phosphate;
BTP: bromodomain transcription factors and PHD domain containing proteins; CC: coiled coil; DUF2359: uncharacterized conserved protein;
FBP Ala: fructose-1.6-bisphosphate aldolase la; FN3: fibronectin type III; G: globin; HMG: high mobility group; IF tail: intermediate filament
tail; NADHdh: NADH dehydrogenase; PQQ: beta-propeller repeat occurring in enzymes with pyrrolo—quinoline quinone; Tryp SPc: trypsin-like
serine protease; UBQ: ubiquitin homologues; ZnF RBZ: zinc finger domain in ran-binding proteins.

Para confirmar as interacbes identificadas pelo sistema de duplo hibrido, nds

realizamos um ensaio de GST-pull down cruzando as proteinas identificadas no screening

(fusionadas a uma cauda de GST), com a proteina STC1-HT produzida em células de

insetos. Ao analisarmos os 22 clones, 18 cDNAs tinham o frame da sequéncia compativel

com a estratégia de clonagem, para transferéncia direta do vetor pACT2 para os vetores

de expressdao com cauda GST. Destes 18, fomos capazes de sub-clonar 11 e, destes,
apenas sete (apresentados na figura 12 — SP100, FUS, JSRP1, SUMO1, TMEM132a,

FDNC4-Flll e LMNA) apresentaram expressao de proteinas soluveis. No caso da proteina



FNDC4, foram desenhados primers para amplificar apenas a regido extracelular (que é
composta principalmente por um dominio de fibronectina tipo Il [FNIII]). Mesmo utilizando
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) como inibidor de proteases, algumas das proteinas
expressas fusionadas a GST apresentaram alguma degradagdo nas condi¢cdes de
expressao que fomos capazes de estabelecer para obter expressao soluvel destas
proteinas.

A proteina STC1-HT recombinante foi capaz de se ligar a todas as sete proteinas
testadas (fusionadas a GST), mas nao a proteina GST sozinha, demonstrando a

especificidade das interagbes observadas (Figura 12).
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Figura 12. Confirmacao in vitro das interacoes de STC1 com proteinas identificadas no sistema de
duplo hibrido em leveduras. O ensaio de GST-pull down entre STC1-HT produzida em sistema de
baculovirus e fragmentos das proteinas selecionadas. Todas as presas séo proteinas fusionadas a GST. Os
asteriscos indicam o peso molecular teorico destas proteinas recombinantes fusionadas a GST. A cabecga de
seta indica o GST livre. INPUT indica a adigao de GST no western blot superior (WB: anti-GST) e de STC1-HT
no western blot inferior (WB: anti-6xHis) como controle positivo. (Santos MT, et al., 2011)
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Baseado no fato de que a regido N-terminal da proteina STC1 é extremamente
conservada entre todas as espécies e também com STC2, aliado aos dados estruturais
de SAXS do nosso grupo (Trindade DM, et al., 2009 — Figura 4), que sugerem que 0
homodimero de STC1 seja feito de forma anti-paralela, expondo as regides Nterminal
mais globulares nas extremidades, acredita-se que esta seja a regido responsavel por
executar as atividades funcionais de STC1. A regido Cterminal, teria um papel mais de
coordenacao estrutural, responsavel pela homodimerizacéo.

Para investigar esta hipétese, nés geramos duas construgcdes de STC1 fusionadas
ao dominio de ligagdo ao DNA, LexA, dividindo STC1 em aproximadamente duas
metades (uma amino-terminal e uma carboxi-terminal, nomeadas LexA-N STC1ASPb e
LexA-C STCH1, respectivamente). O corte entre estas duas metades foi feito de forma
arbitraria, porém em uma regido central onde nao existe a conexdo de nenhuma ponte
dissulfeto na sequéncia primaria da proteina (Figura 13 A). Ambas as construgdes foram
testadas contra as presas identificadas no sistema e duplo hibrido.

Praticamente todas as proteinas testadas foram capazes de interagir com a regiao
Nterminal de STC1 mas n&do com a regido Cterminal. Interessantemente, FNDC4 foi
capaz de estabelecer interagcdo com ambas as regides de STC1 (Figura 13 B).

Durante o mapeamento da interacédo entre ZBTB16 e as construcées de STC1 N-
e Cterminal, essa presa sozinha apresentou uma atividade (-galactosidase inespecifica
(auto-ativagdo) com o vetor pBTM116 vazio (LexA apenas). O ensaio de confirmagao com
todas as presas sozinhas é essencial para que se exclua a possibilidade de que estas
tenham caracteristicas que ative a transcrigdo dos genes reporteres, gerando assim falsos
positivos. No caso do regulador transcripcional ZBTB16, a auto-ativagdo dos genes
reporteres ja era esperada (Kelly KF, et al., 2006; Raberger J, et al., 2008). Desta forma,
ZBTB16 foi considerado um falso positivo e descartado da analise.

Este resultado confirmou que a regiao de STC1 responsavel por interagir com
seus parceiros, € de fato a por¢gdo Nterminal e que provavelmente € a regido da proteina
responsavel por realizar suas fungdes. Por tratar-se de um homodimero anti-paralelo que,
ao que parece, expbe as regides Nterminais, provavelmente STC1 possa interagir com

mais de um parceiro ao mesmo tempo.
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Figura 13. Mapeamento da regidao de interacdo de STC1 com suas presas através de sistema duplo
hibrido em levedura. (A) Representacdo esquematica da proteina humana STC1 inteira e diferentes
contru¢des com o dominio de ligagdo ao DNA, LexA. A representacgao linear da sequéncia de aminoacidos de
STC1é mostrada com a indicacdo de diferentes porgbes (peptideo sinal [SP] em branco, pro-peptideo [PP] em
cinza escuro e a cadeia madura da proteina em preto), suas pontes dissulfeto (brackets) e regiao responsavel
pela dimerizagao (Dimer). Todas construgdes produziram proteinas fusionadas com LexA na regido Nterminal.
LexA-STC1ASPa foi usada inicialmente como isca no sistema de duplo hibrido, e todas as trés construgdes
usadas para mapear a regido de interagao de STC1. A barra em cinza claro indica a regido do linker derivada
da clonagem. (B) Fendtipo das coldnias submetidas ao teste de 3-galactosidase em leveduras da cepa L40
co-transformadas com constru¢des do vetor pPBTM116 expressando as iscas fusionadas ao LexA (indicadas
no lado direito) e com presas fusionadas ao dominio de ativagdo Gal4 (indicado acima). (Santos MT, et
al.,2011).

A andlise dos parceiros de interagdao de Stanniocalcina-1, como mostrado, sugere
que esta proteina apesar de ser secretada para o meio extracelular, também possui
implicagdes intracelulares, visto que interage com proteinas de praticamente todos os
compartimentos celulares, o que reforca a idéia de ser uma proteina multifuncional.

Ainda nao é muito bem compreendido como STC1 age dentro da célula humana.
Por conter um peptideo sinal, a idéia mais aceita na literatura (que ainda nao foi
demonstrada experimentalmente), € que, assim que produzida dentro da célula, esta
proteina seja direcionada para vias de transporte vesiculares e secretada. Uma vez fora
da célula, ndo se sabe se de forma autdcrina ou paracrina, STC1 interage com receptores
de membrana que possibiltam a sua internalizagdo. Devido a essa evidéncia,
Stanniocalcina-1 humana foi classificada como uma intracrine, que sdo proteinas
sinalizadoras extracelulares, que possuem papéis e agdes intracelulares (Re RN, et al.,
2010).
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Nés também analisamos a sub-localizagao celular de Stanniocalcina-1, através de

microscopia de fluorescéncia comum e confocal conforme pode ser visto na figura 14.
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Figura 14. Stanniocalcina 1 localiza-se no citoplasma e em estruturas pontuais dentro do nucleo.
Microscopia de fluorescéncia sugere que STC1 se localiza preferencialmente no citoplasma e de forma
pontual no nucleo celular. A analise por microscopia confocal confirmou estas estruturas pontuais nucleares,
sugerindo, de acordo com as proteinas identificadas no sistema de duplo hibrido, que estes dots possam ser
corpusculos nucleares. Em ambas linhagens celulares observa-se o mesmo padrdo. (A) Células HEK293
(Human Embrinic Kidney 293) transfectadas com a construgdo STC1-GFP. (B) Linhagem celular de leucemia
K562 marcada para proteina STC1 enddgena. As setas (vermelhas em A e verdes em B) apontam para dots
nucleares que co-localizam com a regido nuclear marcada com DAPI. (Santos MT, et al., 2011).
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Essas imagens sugerem que STC1 realmente esta distribuida por toda célula e os
padroes de distribuicdo se repetem nas diferentes linhagens de células. Sejam células
HEK293 trasnfectadas com o plasmideo pEGFPN2-STC1, sejam células de linhagem
leucémica K562 com marcagao para STC1 enddégena, STC1 € sempre observada em
toda extensao do citoplasma, no nucleo e regido perinuclear. As imagens de microscopia
comum (n&o confocal — wide-field) sugerem também uma deposigdo na membrana. Isso
de certa forma confirma o que foi observado no ensaio de duplo hibrido em leveduras,
sugerindo que STC1 estabeleca interagdes por toda célula humana.

O dado mais interessante que estas imagens nos forneceu, foi a presenca de
STC1 dentro do nucleo de forma pontual. Tanto STC1-GFP quanto STC1 enddgena se
organizam em forma de dots nucleares (como apontado pelas setas na figura 14) e isso
despertou a nossa atencgao.

Existem diversos corpusculos nucleares, os nuclear bodies (NBs), que se
organizam de forma pontual dentro do nucleo celular. Um dos principais, sdo os PML-NBs
(ProMyelocytic Leukemia Nuclear Bodies), estruturas nucleares formadas por complexos
multiprotéicos, ativas e dindmicas que tem diversas implicagées com o cancer (também
chamados de PODs — PML Oncogenic Dots). Os componentes dos PML-NB atuam em
rotas vitais de processos como apoptose, regulacado da senescéncia celular e supressao
tumoral (Krieghoff-Henning E, et al., 2008).

Algumas das proteinas nucleares identificadas pelo ensaio de duplo hibrido, sdo
proteinas que fazem parte da constituicdo destes corpusculos pontuais nucleares, os
PML-NB, sugerindo que essa localizagdo dot-like de STC1 na regido nuclear possa ser
relacionada a estes corpusculos. Sao elas: SP100 (Zimber A, et al., 2004 - a segunda
proteina mais abundantes nos PML-NB), SAP18 (Zhang Y, et al., 1997) e SUMO1 (Shen
TH, et al., 2006 - talvez a proteina mais importante nestes corpusculos, uma vez que
regula a formacao e atividade destes NBs).

Em 2009, em um trabalho efetuado pelo nosso grupo, Trindade DM e
colaboradores publicaram predicbes de modificagbes pos-traducionais para STC1
humana e além de predi¢des para fosforilagdo, observaram um motivo de SUMOilagao na
sequéncia de STCA1.

A SUMOilagao é uma modificagdo pds traducional que consiste na conjulgagéo de
proteinas da familia SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifiers) em proteinas alvo, através
de um ciclo muito semelhante ao ciclo de ubiquitinacao (Figura 15). A familia de proteinas
SUMO possui 4 membros, representadas por SUMO1, SUMO2, SUMO3 e, mais
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recentemente, SUMO4, todas proteinas muito semelhantes e de cerca de 11 kDa. A
ligacdo de SUMO a proteina alvo ndo € aleatdria e ocorre em residuos de lisina (K)
contido em um motivo bem estabelecido: W K X D/E (onde W pode ser qualquer residuo
alifatico, K é a lisina onde ocorre a ligagdo covalente de SUMO com a proteina alvo, X
pode ser qualquer aminoacido e D/E representa que a ultima posi¢cao do motivo pode ser
ocupada ou por aspartato ou por glutamato) . A SUMOilagéo regula diversos processos
celulares, incluindo transcricao, replicacdo, segregacao cromossdémica, reparo de DNA,
transito nucleo-citoplasma, dentre outros. Portanto, uma proteina que sofre SUMOilagao,
pode adquirir ou desabilitar fungbes, alterar sua localizagdo celular ou iniciar/cessar

interagcdes proteina-proteina, por exemplo (Gareau JR, et al., 2010).
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Figura 15. O ciclo de SUMOilacdo. A proteina SUMO é processada em sua regido Cterminal (seta
vermelha) e entdo ativada. Posteriormente esta proteina SUMO se liga a Enzima de Ativagao, conhecida
como enzima E1 (sempre representada pelo dimero AOS1/UBA2) através de ligagdo thioester (S) em uma
reagdo dependente de ATP. Em seguida, esta proteina SUMO ¢é transferida a Enzima de Conjulgagao,
conhecida como enzima E2 (também sempre representada por UBC9), também através de ligagao thioester
(S). A enzima E2 é capaz entdo de SUMOQilar a proteina alvo, transferindo a proteina SUMO para o residuo de
lisina correspondente. Este passo de trasnferéncia de SUMO por parte da enzima E2 para proteina alvo, pode
ser regulado (ou nao), por proteinas conhecidas como E3 ligases. As chamadas SUMO E3 ligases, séo
proteinas que podem estimular ou diminuir o grau de SUMOilagéo das proteinas alvo, tendo papel regulatério.
Diversas sdo as SUMO E3 ligase, sendo as mais bem estudadas RanBP2 e PIAS. Um proteina SUMOilada
pode ser deSUMOilada, através da catalise por proteinas da familia da isopeptidases SENP, que clivam
SUMO da proteina alvo. Esta molécula de SUMO removida de uma proteina alvo, pode ser reaproveitada em
um novo ciclo de SUMOilagéo. Adaptado de www.biochem.mpg.de/jentsch/
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Visto que SUMO1 foi uma das proteinas que interagiram com STC1 no ensaio de
duplo hibrido, que esta interagao foi confirmada por GST pull down, que STC1 se deposita
no nucleo em dots que aparentam ser PML-NB (classificados como corpusculos que
funcionam como hotspots para ocorréncia de SUMOilagdo no nucleo - Van Damme E, et
al., 2010) e que STC1 possui um sitio predito para ser SUMOilada com score de 79%
(Trindade DM, et al., 2009), nés investimos no estudo mais detalhado sobre a interacédo
entre estas duas proteinas.

O primeiro passo foi comparar o motivo de SUMOilagdo de STC1 com o motivo e
0 score de outras proteinas sabidamente SUMOiladas. N6s observamos que outras
proteinas com motivos e scores muito parecidos com o de STC1 foram descritas na
literatura como proteinas realmente SUMOiladas (figura 17 A). Desta forma nods
especulamos que STC1 ndo apenas interagiria com SUMO1, mas também seria uma
proteina alvo de SUMOilagao por SUMO1.

Como proteinas SUMOiladas podem adquirir novas funcgdes, atividades ou
parceiros de interacéo (Kroetz MB, et al., 2009), nés estudamos a conservagdo do motivo
de SUMOilagao predito para STC1 (AKgFD — lisina posicao 83) em diferentes ortélogos
de 24 diferentes espécies (Figura 16).

ANALYSED SEQUENCE AT
SPECIES POSITION 83

» Haliotis diversicolor DTFN  GASTROPODA

Branchiostoma floridae N_&SF CEPHALOCHORDATA
*Ciona intestinalis SNFN__ TUNICATE
»Oncorhynchus keta ATFN
Oncorhynchus mykiss ~ ATFN

Catostomus commersonii AIFN

Danio rerio AVFN
. 'Platichthys flesus ATFN | BONY
o, . Platichthys olivaceus ATFN | FISHES
“Psefta maxima ATFN
B Takifugu rubripes ATFN
= Tetraodon nigroviridis ATFN
e Micropterus dolomieu ATFN _|
* Xenopus lagvis AKFD™

>Monodelphis domestica ~ AKFD
= Ornithorhynchus anatinus AKFD

s Gallus gallus AKFD
sEquus caballus AKFD
* _ =Sus scrofa AKFD ~TETRAPODA

? *Bos taurus AKFD

*Mus musculus AKFD

*Rafius norvegicus AKFD

*Home sapiens (input) AKFD

-Macaca mulatta AKFD |

Figura 16. Analise da conservacao do motivo de SUMOilacdo ao redor da lisina 83 da proteina
Stanniocalcina-1 de 24 diferentes espécies. A sequéncia de Homo sapiens foi usada como input no banco
de dados PSI-BLAST. Apds 5 subsequentes submissdes, excluindo sequéncias hipotéticas, sintéticas e
algumas preditas, estas 24 espécies foram usadas para o alinhamento usando a plataforma COBALT (NCBI).
O programa COBALT contruiu uma arvore filogenética usando o método de minima distancia rapida, com uma
diferenga maxima de sequéncia de 0,85 e o parametro de distancia de Kimura (proteina). As 24 sequéncias
foram analisadas na posi¢cdo 83, na busca de se identificar motivos de SUMOilagao conservados. Nos
identificamos que o motivo de SUMOilag&o apareceu nos tetrapodes. (Santos MT, et al., 2011)
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Ao analisarmos esta arvore filogenética, nds observamos que o motivo de
SUMOQilagéo nao ocorre antes do grupo dos tetrapodos, mas é 100% conservado dentro
deste grupo. Esse resultado é muito bem correlacionado ao fato de que, no grupo dos
peixes 6sseos, onde nao ocorre o motivo, o Unico processo celular a que STC1 foi
relacionada até hoje é estritamente e apenas a homeostase de calcio e fosfato (Wagner
GF, et al., 2006). Por outro lado, nos tetrapodos, especialmente nos mamiferos, parece
ter havido um ganho de funcdes extras de STC1, uma vez que STC1 tem sido relatada
participando em diversos novos processos celulares que incluem a lactagao, a hipdxia, a
angiogénese e o controle do crescimento 0sseo e nenhum efeito significante sobre a
homeostase mineral tem sido relatado em mamiferos (Tremblay G, et al., 2009 ; Basini G,
et al., 2010; Johnston J, et al., 2010). Este dado também reforgou a hipétese de que STCA1
humana pudesse ser uma proteina SUMOilada.

Desta forma, nds tentamos identificar se STC1 humana é um alvo de SUMOilacéo,
tanto através de co-imunopreciptacao da proteina STC1 endégena de células HEK293,
como por ensaios de SUMOilagao in vitro.

Como pode ser observado na figura 17B e C, nés nao fomos capazes de detectar
nenhuma ligacdo de SUMO1 a proteina STC1-HT (em um western blot, € esperado um
shift da proteina alvo, ja que esta agora possui SUMO1 ligada covalentemente a sua
estrutura), mostrando que STC1 ndo é uma proteina SUMOilada. Entretanto, como STC1
e SUMO1 interagem, nds testamos se esta interagdo nao teria relevancia, portanto, no
ciclo de SUMOilagao de outras proteinas. Para tanto, realizamos ensaios de SUMOilagao
in vitro, utilizando duas outras proteinas sabidamente SUMOiladas, e que até onde
sabemos, nao interagem com STCA1.

Interessantemente ndés observamos que a presenga de STC1 na reagdao de
SUMOilagao, elevou de forma significativa a SUMOilagdo das duas proteinas testadas
(Ki-1/57-GST e RanGAP1-GST) e nao da proteina controle (GST). Este ensaio mostra
que STC1 agiu como uma SUMO E3 ligase.
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Figura 17. Stanniocalcina-1 humana nao é uma proteina SUMOilada, mas age como uma SUMO E3
Ligase. (A) Anadlise bioinformatica da proteina humana STC1 com o programa SUMOpIotTNI da Abgent
(www.abgent.com/doc/SUMOplot) . O motivo consenso W K X D/E é usado pelo programa para analisar as
sequéncias. O programa retornou 0s scores mostrados para as diferentes sequéncias submetidas. As
sequéncias com (*) foram experimentalmente identificadas como SUMOiladas: PML e Sin3A (Yang SH, et al.,
2006), Cdc3 e Fak (Xue Y, et al.,2006). O score de STC1 é classificado como de motivo com alta
probabilidade (0,79). (B) Ensaio de SUMOQilagao in vitro. A proteina recombinante STC1-HT de baculovirus foi
submetida a reacdo de SUMOilagdo através de um kit da BIOMOL. Como controle positivo, utilizou-se a
proteina RanGAP1. Os controles negativos, sdo a mesma reagdo, sem a adicdo de ATP. O ensaio de
SUMOilagao in vitro ndo detectou SUMOIlagéo para STC1-HT. (C) Células HEK293 foram usadas para ensaio
de co-imunuprecipitagdo. O ensaio ndo conseguiu identificar SUMOilacdo da proteina STC1 enddgena, mas
por outro lado confirmou a interagdo entre ambas proteinas. O lisado total foi utilizado na corrida dos géis e
analisado por western blot, mas nao pode-se identificar nem STC1 nem SUMO1. Isso ocorreu provavelmente
devido ao fato de que niao ha proteina suficiente na canaleta do lisado, comparado a canelata da co-IP, onde
toda proteina ligada ao anticorpo foi concentrada em apenas um local. (D) Atividade SUMO E3 ligase de
STCA1. Os ensaios de SUMOilacao in vitro foram realizados com duas diferentes proteinas, com a presenca ou
auséncia de STC1-HT. As reagdes que continham STC1-HT tiveram aumento significativo da SUMOilagéo da
proteina alvo (WB anti-SUMO1), mostrando que STC1 apresentou atividade E3 Ligase. A proteina GST foi
usada como controle negativo e os western blots anti-GST e anti Ki-1/57 mostram que as mesmas
quantidades de proteinas foram colocadas nos géis. (Santos MT, et al., 2011).
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Apos ter sido identificada a atividade de SUMO E3 ligase de STC1 para Ki-1/57 e
RanGAP-1 in vitro, decidimos avaliar o efeito desta atividade para SP100-GST (uma das
proteinas identificadas e confirmadas no duplo hibrido, sabidamente SUMOilada -
Sternsdorf T, et al., 1999), e usada até mesmo como controle positivo em reacdes de
SUMOilagao in vitro. Interessantemente, ao contrario do que foi observado para Ki-1/57 e
para RanGAP-1, STC1-HT diminuiu a SUMOilagdo de SP100-GST de forma dependente

da concentracao que foi utilizada (Figura 18).
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Figura 18. Ensaio de SUMOilacao in vitro e atividade E3 ligase de STC1. Diferentes concentracdes de
STC1-HT foram adicionadas as reagdées de SUMOilagéo (0,2,4 € 8 pmol) de SP100-GST (241-360). O ensaio
sugere que, no caso de proteinas SUMOiladas, que também interajam com STC1, a proteina STC1 diminui a
SUMOilagao destas proteinas de forma dose-dependente, reforgando assim a idéia sobre o papel de STC1
nas vias e ciclo de SUMOilagéo.

Observa-se que quanto mais STC1-HT foi adicionado a reag&do, menor € o sinal de
SP100-GST-SUMO1 e maior € o sinal que corresponde a SUMO1 livre, ndo conjugado.
Esse resultado levanta duas hipoteses: (i) Como STC1 interage com SUMO1 e com
SP100, possivelmente pode estar havendo uma competicdo e um sequestro de SUMO1
por parte de STC1, impedindo que SUMO1 se ligue a SP100; (ii) STC1, por se ligar a
SP100, pode estar impendindo que SUMO1 se ligue a SP100, bloqueado o sitio de

SUMOilagéo. De uma forma ou de outra é interessante observar que a atividade E3 ligase
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de STC1 ocorre em proteinas que, até onde se sabe, ndo tenham interacao direta (Ki-1/57
e RanGAP1) de forma a aumentar o nivel de SUMOilagéo; e em proteinas que interajam
com STC1, de forma a diminuir o grau de SUMOilagcdo. Porém, de ambas as formas,
aumentando ou diminuido a SUMOilagdo, este resultado refor¢a a sugestdo de que STC1
regula e participa do ciclo de SUMOQilagao e exibe atividade E3 ligase.

As demais interagdes encontradas no ensaio de duplo-hibrido em levedura, néo
foram estudadas de forma tdo aprofundada quanto a interagcado entre STC1 e SUMO1,
entretando nos préximos paragrafos, serdo discutidas possiveis implicagdes que possam
haver entre STC1 e os demais parceiros de interacao, com base na literatura disponivel.
Para que essas idéias e hipoteses fiqguem mais bem organizadas, a divisdo que agrupa as
proteinas identificadas em diferentes compartimentos celulares sera utilizada na forma de

sub-itens:

- Proteinas Nucleares

O nucleo interfasico € uma organela altamente compartimentalizada, na qual os
cromossomos ocupam territorios discretos e varias proteinas reguladoras estao presentes
em corpusculos nucleares especificos (NBs) e/ou estdo difusamente distribuidos em todo
0 nucleoplasma (Kumaran RI, et al., 2008). As lamininas, que pertencem a familia das
proteinas de filamentos intermediarios, sdo os principais componentes de uma rede
filamentosa subjacente &8 membrana nuclear interna, denominada lamina nuclear. Entre os
papéis atribuidos as lamininas estdo a manutencao da integridade do envelope nuclear,
oferta de sitios de ancoragem da cromatina e a determinacdo da arquitetura nuclear
interfasica. Parceira de interagdo de STC1, Lamina A/C (codificada pelo gene LMNA)
parece ter um papel na organizagéo espacial dos speackles, um dos tipos de NBs, onde
parece organizar fatores de splicing de RNA e transcricdo via RNA polimerase |
(Kuraman R, et al., 2002; Sylvius N, et al., 2005; Sylvius N, et al., 2008).

Outro parceiro de interagdo de STC1, FUS, também conhecido como TLS, é um
membro da familia FET de proteinas de ligagdo ao RNA, que também inclui as proteinas
EWS e TAF15, que sédo encontradas tanto no nucleo, como no citoplasma e que transitam
entre esses locais. Proteinas FET s&o direcionadas para granulos de estresse induzido
por choque térmico e estresse oxidativo. FUS requer seu dominio de ligagédo ao RNA para
ocorrer esta translocagéo aos granulos de estresse (Andersson MK, et al., 2008). Além
disso, a ribonucleoproteina nuclear pequena (snRNP — small nuclear ribonucleoproteins)

associada de 69 kDa (69 KD), uma proteina que exibe semelhanga estrutural com os
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membros da familia FET (TLS e EWS, de 95% e 65% de identidade, respectivamente),
mostrou-se presente em speackles nucleares (Hackl W, et al., 1996). Curiosamente, FUS
foi uma das proteinas mais vezes identificadas em nosso screaning para STC1 por ensaio
de duplo hibrido em levedura. O mais interessante é que as STCs foram anteriormente
relacionadas a hipoxia (Yeung HY, et al., 2005) e estresse oxidativo (Ito D, et al., 2004),
assim € provavel que poderiam ser encontrada juntas, em granulos de estresse, com
FUS e LMNA. A proteina FUS/TLS tem sido descrita nao apenas no transito entre nucleo-
citoplasma, mas também como uma SUMO E3 ligase para Ebp1, uma proteina
supressora tumoral (Oh SM, et al., 2010). Uma vez que estabelece interacdo com STC1,
FUS pode estar envolvida no shuttling de STC1 e ambas podem estar atuando juntas na
regulacdo da SUMOilagao de outras proteinas, agindo como E3 ligases.

O fato de que STC1 pode aumentar a SUMOilagao de Ki-1/57 talvez esteja ligada
ao complexo em que se encontra a proteina OTUB1, um complexo de proteinas composto
por FUS/TLS, CHOP e RACK1 (Edelmann MJ, et al, 2009). RACK1 e Ki-1/57 foram
descritas previamente como parceiras de interagéo (Nery FC, et al., 2004). Apesar de nao
haverem SUMO E3 ligases descritas co-localizando com as laminas nucleares, existem
duas Ubiquitina E3 ligases, a Ret Finger Protein (Gillot I, et al., 2009) e a RNF13 (Bocock
JP, et al., 2010) que foram assim descritas. Visto que a SUMOilacao e a Ubiquitinagao
sdo processos com ciclos muito semelhantes, sugerimos que provavelmente a atividade
SUMO E3 ligase de STC1 possa ocorrer também na regido das lamininas. De fato, todas
as imagens de microscopia confocal (STC1 enddgena ou transfectada) mostram uma
caracteristica de deposicao de STC1 perinuclear.

Outro sub-dominios nucleares sdo os PML-NBs, que recrutam e acumulam
localmente um grande numero de proteinas, muitas delas reguladores chave de varios
processos, incluindo splicing e transcricdo. A proteina PML esta presente tanto no
nucleoplasma quanto nos NBs, que também estdo associados a matriz nuclear
(Takahashi Y, et al., 2004), e desempenha um papel na organizagao desses PML-NBs,
direcionando proteinas, tais como SP100 (parceiro de interagdo de STC1), CBP, ou Daxx
para esses dominios (Lallemand-Breitenbach V, et al., 2001). O processo de SUMOilagao
foi proposto pela primeira vez como condigéo para levar PML aos NBs, comportando-se
como um sinal de direcionamento aos NB, mas, recentemente, a SUMOilagao ndo é mais
vista desta forma e sim como uma consequéncia da localizagdo das proteinas nos NBs,
embora o significado funcional da presenga de tantas proteinas SUMOiladas nos NBs

continua a ser obscuro. (Lallemand-Breitenbach V et al.,, 2001; Takahashi Y, et al., 2004).
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Curiosamente, o parceiro de STC1, ZBTB16, embora descartado durante nossos
experimentos de mapeamento como um possivel falso positivo, também tem sido descrito
como um componente de PML-NBs (Dhordain P, et al., 2000).

A maioria das proteinas de PML-NBs sao residentes transientes e sdo recrutadas
ou liberadas apods diferentes sinais de estresse celular. Um exemplo é a proteina p53, que
durante diferentes tipos de estresses é estabilizada e ativada nos PML-NBs e, em
seguida, pode induzir a transcricdo de genes alvo levando a célula a senescéncia, parada
de ciclo ou apoptose (de Stanchina E, et al., 2004; Krieghoff-Henning E, et al., 2008).
Outro elo de ligacéo entre STC1 e os PML-NBs é a observagao de que durante a morte
celular gerada por estresse oxidativo induzido por iodoacetamida, p53 € estabilizada e
acetilada, resultando no aumento da expressao do gene STC1 (Lai KP, et al., 2007).

Da mesma forma, a exposicdo de células a altas concentragcbes de metais
pesados afeta as proteinas SP100 e PML alterando seu nimero e distribuicdo dentro da
célula (Zimber A, et al, 2004). A reposi¢cdao dindmica de PML e SP100 nos NBs é
modulada pela SUMOilacao (Weidtkamp-Peters S, et al., 2008) e estudos hipotetizam que
os PML-NBs seja hotspots de SUMOilacao (Van Damme E, et al., 2010).

Outra proteina que interagiu com STC1, SAP18 (Sin3 associated protein 18 kDa),
vem sendo mostrada por atuar em um papel chave do recrutamento gene-especifico de
complexos HDAC por uma série de fatores de transcrigdo. Atua como um modulo de
adaptagao de ligagdo proteina-proteina, ligando o complexo Sin3-HDAC a fatores de
transcricdo (McCallum SA, et al., 2006). A transcricdo de STC1 ja foi descrita por ocorrer
sob a regulacdo de HDAC3 em células de cancer de mama. Quando os receptores de
progesterona (PR), que se ligam na regidao promotora de STC1, sdo SUMOilados, HDAC3
€ capaz de se ligar ao PR e inibir a transcricao. Alternativamente, quando os PR sao
fosforilados, SUMO1 nao pode se ligar aos PR, permitindo HDAC3 promover a transcrigéo
de STC1 (Daniel AR, et al., 2009). Recentemente HDAC7 foi mostrada por agir como
uma SUMO E3 ligase, promovendo a SUMOilagdo de PML, desempenhando um papel
importante na regulagao da formagao dos PML-NB (Gao C, et al., 2008 ; Gao C, et al.,
2008Db).

O fato de STC1 interagir com seus parceiros predominantemente pela sua regido
amino-terminal (Figura 13B) possivelmente tem implicagdes estruturais interessantes. Em
estudos prévios de SAXS (Trindade DM, et al., 2009), nosso grupo havia postulado que
STC1 possivelmente forma um homodimero anti-paralelo mediado pela regido carboxi-

terminal, deixando de forma exposta as regides Nterminal, que dessa forma ficam
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disponiveis para estabelecer interacbes com seus parceiros. Talvez, essa disposi¢cao
estrutural seja crucial para que STC1 atue como uma SUMO E3 ligase, uma vez que
permite que STC1 se ligue de um lado do dimero a SUMO1 e do outro, simultaneamente,
com a proteina alvo de SUMOilacdo. Nos casos em que STC1 regula a SUMOQilagdo, mas
ndo interage com a proteina alvo, ambas extremidades do dimero podem trazer a
proteina SUMO1, o que poderia explicar a aumento da SUMOilacao nestes casos (Ki-1/57
e RanGAP1).

E amplamente aceito que a SUMOilacdo &€ um processo necessario para a
formacdo dos PML-NBs. Portanto, a atividade SUMO E3 ligase de STC1 nesses
corpusculos € relevante, visto suas interagbes com varias proteinas importantes

associados aos PML-NB que podem ser alvos de SUMOilagao.
- Proteinas de reticulo endoplasmatico

Entre as quatro proteinas de reticulo endoplasmaticos (RE) identificadas
interagindo com STC1, duas estao relacionados com resposta a proteinas desenoveladas
(UPR - Unfolded Protein Response) tal qual ocorre com o paralogo STC2 (Sharma NK, et
al., 2008). A primeira € o transdutor de UPR, ERN1 e a segunda ¢ TMEM132a, que
também foi renomeada para HSPA5-binding protein (HSPA5BP) por sua alta homologia
ao seu ortélogo em ratos (Oh-Hashi K, et al., 2003). A UPR é ativada por uma variedade
de eventos que perturbam o enovelamento de proteinas no lumen do RE, evitando
acumulo de proteinas desenoveladas no lumen desta organela. Entre estes eventos estao
as alteragdes do calcio intralumenal e da glicosilagéo, privacdo de nutrientes, a infec¢ao
de patégenos, expressdo de proteinas com dobramento defeituosas e alteragbes no
estado redox (Malhotra JD, et al., 2007). A UPR em mamiferos mostrou ser ativada por
trés proteinas sinalizadoras interconectadas: o fator ativador de transcricao 6 (ATF6),
IRE1 (também conhecida como ERN1), e a quinase PERK (PRK Endoplasmatic
Reticulum Kinase). Cada uma dessas proteinas estédo localizadas na membrana do RE,
ligadas a proteinas reguladas por glicose de 78kDa (Grp78, também conhecidos como
BIP ou HSPA5), uma chaperona soluvel RE-residente que apds condigbes de estresse no
RE, é liberada do trio de transdutores da UPR (Gass JN, et al., 2008).

O mais interessante € que o outro membro da outra familia de proteinas STC,
STC2, tem demonstrado ser induzido por agentes de estresse oxidativo no RE, e seu

knockdown mostrou elevar a morte celular em células N2A, tratadas com tapsigardina.
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Tapsigargina é um inibidor de SERCA (Sarco/ Endoplasmatic Reticulum Ca** ATPase) via
UPR (Hackl W, et al.,, 1996). ERN1 tem sido estudada por participar na relagdo entre
estresse de RE e angiogénese na placenta durante a gravidez em mamiferos (lwawaki T,
et al., 2009). A localizagdo nuclear de stanniocalcina-1 durante a gravidez e lactacao,
juntamente com o seu papel na angiogénese foi relatada anteriormente, enfatizando as
conexodes funcionais entre STC1 e ERN1 (Hasilo CP, et al., 2005).

As outras duas proteinas de RE recuperadas apds o screening utilizando STC1
como isca, sao a proteina do reticulo sarcoplasmatico juncional-1 (JSRP1) e a proteina
FLJ20254 (recentemente nomeada TMEM214), de funcdo desconhecida. JSRP1
desempenha um papel modulador no turnover de calcio no musculo, como mostrado por
sua interacdo com ambos os sensores de voltagem de receptores di-hidropiridinicos
(DHPR) dentro do lumen do reticulo sarcoplasmatico, onde se liga a calciosequestrina
que por sua vez esta ligada a receptores da familia Rianodina (canais de calcio de
liberacao do reticulo - Gouadon E, et al., 2006; Rios W, 2006). A STC de peixes 0sseos
tem sido bem caracterizada por desempenhar fungdes na homeostase do calcio e fosfato
(Olsen SH, et al., 1996; Wagner GF, et al.,, 1997; Madsen KL, et al., 1998). Evidéncias
crescentes tém mostrado que a STC1 humana também pode ter um papel de estresse
relacionado a sobrecarga de calcio (Sheikh-Hamad D, et al., 2000; Sheikh-Hamad D, et
al., 2003; Koizumi K, et al., 2007). Portanto, € uma possibilidade plausivel que STC1 pode
interagir e participar de vias que JSRP1 participe.

- Proteinas mitocondriais

Stanniocalcina-1 foi previamente encontrada dentro da matriz mitocondrial,
exercendo um efeito estimulatério de forma dose-dependente na oxidacao por NADH
(McCudden CR, et al., 2002). Este efeito mostrou ser atenuado apds ocupagao do
cassete de ligagdo a ATP de STC1 por nucleotideos purinicos, tais como ATP e GTP
(Ellard JP, et al., 2007). O efeito de STC1 sobre a cadeia de transporte de elétrons pode
ser mediada através de sua ligagao com sua proteina MTND1 (Tabela 4), possivelmente
aumentando a sua atividade. De fato, receptores de alta afinidade para STC1ja

foram observados na membrana interna de mitocondrias (McCudden CR, et al., 2002).
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- Proteinas citoplasmaticas

O parceiro de interagdo MAPK14 (Mitogen-Activated Protein Kinase 14) é uma
quinase chave que passa a ser ativa sob estresse ambiental e por citocinas pro-
inflamatérias, fosforilando diversos fatores de transcricao e varias quinases downstream.
Outras proteinas quinases ativadas por mitdégenos sao as ERKs 1 e 2 (Extracellular signal
Regulated Kinase) que sao parte de uma cascata classica de quinases de mitdgenos,
regulando a proliferacao, diferenciacdo e progressdo do ciclo celular (Roux PP, et al.,
2004). Existe um trabalho que propde que a expressdo de STC1 induzida por VEFG-A
seja mediada primeiramente por vias envolvendo PKC, ERK e sinalizacdo de calcio.
(Holmes DI, et al.,, 2008). Uma vez que MAPK14 interage com STC1 nds especulamos
que STC1 pode agir de forma modulatéria, inibindo essa via de sinalizacdo regulada por

estresse de MAPK14, ao se ligar a ela.
- Proteinas secretadas e de células vermelhas do sangue.

A segunda proteina mais vezes identificada no sistema de duplo hibrido de STC1
foi HBA1/2, que codifica para as duas cadeias beta da proteina hemoglobina. A
dificuldade de se identificar a proteina STC1 no soro, foi discutida no trabalho de James e
colaboradores (2005), que demonstraram a ligagdo de STC1 em células vermelhas do
sangue. Isto sugere que a inabilidade de detec¢ao no soro seja devido ao sequestro pelas
células vermelhas do sangue, que pode ocorrer devido a um provavel mecanismo de
delivery, estocagem ou remogao de STC1 da circulacdo saguinea, e HBA1/2 poderia
servir justamente como o sitio de ligagdo para STC1. Muito recentemente, foi publicado
um artigo que sugere a ligagédo de STC1 a grupos heme e hemina através da cisteina 114,
coordenado por ions Fe?* (Westberg JA, et al., 2011), o que corrobora nossos dados.

Relaciona-se também, a proteina ALAS2 (5-Aminolevulinate synthase 2), que
também foi identificada com parceiro de interagdo de STC1 em nosso screening. Esta
proteina € uma das duas isozimas que cataliza o primeiro passe da via de biosintese de
heme e no caso de ALAS2, que é expressa exclusivamente em células eritroides, é
responsavel pela sintese de heme especificamente direcionada para hemoglobina (Abu-
Farha M, et al., 2005). Interessantemente, a transcricao de ALAS2 ¢ induzida por hipdxia

de forma dependente de HIF-1, visando elevar os niveis de heme (Hofer T, et al., 2003).
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- Proteinas de membrana

A Aminopeptidase N (ANPEP, CD13) € uma proteina de ampla especificidade que
possui implicagbes na digestdo final de peptideos gerados a partir da hidrdlise de
proteinas por proteases gastricas e pancreaticas. Serve como um receptor do conavirus
humano e de infec¢des por citomegalovirus, assim como para peptideos de tumores
(mais especificamente para peptideos NGR — Nerve Growth Factors). Adicionalmente,
ANPEP parece ser um importante regulador da morfogénese endotelial, durante a
angiogénesis. (Pasqualini R, et al.,2000; Bragwat SV, et al., 2001).

CMTM3 (Chemokine-like MARVEL Transembrane containing Motif 3) pertence a
uma nova familia de proteinas que atuam em importantes processos no sistema imune e
tem participagdo na tumorigénese. Identificada por nés como parceiro de interagdo de
STC1, CMTMS ¢é altamente expresso em testiculos, leucdcitos e placenta. (Zhong J, et al.,
2006; Wang Y, et al., 2008).

FNDC4 (fibronectin domain containin protein 4) € uma proteina que é fortemente
expressa em cérebro e figado e contém dominios fibronectina tipo Ill (FN3) e Arg-Gly-Asp
(RGD). E uma proteina de membrana que sugere-se que sirva como molécula de ades&o
celular ou como receptor de um ligante ainda ndo identificado (Teufel A, et al., 2002).

Levando em consideragdo que até hoje nenhum receptor de membrana foi
bioquimicamente caraterizado e identificado para STC1 na superficie celular, estas
proteinas sdo candidatos interessantes que poderiam ser testados, porém ha de se
considerar que o ensaio de duplo-hibrido em leveduras, identifica presas intracelulares e a
interacdo de STC1 com a regiao extracelular destas proteinas, ainda precisa ser testada,

apesar da interacdo com a porc¢ao intracelular ter sido aqui identificada.
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3.2.2 — Isolamento e identificacao do receptor de Stanniocalcina-1 humana

De acordo com o que foi apresentado na sec¢ao introdutéria (item 1.5), diversas
sdo as evidéncias da existéncia de receptores de alta afinidade para proteina
Stanniocalcina-1. Entretanto, nenhum trabalho até hoje identificou bioquimicamente qual &
a molécula responsavel por interagir com STC1 na superficie da célula, e a auséncia
desta informagdo, dificulta avangos significativos nos estudos sobre as diversas
implicagdes e vias de atuagao propostas para STCA1.

Foi com o propésito de solucionar este entrave, que nosso grupo estabeleceu uma
nova colaboragao cientifica com o grupo do Dr. Hinrich P Hansen, da Univerisidade
Clinica de Colénia (Alemanha). O Dr. Hansen lidera um grupo de pesquisa que estuda
diversos receptores de membrana e possui grande experiéncia com biologia molecular de
proteinas de superficie. Foi durante um estagio de doutorado-sanduiche com 3 meses de
duragcdo em seu laboratorio, que realizamos experimentos visando o isolamento do
receptor de STC1.

O passo inicial foi identificar uma boa linhagem celular que apresente marcagao na
supercie celular para STC1, pra que esta linhagem seja usada como alvo para o
isolamento do receptor. Foram testadas algumas linhagens celulares disponiveis em
cultura no laboratério: K562 (linhagem celular de leucemia mieldide aguda humana), L540
(linhagem celular derivada de linfoma de Hodgkin humano) e Karpas (linhagem celular de
células B de linfoma n&o-Hodking humano). Estas células foram cultivadas e incubadas
com a proteina STC1-HT produzida em baculovirus. Como controle, utilizamos células
que foram incubadas apenas com o veiculo (PBS). Apds alguns passos de lavagem, as
células foram marcadas com anticorpo anti-His (ou com o isotipo da cadeia de IgG como
controle). Apds a incubagdo com o anticorpo secundario conjugado com PE (Phicoeritrin)
a aquisicao da intensidade de fluorescéncia foi analisada por citometria de fluxo, através
de um aparelho de FACS (Fluorescence-activated cell sorting). Os dados sao

apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Escolha da linhagem celular que apresenta melhor ligagdao de STC1 a superficie da célula. Os
numeros sao expressos em % de células positivas para PE (PE+) ou negativas (PE -). Como pode ser
observado em vermelho, a linhagem K562 foi a que melhor respondeu a incubagado com STC1-HT.

IgG Isotype mouse mouse Anti-HIS

Vehicle only + goat @mouse-PE | + goat @mouse-PE

PE+ (%) | PE-(%) | PE+ (%) | PE- (%) | PE+ (%) | PE- (%)
L540 0,88 99,12 3,25 96,75 12,86 87,14

Karpas 0,89 99,11 0,40 99,60 1,27 98,73
K562 0,78 99,22 43,48 56,52 75,98 24,02
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Como pode ser observado na tabela 5, a linhagem celular leucémica K562 foi a
que apresentou melhor sinal de células positivas, onde cerca de 76% das células
apresentaram marcacao, indicando a presenga de STC1 ligada a membrana plasmatica.
Apesar do controle utilizando o isotipo IgG do anticorpo ter apresentado também uma
elevada marcagao positiva consideramos que que existe uma diferenga significativa (de
43% para 76%) e decidimos utilizar a linhagem K562, como alvo para o isolamento do
receptor de STCA1.

A estratégia de isolamento e identificagdo do receptor de STC1 foi desenhada da
seguinte forma: As células K562 sao incubadas com a proteina recombinante STC1-HT
produzida em células de inseto para permitir a ligacdo de STC1 ao receptor. Apds o
periodo de incubacéao, varios passos de lavagem sao feitos visando eliminar interagdes
inespecificas. Para garantir e fixar a interacdo de STC1 ao seu receptor utiliza-se um
crossllinker bivalente, que torna a interacdo STC1-receptor fixa, através de ligagao
covalente. Este complexo entao é preciptado e identificado por espectrometria de massas.

Apo6s termos estudado e testados diferentes crosslinkers para fixar a interagao,
nés optamos por utilizar o crosslinker chamado Sulfo-SBED trifuncional (figura 19). O
modo de acao deste crosslinker é bem elegante, uma vez que ele permite que a proteina
isca (no caso STC1-HT) “transfira” uma molécula de biotina para a proteina presa
desconhecida (receptor), possibilitando o isolamento da proteina presa através da
interagcdo de altissima afinidade e especificidade entre a biotina e a estreptavidina,
conjulgada em beads magnéticas (figura 20).
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Figura 19. Estrutura do crosslinker Sulfo-SBED trifuncinal. O grupo “amine reactive” reage com a proteina
isca (STC1) que entdo é incubada com as células. O radical “photoactivable” reage com a proteina presa
(receptor) apés exposicdo a luz UV. Entre ambos, existe uma ponte dissulfeto clivavel e uma molécula de
biotina. O spacer arm do crosslinker é de 24,7 angstrons. Adaptado de www.pierce.com
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Figura 20. Modo de agao do crosslinker Sulfo-SBED trifuncional. O primeiro passo é conjulgar a proteina
isca (No caso representada por Protein 1) ao crosslinker. Essa conjulgagao ocorre entre o radical sSNHS do
crosslinker e radicais amina NH3 da proteina isca, em uma reagdo no escuro em pH 7.2. Em seguida a
proteina isca (protein 1) é incubada com as células, permitindo que STC1 interaja com o receptor
desconhecido (protein 2). Essa interag@o passa a ser fixa e covalente, quando exposta a luz UV, pois faz com
que o radical N3 foto-ativavel do crosslinker fique ativo e reaja com a proteina 2, principalmente em residuos
de lisina. Observe que na regido central do crosslinker existe uma molécula de biotina (B), e que entre essa
molécula de biotina e a proteina isca, existe uma ponte dissulfeto (S-S). Apdés as células terem sido
solubilizadas, o lisado total é entdo incubado com beads contendo estreptavidina, que ira se ligar ao complexo
formado por Proteina 1- S-S — biotina-Proteina 2 (STC1-S-S-biotina-Receptor) através da molécula de biotina.
Este complexo entdo é tratado com agentes redutores, que desfazem a ponte dissulfeto (S-S), permitindo que
a proteina 1 (STC1-HT) e a proteina 2 (receptor) migrem separadamente em um gel SDS-PAGE, mas
somente a proteina 2, que permanece ligada a molécula de biotina, pode ser identificada em um western blot
utilizando estreptavidina conjulgada com HRP. Dessa forma ouve uma “transferéncia” da molécula de biotina
de STCH1, para o receptor desconhecido. Adaptado de www.pierce.com

Esta estratégia possibilitou a identificagdo de uma banda diferencial, presente
apenas quando as células foram incubadas com STC1-SBED (STC1-HT conjulgada com
o crosslinker Sulfo-SBED) e ndo quando foram incubadas apenas com PBS, com STC1-
HT nao conjulgada ou com a proteina V2-GST-SBED (uma proteina nao relacionada,
também conjulgada com o crosslinker Sulfo-SBED), usados como controles negativos
(Figura 21).
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Figura 21. Isolamento do receptor de STC1 humana. (A) Western blot utilizando estreptavidina conjulgada
a HRP, para identificar proteinas ligadas a moléculas de biotina. A cabega de seta mostra uma banda
diferencial que é observada apenas na canaleta que corresponde a proteinas isoladas apés a incubagao das
células com STC1-HT conjulgada com o crosslinker (STC1-SBED). (B) Gel SDS-PAGE 10% corado com
Comassie blue, mostrando que as regides correspondentes as que contém a banda diferencial no western
blot, foram recortadas para ser feita a identificagdo por espectrometria de massas.

As regides correspondentes a banda diferencial identificada, foram recortadas de
gel SDS-PAGE corado com comassie blue, armazenadas em tubos secos a -20°C, e
trazidas de volta para o Brasil, para que o seu conteldo pudesse ser digerido e os
peptideos identificados através de espectrometria de massa, no LNBio.

Através da espectrometria de massas, foi possivel identificar peptideos que
correspondem a duas diferentes proteinas de membrana, candidatas a receptores de
STC1. Estes peptideos foram encontrados apenas na canaleta correspondente a STC1
SBED e nado nos demais controles negativos. Os dados sdo bastante promissores e
animadores mas, apesar de estarem dentro dos parametros de confiabilidade desta
técnica de protedmica, sao preliminares e precisam ser confirmados.

A confirmagéo da identificagdo do receptor de STC1 fornecera dados chave para

melhor compreenséo da sinalizagao e vias de atuacdo desta importante proteina.
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3.2.3 — Ainteracao entre Stanniocalcina-1 e NEK6

De acordo com o trabalho publicado pelo nosso grupo (Trindade DM, et al., 2009),
existem diversos residuos de serina e treonina preditos (pelo programa NetPhosK) como
provaveis sitio de fosforilagdo na sequéncia de STC1. Como introduzido no final do item
1.4 desta tese, sabe-se que STC1 é uma proteina fosforilada e propde-se que uma das
quinases responsaveis pela fosforilagdo seja PKC (Jellinek DA, et al., 2000).

Nés re-analisamos a sequéncia primaria da proteina Stanniocalcina-1 humana
através do programa PHOSIDA (Gnad F, et al., 2007), como ilustrado na figura 22. Este
programa, diferente dos demais, ndo € um preditor de residuos passiveis de serem
fosforilados, ¢ na verdade um enorme banco de dados que contém peptideos
identificados experimentalmente como sendo fosforilados, através de um estudo em larga
escala que analisou 8283 proteinas humanas. Portanto, ao realizar uma busca, a
plataforma procura por peptideos dentro da sequéncia protéica submetida, que sejam
idénticos aos peptideos fosforilados no banco de dados. O output retorna a informagao
que, dentro da sequéncia submetida, existem (ou n&o) peptideos que ja foram
experimentalmente identificados como alvos de fosforilagdo. Baseado no sitio/motivo ao
redor do residuo alvo de fosforilagdo, o programa prediz qual quinase pode ter sido

responsavel por fosforilar este aminoacido.
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Figura 22. Identificacdo de peptideos fosforilados em residuos de serinas na sequéncia de STC1
humana. Como mostrado no box vermelho, o PHOSIDA sugere que a fosforilagdo do residuo de serina 46,
seja feito pela quinase NEK6, baseado no motivo LXXS/T. Adaptado de www.phosida.de
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Noés observamos a presenca de varios peptideos fosforilados em residuos de
serina na sequéncia de Stanniocalcina-1, dentre eles, o que mais nos chamou atencéo foi
a predicdo de que a serina 46 pode ser fosforilada pela proteina NEK6.

A proteina NEKG, uma serina/treonina quinase, tem sido descrita como importante
reguladora da mitose. Integrante da familia protéica NIMA-related kinases, que possui 11
NEKSs, NEK®6, assim como NEK2, NEK7 e NEK9, esta intimamente ligada a progressao do
processo mitético, quando ela é ativada e o nivel protéico de NEK6 eleva-se
consideravelmente. Participa da organizagao dos microtubulos, e tem sido relacionada ao
processo carcinogénico e provavel alvo quimioterapico (O’regan L, et al., 2007). A familia
das proteinas NEK é amplamente estudada por diversos alunos do grupo do Dr. Jorg
Kobarg e NEK®6 foi alvo do trabalho de doutorado da Dra. Gabriela Vaz Meirelles, com
quem estabelecemos colaboracio para investigar a relagdo de STC1 com NEKG6.

O primeiro passo foi analisar se a quinase recombinante NEK6-HT (fusionada a
calda de 6 histidinas) é capaz de fosforilar STC1-HT. Nosso ensaio de fosforilacao, in
vitro, utilizando *P, avaliou ndo sé a capacidade de fosforilagdo de NEK6wt (wild type),
mas também testamos a atividade da NEK6 mutante (S206A), cuja serina do loop de
ativacao foi mutada, impedindo assim a ativacdo completa de NEKG6, diminuindo sua
atividade. Como STC1 tem em sua seqiéncia, um dominio de ligacdo a nucleotideos
(principalmente a ATP - Ellard JP, et al., 2007), a proteina STC1-HT sozinha (sem NEK®6)
foi usada como controle, para descartarmos a possibilidade de que o sinal observado
fosse inespecifico, devido a ligacdo de ATP diretamente a proteina STC1-HT

A quinase NEK6wt foi capaz de fosforilar STC1-HT in vitro, assim como a NEKG
mutante, porém o sinal produzido pela proteina mutada foi significativamente menor do
que o sinal observado pela quinase selvagem, o que ja era esperado. A proteina STC1-
HT sozinha, ndo produziu sinal (observa-se apenas um background comum neste tipo de
experimento), mostrando a especificidade do ensaio (Figura 23).

Ao confirmarmos a fosforilagdo de STC1 por NEK6, buscamos visualizar in vivo se
a interagao entre ambas as proteinas pode ser identificada. Foi possivel observar uma co-
localizagcdo de STC1 e NEK6 enddgenas, em células THP-1 (linhagem celular de
leucemia monocitica aguda humana), mas interessantemente, a co-localizagao de STC1
com NEKG6 foi detectada apenas em células que estdo em processo de divisdo e/ou com
nucleo condensado ja que nao fomos capazes de observar essa co-localizagao entre as

proteinas em células interfasicas (Figura 24).
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Figura 23 — Fosforilacao in vitro de STC1 por NEK6. As pontas de seta vazias referem-se a marcagdo de
NEK®6, que se auto-fosforila. As pontas de seta cinza, sdo referentes a marcagédo de STC1. Apesar de STC1
possuir um sitio de ligagdo a ATP, este nao afeta o resultado do experimento.

Figura 24 — Co-localizacdo entre STC1 e NEK6 em células THP-1. As imagens a acima, séo de
microscopia confocal e as abaixo em microscopia de fluorescéncia comum. A marcagdo para ambas as
proteinas foi observada apenas em células em processo de divisdo e/ou com nucleo condensado. As pontas
de seta branca destacam pontos de maior acumulo de co-localizagéo entre as proteinas.
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Nenhum trabalho até hoje relata o envolvimento de STC1 na regulacdo ou
participacdo na mitose ou no ciclo celular, porém a co-localizagdo com NEK6, uma
proteina que regula o ciclo celular, aponta que STC1 também possa ter implicagdes
funcionais nestes processos. NEK6 mostrou ser uma proteina SUMOilada e tal
modificagdo é requerida para que ocorra sua ativacéo (Lee EJ, et al., 2007). A auséncia
desta modificacdo pos-traducional em mutantes de NEK6, mostrou que existe uma
diminui¢ao da ativadade quinase e também da sua estabilidade protéica. Além disso, ndo
€ possivel observar a localizagdo desta proteina mutante em speackles nucleares, ao
contrario do observado na proteina selvagem em células COS-1.

Talvez a SUMOilacao de NEK6 seja requisito necessario para esta atuar na
regulacdo do ciclo celular e, como STC1 possui atividade SUMO E3 ligase, pode estar
envolvida na regulagao do ciclo de SUMOilacido de NEKG6. Por outro lado a regulacao da
SUMOilacdo de NEKG6, por STC1, pode ser dependente da fosforilagdo de NEK6 em
STC1, através de um sistema de feedback auto-regulatério.

Apesar de ser apenas uma hipétese, este tipo de relacdo auto-regulatoria entre
SUMO E3 ligase e proteina quinase, ja € descrito na literatura. Roscic A, e colaboradores
(2006), descrevem que Pc2 se liga e co-localiza-se com HIPK2, uma quinase. Pc2 tem
atividade SUMO E3 ligase no ciclo de SUMOilacao de HIPK2, porém a regulacao deste
ciclo por parte de Pc2 é dependente da fosforilagdo que HIPK2 promove sobre a propria
Pc2, para que haja uma resposta celular a danos ao DNA.

Os dados que correlacionam STC1 e NEK6 ainda sdo preliminares, porém
promissores. Experimentos serdo feitos na direcdo de elucidar a importancia desta
interacao e sua possivel implicagdo na mitose celular e regulagdo de STC1 fosforilada por
NEKS6.
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3.2.4 - Outras abordagens na busca de parceiros de interacao para STC1

Além das técnicas utilizadas para identificar e caracterizar parceiros de interacao
para Stanniocalcina-1 humana, foi iniciado o estudo de interacbes através de outras
técnicas, visando nao so identificar mais parceiros mas também tentar encontrar
interacdes que sejam sindnimas entre técnicas de screening independentes.

A primeira obordagem de screening, foi a técnica de Pull Down semi in vivo. Nesta
técnica a proteina recombinante produzida em baculovirus STC1-HT, foi incubada com
beads carregadas com NiSO,, de forma a saturar a resina. Em seguida essa resina
contendo STC1-HT foi incubada com extrato total protéico proveniente de um bago
murino. Como controle, a resina carregada com Ni%*, que nao continha STC1-HT ligada,
também foi incubada com a outra metade deste extrato protéico.

Apods o periodo de incubacdo e lavagens, o conteldo das resinas foi eluido e
submetido a eletroforese em gel SDS-PAGE, para identificacdo de bandas/faixas
diferenciais, visando identificar proteina que interagiram apenas com STC1-HT e ndo com

a resina (Figura 25).

Resina Ni-NTA  + +
Stanniocalcin-1 - +
ExtratoBago + +

Faixa 2 =~ De 50 a 80kDa

Faixa1="De 30 a 50kDa

Banda 2 =~18kDa
Banda 1=-15kDa

Figura 25 — Pull down semi in vitro de baco murino. 50uL de resina Ni-NTA, com ou sem 500ug de STC1-
HT, foram incubadas com extrato protéico soluvel de bago murino. As bandas e faixas das regides delimitadas
pelos boxes vermelhos, foram submetidas a identificagdo por espectrometria de massas

As bandas e faixas mostradas na figura 25 foram recortadas e processadas para a
identificagao de seu conteudo através de espectrometria de massas. A tabela 6 contém os
dados finais deste experimento. Para chegarmos as proteinas identificadas na tabela 6,
inicialmente subtrairam-se todas as proteinas encontradas no controle negativo (pull down
s6 com a resina) das proteinas do experimento com STC1-HT. Além disso, proteinas que
compartilhavam dominios conservados entre o controle e o experimento, foram excluidas

também. Em seguida, para as proteinas identificadas como sendo de outro organismo,
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que nao de Rattus norvergicus (organismo doador do bago), uma vez que a busca foi
realizada contra todo o banco do NCBI, foi realizado um BLASTp, contra o banco de R.
norvergicus, para excluirmos as proteinas que n&o compartihavam homdlogos
conservados e de alto e-value. Finalmente, as proteinas selecionadas que possuiam
homodlogos em murino, foram submetidas novamente ao BLASTp, contra o banco de
Homo sapiens, para nos restar apenas proteinas de relevancia e alta homologia em
humanos. Os peptideos gerados pela digestdo da banda 1, ndo foram identificados em
nenhum banco de dados.

Tabela 6. Resultado final das proteinas identificadas por espectrometria de massas provenientes do
pull down semi in vitro. Foram excluidas as proteinas que eram comuns ao controle (pull down somente

com a resina, sem STC1 ligada), que possuiam dominios conservados encontrados em qualquer proteina do
controle e também aquelas que ndo possuiam alta homologia com R. norvergicus e com H. sapiens.

Individual ions
scores > 51 Similaridade/ Similaridade/ Homologo em Homolodo em
indicate identity or Banda 02 identidade com identidade com Homo Rattus Homo sg ions
extensive Rattus norvegicus sapiens norvegicus P
homology
(p<0.05)
Eukaryotic Expect = 4e-21 Expect = 1e-57 eukaryotic eukaryotic
Mass: 17856 translation Identities = 45/49 Identities = 105/150 translation initiation factor
Score: 661 initiation factor | (91%), Positives = (70%), Positives = initiation factor | 5A isoform |
Queries matched: | 5A (elF-5A) | 49/49 (100%), Gaps | 127/150 (84%), Gaps | 5A isoform I variant A
19 emPAl: 1.82 [Spodoptera = 0/49 (0%) = 1/150 (0%) [Rattus [Homo
exigua] norvegicus] sapiens]
; similar to —_—
. cellular nucleic Expect = 5e-93 Expect = 5e-93 . zinc finger
Mass: 20053 acid binding | Identities = 169/177 |  Identities = 169/177 | Clu@rnudteic |- “proiein'g
Queries rﬁatched' protein clone 6 (95%), Positives = (95%), Positives = rotein 29 isoform 3
7 emPAl 0 86. [Mus 169/177 (95%), 169/177 (95%), Gaps p[Rattus [Homo
T musculus] Gaps =7/177 (3%) =7/177 (3%) ) sapiens]
norvegicus]
. Expect = 7e-134
utative i
Mass: 132234 mFe);thionine LlETEE = S el methionine methionine
Scc;re' 79 synthase 376/1249 (30%), Identities = 379/1248 synthase synthase
. : . Positives = (30%), Positives =
e e | e marmus o | 6201249 (49%) | 61711248 (49%), Gaps |\ C8it | 00
NATL2A] : Gaps = 122/1249 =121/1248 (9%)
(9%)
Individual ions
. M Similaridade Similaridade Homologo Homologo
indicate identity or
oxtensive Faixa 01 /identidade com /identidade com em Rattus em Homo
homology Rattus norvegicus Homo sapiens norvegicus sapiens
(p<0.0009).
. splicing factor, Expect = 7e-80 - splicing factor,
'\gacsosrﬁzsziz arginine/serine | ldentities = 195/195 :fhi%li?]%/f::rtg; arginine/serine
Queries rﬁatched' -rich 1 isoform (100%), Positives = 100% -rﬁ:h 1 [Rattus -rich 1 isoform
9 ’ 1 [Homo 195/195 (100%), norvegicus] 1 [Homo
sapiens] Gaps = 0/195 (0%) 9 sapiens]
" similar to
. . Expect = 0.0 Expect = 0.0 Identities - .
|V|SaSS. 4.121 10 Actina e Beta Identities = 371/375 = 371/375 (98%), Actin, . actin, gamma
core: 204 Actina 6 s _ o _ cytoplasmic 2 1 propeptide
Queries matched: [Monopterus (i), Pesiives Fasilies = ST (Gamma- [Homo
5 . : 374/375 (99%), (99%), Gaps = 0/375 . .
emPAl: 0.08 albus] Gaps = 0/375 (0%) (0%) actin) [Rattus sapiens]
norvegicus]
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Score = 251 bits

Mass: 28549 Tropomiosina (642), Expect = 2e-66 tronomvosin 4 tropomyosin 4
Score: 169 p o Identities = 243/248 pomy isoform 2
Queries matched: [Rattus 100% (97%), Positives = [Rattus AN
. norvegicus] . norvegicus] .
5 emPAl: 0.12 245/248 (98%), Gaps sapiens]
= 0/248 (0%)
Mass: 28231 stanniocalcin 1
Score: 331 precursor
Queries matched: [Homo
8 emPAl: 0.40 sapiens]
Individual ions
in di—f:zct)geifi e>n ‘Zf; or Similaridade/ Similaridade/ Homologo Homologo
extensive Faixa 02 identidade com identidade com em Rattus em Homo
homology Rattus norvegicus Homo sapiens norvegicus sapiens
(p<0.01).
. Expect = 0.0 Expect = 0.0 Identities . coagulation
'Véacsosré o coagulation | Identities =401/603 | = 450/628 (71%), C‘f’:(gg'ra)t('ﬁ” factor XII
Queries ﬁatche d: factor XII [Bos (66%), Positives = Positives = 495/628 [Rattus precursor
13 emPAI: 0 20' taurus] 456/603 (75%), (78%), Gaps = 29/628 norvegicus] [Homo
S Gaps = 25/603 (4%) (4%) sapiens]
. Expect = 0.0 Expect = 0.0 Identities . .
Mass. 42 ie coagulation | Identities = 371/375 | = 371/375 (98%), izt actin, gamma
core: 408 f 5 " _ s = cytoplasmic 2 1 propeptide
T actor XlI [Bos (98%), Positives = Positives = 374/375 [Rattus [Homo
8 emPAl 0.25 taurus] 374/375 (99%), (99%), Gaps = 0/375 norvegicus] sapiens]
e Gaps = 0/375 (0%) (0%)
. Expect = 0.0 Expect = 0.0 Identities vimentin,
Msacsosré ?%‘;6 vimentin [Mus | 'dentities = 425/427 = 417/427 (97%), isoform vimentin
Queries nlwatched' musculus] (99%), Positives = Positives = 422/427 CRA b [Homo
3 emPAl: 0 13' 425/427 (99%), (98%), Gaps = 0/427 [Rattus sapiens]
S Gaps = 0/427 (0%) (0%) norvegicus]
. CCP modules Expect = 0.0 Expect = 0.0 Identities
Mgiz'r ;8;;3 312, with | Identities = 396/662 | = 414/669 (61%), °°ggt'§:"|_?”t °°fr2f:’t'§:“:"t
Queries m.atched' partz c;g(fg P2 (nggl)ég; ?I;Z,?S) - (I;gf/it)iveés - 50%‘{%%% [Rattus [Homo
i an 0S o), b), Gaps = . -
3 emPAl: 0.04 taurus] Gaps = 5/662 (0%) (0%) norvegicus] sapiens]
. Expect = 0.0 Identities
Mgzir 203962 catalase = 469/527 (88%), catalase catalase
Queries métched: [Ratt_us 100% Positives = 500/527 [Ratt_us [Hc_)mo
> emPAl: 0.05 norvegicus] (94%), (?833) =0/527 norvegicus] sapiens]
(]
Mass: 28105 stanniocalcin
Score: 134 precursor
Queries matched: [Mus
2 emPAl: 0.25 musculus]

Nenhuma destas interacbes ainda foi confirmada por outras técnicas. Porém

interacbes aqui sugeridas entre STC1 e elementos do sistema de contragdo muscular,

como Actina, Miosina e Tropomiosina chamam a atengao, pois € um sistema regulado por

Ca®'. De fato, Koizumi K e colaboradores, em 2007, mostraram que STC1 previne o

acumulo de calcio e a hipercontratura muscular, mostrando alguma relagédo de STC1 com

as interagdes encontradas. E interessante observar que Stanniocalcina-1 foi identificada

tanto na faixa 1 (30 a 50kDa), quanto na faixa 2 (50 a 80kDa), mostrando que sua

dimerizagédo ndo € 100% suscetivel a redugao quimica, ja que o mondmero possui cerca
de 28kDa e o dimero cerca de 55kDa.
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Porém para selecionar qual(is) proteina(s) sera(do) estudada(s) de forma mais
detalhada no contexto de sua interacdo com STC1, nés decidimos gerar novos dados
através de outra abordagem, semelhante, porém menos artificial: realizar experimentos de
pull down in vivo. Este trabalho contou com a colaboragdo do aluno de iniciagdo cientifica
Daniel Seij Saito.

Para tanto, a proteina STC1 foi clonada em vetor de expressao em células de
mamiferos, pCDNAS/FTR/TO. Este vetor produz a proteina STC1 fusionada ao peptideo
FLAG. A regido correspondente ao peptideo sinal foi deletada, mimetizando a abordagem
do sistema de duplo hibrido, e garantido a permanéncia intracelular da proteina.

Este vetor clonado foi utilizado no sistema Flip-In T-Rex (Invitrogem). Desta forma,
inicialmente é gerada uma linhagem celular hospedeira, através da transfeccdo dos
plasmideo pFRT/lacZeo, que garante as células resisténcia a Zeocina e o plasmideo
pcDNAG6/TR, que garante as células resisténcia a Blasticidina. Apds a selecdo dos clones
da linhagem hospedeira, uma nova co-transfeccdo € feita, contendo o plasmideo
pCDNAS5S/FTR/TO-FLAG-STC1 e o plasmideo pOG44, que expressa uma recombinase
que vai ser reponsavel por integrar a constru¢do STC1-FLAG no genoma da célula
hospedeira. Apos subseqlientes geragbes de linhagens estaveis o sistema permite a
geracdo de linhagens isogénicas através de selegdo policlonal. O interessante deste
sistema é que a expressao da proteina de interesse é induzivel por tetraciclina.

Nés fomos capazes de gerar um clone na linhagem celular HEK293 que contém a
construcdo STC1-FLAG integrada em seu genoma. Apos varios testes nds observamos
que ao adicionarmos 250 ng/mL de tetraciclina, é possivel observar a expressao da
proteina entre 12 e 24 horas apés a indugao. Como controle, também geramos um clone
da mesma linhagem celular que possui integrado em seu genoma o peptideo FLAG.

As células do clone estavel de STC1-FLAG e de FLAG (controle) estdao sendo
amplificadas neste momento, para obtermos uma grande quantidade de células. Estas
células serdo lisadas e os extratos protéicos totais soluveis serdo submetidos a imunu-
precipitagao (IP) com anticorpos anti-FLAG e anti-STC1, para entao identificarmos através
de espectrometria de massas, as proteinas que estabelecam interagéo direta com STCA1
ou indireta (complexos).

Té&o logo tenhamos resultados do pull down in vivo utilizando a constru¢gdo STC1-
FLAG em células humanas, iremos comparar os resultados para melhor selecionarmos os
alvos a serem estudados de forma mais especifica e para o entendimento da relevancia

functional destas interacoes.
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3.3 — Resultados Complementares

Os resultados apresentados nesta seg¢do nao tiveram por objetivo, como nas
secOes anteriores, isolar e identificar parceiros de interacdo para STC1, mas tentar
compreeender melhor o comportamento de STC1 no microambiente tumoral leucémico,

através de alguns simples experimentos funcionais.

- Ensaios de marcacao intracelular e de MTT

Para verificar se as células do estroma medular e também as células primarias de
LLA tem expressdo de STC1 a nivel protéico, realizamos ensaios de imunofenotipagem
intracelular seguido de leitura por citometro de fluxo. Além disso, foi averiguado se a
expressao de STC1 nestas células responde ao tratamento pela propria STC1-HT. De
fato, observamos que as células do estroma medular e as células leucémicas expressam
STC1, assim como diversos outros autores ja observaram super-expressdo de STC1 em
varios outros tipos de células neoplasicas (vide introducdo item 1.6). As células foram
incubadas por 24 horas com 0 (veiculo), 200 ou 2000 ng/mL de STC1-HT recombinante,
purificado de células de inseto pelo sistema de baculovirus. A diferenciacao de células

LLA e estroma fez-se com anticorpo anti-CD19, expresso apenas na LLA (Tabela 7).

Tabela 7. Marcacéao da proteina STC1 intracelular de células primarias de leucemia B cultivadas por 24
horas na presenca ou auséncia de células do estroma medular, e do estroma medular sozinho. O
ensaio foi realizado em placas de 96 pogos. As células foram marcadas com anticorpos para marcadores de
superficie CD19-Cy5, e permeabilizadas para marcagdo com anticorpo goat polyclonal anti-STC1. A proteina
utilizada nos tratamentos foi STC1-HT recombinante, purificada de células de insetos por baculovirus. Os
numeros refletem a média geométrica da intensidade relativa de fluorescéncia, capitados em aparelho de
citometria de fluxo.

Célula Leucemia B em
ng/mL Leucemia B co-cultivo com Estroma Medular
STC1-HT Estroma Medular
0 674 462 370
200 667 487 458
2000 661 467 504

Os dados captados por citometria de fluxo indicam que as células da leucemia néo
alteram seu perfil de sintese de STC1 perante a incubagdo com STC1-HT recombinante,

mesmo quando co-cultivadas com células do estroma medular. Interessantemente,
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células de leucemia co-cultivadas com células do estroma possuem menores quantidades
de STC1-HT (mesmo assim maiores que do estroma medular). Ja as células do estroma,
parecem elevar a sintese de STC1 de acordo com a quantidade de STC-HT a que foram
expostas. De qualquer forma, a quantidade de STC1 intracelular das células leucémicas é
de forma geral maior que a quantidade das células do estroma, mesmo sendo células
bem menores e com citoplasma reduzido, o que nos da indicios de que realmente a
leucemia também deva super-expressar STC1.

Considerando uma expressao elevada de STC1 em células leucémicas, e visto
que STC1 é uma proteina secretada, podemos inferir que 0 aumento da expressao de
STC1 nas células do estroma medular (como observado na figura 9) ocorra justamente
devido a secrecao de STC1 pela célula leucémica, visto que observamos que a incubacgao
com a proteina recombinante, causa efeito semelhante.

Isso pode ser devido ao fato de a leucemia modular as células do microambiente
tumoral (estroma medular) para ganhar vantagens adaptativas e proliferativas. A leucemia
estaria modulando o estroma a produzir e secretar mais STC1 para seu beneficio, visto
que STC1 €& um fator angiogénico, envolvido em vias de VEGF e protetor de efeitos de
hipoxia. A elevada expressao de STC1 em células estromais multipotentes também foi
descrito por exercer efeitos anti-apoptoticos em células cancerigenas do epitélio pulmonar
submetidas a hipdxia (Block, GJ, et al..,2008).

Nossos dados mostram também que o contato de linhagens de leucemia B
incubadas com doses crescentes de STC1-HT recombinante, promovem a proliferagao
celular das linhagens, apdés 24 horas de incubagdo, em até 16%, utilizando ensaio de
reducdo de MTT (figura 26). Isso confirma que a presenga de STC1 promove efeitos
proliferativos as células de leucemia. Entretanto, de forma nao compreendida, a
incubagcao de STC1 com linhagens de leucemia B co-cultivadas com estroma medular,
nao promoveu alteragdes significativas na proliferagao celular. Talvez a quantidade de
STC1 produzida pelo estroma somada as quantidades da proteina recombinante usadas
na incubacgao ultrapasse os niveis ideais de sinalizagdo necessarios.

Em 2001, Schneider P, et al.., relata que interacdo entre células do estroma
medular e leucemia, ajudam na sobrevivéncia da leucemia pela manutencdo da
expressao de genes anti-apoptoticos, mas descreve também que a proliferagao de células

da ALL pode ocorrer de forma independente do seu contato com estroma.

62



24 horas com estroma 48 horas com estroma

0.1050 0,1050

0,050 0,0550

M REH
H Nalmé

M REH

0,0050 H Nalmé

0,0050

0,0450 1

0,0450

Diferencade OD a 590nm
em relagdo ao veiculo (0 ng/mL)

-0,0950 - -0,0950

Diferencade OD a 590nm
em relagdo ao veiculo (0 ng/mL)

ng/mL STCI-HT recombinante ng/mL STC1-HT recombinante

24 horas sem estroma 48 horas sem estroma

* * % * % * % *

01050 — % %%k *k %% Kk ¥ 0,1050

%k kk sk kKK gk k%

0,0550

0,0550

M REH
 Nalmé

M REH
i Nalmé

0,0050 0,0050

50 100 200 400 1000 2000

50 00 200 400 1000 2000

40,0450

=
(=]
&
=)

Diferencade OD a 590nm
em relagdo ao veiculo (0O ng/mL)

Diferencade OD a 590nm
em relacdo ao veiculo (0O ng/mL)

{0,0950

=)
=
&
=

ng/mL STC1-HT recombinante

ng/mL STC1-HT recombinante

Figura 26. Incubacéao de diferentes concentracées da proteina recombinantes STC1-HT para anaise de
proliferacdo celular pela técnica de MTT. Células das linhagens de leucemia B NalmB e REH foram
incubadas em placas de 96 wells em pogos com ou sem células do estroma medular. Foram tratadas com
diferentes concentragées de STC1-HT: 0 (veiculo — MES 60mM, NaCl 600mM pH 6,5), 50, 100, 200, 400,
1000 e 2000ng/mL durante 24 e 48 horas. As barras dos graficos mostram valores da diferenga de densidade
optica medidos a 590nm descontado o valor do controle (veiculo — 0 ng/mL) apés o ensaio de MTT. Os
asteriscos sobre as barras mostram quais condigdes obtiveram valores estatisticamente significativos entre o
tratamento e o controle (veiculo) baseado nos calculos do método estatistico 2way ANOVA fornecido pelo
programa GraphPAD versao 5.00. (*) P<0,05. (**) P<0,01. (***) P<0,001.

Como observado no item 3.2.3, STC1 parece ter alguma implicagdo no processo
de divisdo celular, uma vez que so6 interage com a proteina NEK6 (uma quinase que
regula o ciclo celular e a mitose, além da formagéo de microtubulos e fibras do fuso), em
células que estdo em divisdo (linhagem de leucemia). Essa relagdo, talvez tenha

implicagdes funcionais no aumento da proliferagcao celular, aqui observado.
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4 Conclusoes

4.1 — Conclusoées Especificas

1) Stanniocalcina-1 humana apesar de ser uma proteina secretada, interage in
vivo com diversas proteinas intracelulares, presentes em diferentes
compartimentos celulares, principalmente nucleo, mitocéndria, reticulo

endoplasmatico e citoplasma.

2) Algumas dessas interagbes foram testadas e todas puderam ser

reproduzidas e confirmadas em ensaios in vitro.

3) A interacdo de STC1 com seus parceiros ocorre pela regiao N-terminal, e
isso ocorre provavelmente devido a caracteristicas estruturais do seu
homodimero anti-parelelo e por consequéncia da elevada conservagao desta

regido entre as STCs de outros organismos.

4) STC1 possui localizacao intracelular ubiquoa, com destaque para deposigao

perinuclear e nuclear puntiforme (dot-like).

5) A interagdo de STC1 com proteinas como SP100, SAP18 e SUMO1, sugere
que estes pontos nucleares onde STC1 se localiza sejam corpusculos
nucleares chamados PML-nuclear bodies, uma vez que estas proteinas sao

sabidamente residentes e participam da formacao destes corpusculos.

6) A interacdo de STC1 e SUMO1 pdde ser observada in vivo (duplo hibrido

em leveduras e co-imunoprecipitagdo em células humanas) e in vitro.

7) STC1 humana possui um motivo de SUMOilacéo de alta probabilidade na
lisina 83. Este motivo de SUMOilagédo surge a partir dos organismos
tetrapodos e ndo é encontrado em grupos mais basais como 0s peixes
0sseos, e correlaciona-se com o fato de que neste grupo mais derivado
(tetrapodos), STC1 tenha ampliado suas fungbes. Entretanto, experimentos in

vitro e in vivo mostraram que STC1 ndo é uma proteina alvo de SUMOilagéo.
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8) STC1 mostrou possuir atividade SUMO E3 ligase, ao regular o nivel de
SUMOilagéo de Ki-1/57, RanGAP1 e SP100.

9) Nossos dados sugerem que a atividade SUMO E3 ligase de STC1 ocorra de
forma a aumentar o nivel de SUMOilacido da proteina alvo, quando esta nao
interage com STC1 e, de forma a diminuir o grau de SUMOilagdo da proteina

alvo, quando esta é um parceiro de interagao de STCH1.

10) A fungdo de SUMO E3 ligase e participagédo no ciclo de SUMOilagao
demonstrada pelo nosso grupo, é a primeira funcdo molecular
experimentalmente descrita para proteina Stanniocalcina-1 humana, até a
presente data (Westberg JA, et al., 2011).

11) Sendo STC1 uma SUMO E3 ligase, refor¢ca-se ainda mais a idéia de sua
presenca em PML-NBs, uma vez que estes corpusculos nucleares s&o

hotspots de SUMOilacao na célula.

12) STC1 possui receptores na membrana plasmatica de linhagens de células
leucémicas K562, mostrando que STC1 secretada é capaz de se ligar a

superficie celular.

13) STCA1 é fosforilada pela quinase NEKG6 in vitro.

14) STC1 e NEKG6 co-localizam em linhagens de células leucémicas THP1,
apenas em células em processo de divisdo e ndo em células interfasicas,
sugerindo que STC1 tenha alguma implicagdo funcional no processo de

divisao celular e mitose.

15) Células primarias de leucemia B, também produzem a proteina STC1 e em

quantidadade superiores ao estroma medular ndo co-cultivado.

16) A proteina recombinante STC1-HT parece estimular a producao da prépria
proteina STC1 em células estromais da medula éssea, mas ndo em células

primarias de leucemia B, sozinhas ou em co-cultivo com o estroma medular.
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17) Linhagens celulares de leucemia, tratadas com STC1-HT recombinante
durante 24 horas, quando ndo sao co-cultivadas com células de estroma

medular, aumentam sua proliferagao celular em até 20%.

4.2 - Conclusao Geral

Uma vez STC1 tendo sida validada como potencial marcador molecular do
microambiente tumoral leucémico, nds identificamos uma série de parceiros moleculares
para esta proteina em células humanas.

Nossos experimentos identificaram um grande espectro de proteinas interactoras
que enfatizam a nogdo de que STC1 humana é realmente uma proteina multifuncional,
capaz de interagir com proteinas dos mais diversos compartimentos celulares, incluindo o
nucleo. Os contextos funcionais em que STC1 aparenta estar envolvida sdo processos
celulares essenciais para o desenvolvimento e progressao da leucemia infantil e sua
interacdo com o microambiente tumoral.

Ao focarmos de forma especifica na interacdo entre STC1 e SUMO1 nds fomos
capazes de estabelecer a primeira fungdo molecular descrita na literatura para STC1
humana, que mostrou ter atividade SUMO E3 ligase.

Entretanto, muitas outras interacbes sao descritas em nossa discussdo e
propostas por diferentes técnicas. O maior legado desta tese de doutoramento ao
conhecimento cientifico remete ndo sé as conclusbes definitivas obtidas nestes anos de
estudo, mas também as diversas novas portas que foram abertas e que exibem
implicacbes funcionais promissoras. Estas podem ser exploradas em estudos futuros, por
nos e por toda comunidade cientifica visando compreender de forma ainda melhor sua
atuagdo na célula e por consequéncia na leucemia, uma vez que todas as sugestodes,
hipéteses e resultados aqui apresentados, possuem conecgdes com estudos funcionais

previamente publicados sobre a proteina Stanniocalcina-1 humana.
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5 Perspectivas

Dentre a grande quantidade de resultados aqui apresentados, algumas perguntas
ndo puderam ainda ser respondidas. E incontavel a quantidade de abordagens e
experimentos que podem ser feitos para que seja dada continuidade a este trabalho.

Listamos aqui as principais perspectivas a serem abordadas nos préximos passos:

- Kit diagnostico para leucemia através de ELISA

Tao logo seja definitivamente assinado o contrato de transferéncia de tecnologia e
know-how pra empresa RheaBiotech, daremos continuidade para finalizarmos o
desenvolvimento do kit. Forneceremos a proteina recombinante STC1-HT e o anticorpo
anti-STC1 para a finalizagdo da padronizagao do kit. O Centrol Infantil Boldrini ira fornecer
soro de camundongos com leucemia e saudaveis para realizarmos os primeiros testes,
que caso sejam positivos, serdo feitos com soro de pacientes, também fornecido pelo
Boldrini. Sera feita avaliagdo ndo somente como ferramenta de diagnéstico para leucemia,
mas também para prognéstico, acompanhemento de tratamento e doenca residual

minima.

- Atividade SUMO E3 Ligase

Pretendemos estudar, in vivo, a atividade SUMO E3 ligase de STC1. Iremos
analisar a SUMOilagao das proteinas Ki-1/57, RanGAP1 e SP100 nas células (HEK293)
de clones estaveis que geramos, que expressam FLAG (controle negativo) e STC1-FLAG.

Uma vez detectado que o nivel de SUMOilacdo de proteinas alvo de SUMO foi
alterado devido a super-expressdo de STC1, caracteristicas como proliferagado, ciclo
celular, apoptose e co-localizagdo sub-celular com outros parceiros, também serao

avaliados nestes clones estaveis gerados.

- Novos parceiros de interacao

Diversos candidatos a novos parceiros de interagao foram ientificados através do
pull down semi in vivo. Pretendemos agora, utilizar as células de clone estavel que
expressam a construcdo STC1-FLAG para realizar ensaios de imunoprecipitacdo e
identificar os parceiros co-imunoprecipitados, por espectometria de massas. As proteinas
identificadas que forem sinbnimas as encontradas pelas outras técnicas, terdo sua

relevancia funcional melhor caracterizadas.
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- O Receptor de Stanniocalcina-1

A identificacdo do receptor precisa ser confirmada através de outras técnicas,
como imunoprecipitagdo, co-localizagcdo sub-celular por imunocitoquimica, ensaios de
competicdo, etc. Tao logo isso seja confirmado, pretendemos caracterizar se a ligagéo de
STC1 a este receptor dispara cascatas de sinalizacido intracelulares downstream, se
STC1 é de fato uma intracrine e ao interagir com receptor é internalizada para realizar
suas fungbes ou se ambas as situacdes sao passiveis de acontecer.

Essa caracterizagao do receptor ira possibilitar um melhor entendimento das vias
de atuacao de STC1 de praticamente todos os trabalhos disponiveis na literatura sobre

esta proteina.
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6 Materiais e Métodos

6.1 Desenvolvimento de um kit diagnéstico visando a identificacdo da proteina
STC1 em soro de pacientes com leucemia

6.1.1 Co-cultivo de células de estroma de medula 6ssea e blastos
leucémicos, para avaliacao de genes diferencialmente expressos
candidatos a marcadores moleculares

6.1.2 PCR em Tempo Real quantitativo (RQ-PCR)

As metodologia utilizadas nesta tese para estas duas técnicas, estdo descritas em

nosso artigo (Santos MT, et al., 2011) arquivo anexo a esta tese (item 8).

6.1.3 Expressao e purificacao de STC1-HT inteira no sistema baculovirus

Todo o processo de clonagem de STC1 no vetor pFastBac-Dual? (junto com GFP,
que é utilizada como repérter da infeccdo e da expressao protéica), transformacao em
células de E.coli DH10Bac para que haja recombinagdo homodloga para do cDNA de
STC1 e de GFP com o DNA do bacmid (Invitrogen - contém o genoma de baculovirus
multiplo nucleopolihedrovirus Autographa californica e o plasmideo helper pMON7124 de
13,2Kb que codifica a transposase Tn7), transfecgdo de células de inseto Sf9 com este
DNA para haver amplificacado viral, tempo ideal de coleta de virus, estabelecimento de
células High Five™ para serem infectadas, quantidade de células ideal a serem
infectadas, tempo de expressao protéica e protocolo de purificacdo de STC1 do meio de
cultura (pois ela é secretada, devido a seu peptideo sinal) foram contribuigbes do Dr.
Daniel Maragno Trindade (Figura 27) e estdo descritas em Trindade DM, et al., 2009.

Células Sf9 (ATCC#: CRL-1711) foram cultivadas durante 48 horas (ou até que a
eficiéncia de infecgao fosse avaliada em torno de 70% - baseado na expressao de GFP)
depois de infectadas com baculovirus contendo STC-1 e GFP recombinados, em meio
TC100 contendo bicarbonato de sddio, glutamina antibiético e tripytose broth (Cultilab),
suplementado com 10% de Soro fetal Bovino (SFB) em atmosfera Uumida a 28°C na
auséncia de CO,. As células foram entdo centrifugadas 5 minutos a 4000 rpm e o

sobrenadante, contendo o virus amplificado, foi guardado a 4°C.

ao) plasmideo pFastBac DUAL (Invitrogen) expressa duas proteinas recombinantes simultaneamente usando
o0 sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression. Sua expressdo em eucariotos é dirigira por dois
promotores: o da polihedrina e o p10. Este plasmideo utiliza o cédon de iniciagdo ATG do DNA clonado,
eliminando a necessidade de clonagem em frame.
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Figura 27. Sistema Baculovirus. O cDNA que codifica a proteina de interesse é subclonado no vetor
pFastBac-Htb e entédo transformado em células de E. coli DH10Bac. O cDNA contido entre os dois sitios Tn7
no vetor pFastBac Htb sofre recombinagdo com o genoma do baculovirus sendo transferido (transposigédo)
para esse, devido a presenga de um vetor que codifica a transposase no plasmideo helper. A partir dai é feita
uma preparagdo plasmidial em larga escala para a posterior transfeccdo do DNA do virus em células Sf9.
Neste passo o virus se replica e novas células de inseto sdo infectadas. Esquema adaptado do manual da
Invitrogen: Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System

A linhagem de células High Five™ (BTI-TN-5B1-4) fornece um nivel de 5-10 vezes
maior de expressao de proteinas secretadas em relagao a linhagem Sf9 (Davis TR, et al.,
1992). Do mesmo modo que a linhagem Sf9, essa linhagem é cultivada em atmosfera
Umida a 28°C, na auséncia de CO, em meio de cultura Express Five® (suplementado com
L-glutamina e Penicilina/Streptavidina), um meio de cultura para células de inseto o qual é
livre de proteinas e otimizado para suportar niveis maximos de expressdo de proteina e
crescimento dessa linhagem. As células foram cultivadas durante 11 dias, sendo que
foram feitos 4 repiques. A quantidade ideal de células a ser infectada foi estabelecida com
10° células/mL, e para infectar 1 litro, foi necessario 10° células. A essas células foi
adicionado 35mL de sobrenadante contendo virus recombinantes produzidos em células
Sf9 e inoculados em 1L de Express Five® suplementado (2 x 500mL em erlenmeyers de
2L) a 26°C , 140 rpm durante 24 horas.
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As células (verdes quando expostas a radiacdo UV - indicando que houve a
infecgdo das células High Five™ e a expressdo das proteinas recombinadas) foram
centrifugadas a 500xg por 5 minutos a 4°C e ao 1L de sobrenadante, contendo a proteina
STC1 secretada, foi adicionado 52,6 mL de MES 1M para [final] ser de 50mM. Este
sobrenadante entdo foi filtrado a vacuo com filtros Millipore 0,45uM (~150mL por filtro) e o

filtrado, apds ter seu pH acertado para 6,5, foi submetido as etapas de purificacao.

6.1.3.1 Cromatografia de Troca I6nica

O primeiro passo de purificacao da proteina STC1-HT, foi através da técnica de
troca ibnica. Essa técnica baseia-se no simples principio de que cargas positivas ligam-se
a cargas negativas e vice-versa. Tendo por base que o ponto isoelétrico (pl) de STC1-HT,
isto &, o pH onde a carga final da proteina é zero, é por volta de 8,5, ao diminuir o pH do
meio para 6,5, a proteina ira ser protonada, passando a ter carga total positiva (-COOH e
-NH3+). Desta forma, o sobrenadante pH 6,5 foi injetado em uma resina de carater
negativo (SP Sepharose FF 11mL — GE Healthcare) previamente equilibrada com tampao
A (MES 50mM, pH 6,5), a um fluxo de 1,1mL/minuto utilizando-se uma bomba peristaltica
dentro da camara fria (4°C) por aproximadamente 15 horas. Em seguida a resina foi
lavada com cerca de 50mL do tamp&o A e eluida com um gradiente de 0 a 100% do
tamp&o B (MES 50mM / NaCl 1M, pH 6,5) em um aparelho AKTA FPLC (GE Healthcare).

As amostras foram coletadas apds a eluigdo atingir uma condutancia de 28,5 mS/cm.

6.1.3.2 Cromatografia de Afinidade

A amostra eluida da troca idnica foi injetada a um fluxo de 1TmL/minuto em uma
colula HisTrap FF Crude de 5mL (GE-Healthcare), previamente carregada com NiSO,,
limpa com Imidazol 2M, regenerada com Guanidina 6M e AcNa 0,2M, e equilibrada com
tampao A (MES 50mM, NaCl 500mM, pH6,5). A resina foi lavada com 50mL do tampao A
e entéo eluida com um gradiente de 0 a 100% de tampao B (tampao A + 1M Imidazol). As
amostras coletadas foram analisadas por SDS-PAGE e aquelas de igual teor protéico
foram unidas (~40mL) e concentradas, usando-se um tubo concentrador Amicon
Centrifugal Device (Milipore), com poro de 3500Da, para 500uL. Todo procedimento foi
realizado em um aparelho AKTA FPLC (GE Healthcare).

71



6.1.3.3 Cromatografia de Exclusao (Gel Filtracao)

Os 500uL concentrados apo6s a purificagdo por afinidade foram injetados em uma
uma coluna de gel filtragdo Sephadex 75 16/60 (GE Healtcare) de 120mL, a um fluxo de
0,1 mL/minuto previamente equilibrada, utilizando o tampdo MES 60mM, NaCl 600mM,
pH6,5, em um aparelho AKTA FPLC (GE Healthcare).

6.1.3.4 Método de quantificacao de proteinas por BCA

Para tal quantificacdo foi utilizado o BCA Protein Assay Kit (Termo Fisher
Scientific), um método robusto de quantificacdo proteica baseado na deteccao
colorimetrica de ions de cobre que sdo quelados as proteinas. Qualquer peptideo
contendo 3 ou mais aminoacidos podem reduzir cations de Cu®* para Cu'* em meio
alcalino, que resulta na formacdo do complexo quelado proteina-cobre que possui
coloragdo azul. Um dnico ion Cu™* pode formar complexos com 4 ou 6 ligacdes peptidicas
ao seu redor. Uma elevacdao no numero de ligagdes peptidicas resulta na formagao de
mais qualatos azuis. Portanto, a quantidade de proteina é diretamente proporcional a
intensidade da cor azul observada. Adicionalmente, duas moléculas de BCA (acido
bicincronico) reagem com um Unico ion de Cu' formando um quelado roxo. Este
complexo € soluvel em agua e exibe uma forte absorbancia linear com a elevagédo da
concentracao de proteina a 562nm. As medi¢des e reacdes foram feitas de acordo com

as instrucdes do fabricante.

6.1.4 Clonagens das porcoes STC1 C- e N-Terminal em vetores de
expressao

As regides correspondentes a amino-terminal (18-134) e porgcao carboxi-terminal

(129-247) de STC1 (Figura 10A) foram amplificadas por PCR e clonadas no o vetor de

expressdo em bactéria pET28aTG®, que adiciona uma cauda de GST a proteina

recombinante expressa, utilizando os primers especificos (N-terminal sense
ggatccA.CCC.ATG.AGG.CGG.AGC.AG, anti-sense
gaattctta. CAC.ATT.CAG.CTT.GCT.GTA.G; C-terminal sense
ggatccT.ACA.GCA.AGC.TGA.ATG.TGT.G, anti-sense

gaattcTTA.TGC.ACT.CTC.ATG.GGA.TG)

} Vetor de expressdo pET28a modificado em nosso laboratdrio pelo grupo do Prof. Dr. Nilson Zanchin, tendo
sido removido o sitio de clivagem pela Trombina e substituido por um sitio de clivagem pela protease TEV
em fusdo com uma seqiéncia que codifica para a glutationa S transferase (GST), sendo identificado neste
relatério como pET28aTG. Esse plasmideo possui 5.982 pb e contém um promotor T7 induzivel por IPTG e
também um gene que confere resisténcia ao antibidtico kanamicina.
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6.1.4.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies) foram diluidos
com agua MilliQ a estoque 100pmol e utilizados a 10pmol. O procedimento consistiu em
1uL de Taq DNA polimerase Platinum (5 U/uL), 1uL de dNTPS 10mM, 1,0uL de primer
flag-Forward STC1 BamHI 10pmol, 1uL de primer flag-Reverse EcoRI STOP/A 10pmol,
1uL de MgCI2 50mM, 2,5uL de tampédo Taq (10x) e agua MilliQ para um volume final de
25uL. As reagbes foram incubadas por 5 minutos a 94°C e submetidas a 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 59°C, 1 minuto e 30 segundos a 72°C em termociclador
PCR System 9700 (Perkin Elmer).

6.1.4.2 Digestoes enzimaticas

Todas as digestdes, tanto para a obtencéo dos insertos desejados e dos vetores
linearizados para clonagem, quanto para as analises de restricdo dos sub-clones obtidos,
foram realizadas seguindo-se as especificagbes dos fabricantes Gibco, New England ou

Promega. As reacdes sempre foram preparadas em gelo.

6.1.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Foram utilizados géis de agarose a 1% (peso/volume) em TAE (Tris-HCI 40mM,
acido acético 20mM, EDTA 1mM), tampao este também utilizado na corrida. As amostras
foi adicionado um sexto do volume de loading buffer (azul de bromofenol 25% e sacarose
40%) e para a corrida foi utilizada uma corrente com voltagem fixa entre 50 e 100 Volts,
dependendo do aparato de gel utilizado. Para a foto documentagao foi utilizado o sistema

EDAS de fotografia e analise de imagens (Kodak).

6.1.4.4 Purificacao de DNA recortado de gel de agarose
Para a purificagdo das bandas referentes aos vetores linearizados ou aos insertos
digeridos, utilizou-se o QIAquick Gel Extraction kit (QIAgen) conforme especificacdes do

fabricante.

6.1.4.5 Ligacao

Através da imagem do gel de agarose contendo os insertos e vetores devidamente
digeridos e purificados, foi feita a quantificagdo relativa (propor¢do do numero de
moléculas vetor : inserto). A ligagao foi feita em 20ulL, sendo 2uL (2U) T4 DNA ligase
(Fermentas), 1uL de tampao de ligagédo 10x (Fermentas), 1uL ATP 100mM, e os 6uL
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restantes completados com agua miliQ, vetor e inserto de forma que a proporgdo molar

vetor : inserto fosse 1:4. As reacdes foram incubadas por 24 horas, a 4°C.

6.1.4.6 Preparo de bactérias competentes para transformacao pelo choque
térmico

O preparo de bactérias competentes foi feito pelo método de Cloreto de Rubidio
(RuCly), para isso, as bactérias E. coli DH5a ou BL21(DE3) foram semeadas em meio LB-
agar (Luria-Bertani-agar: extrato de levedura 0,5%, triptona 1%, NaCl 200mM, bacto-agar
1,5%, pH 7,4) e incubadas a 37°C por 16 horas. Em seguida, uma das colbnias isoladas
foi inoculada em 5mL de meio PSI (extrato de levedura 1%, peptona 1,6%, NaCl 200mM,
KH,PO, 3mM, Na,HPO, 2mM, pH 7,6) e incubada, sob agitacdo de 200rpm, nas mesmas
condicbes descritas anteriormente. Subsequentemente, esta cultura foi inoculada em
200mL de meio PSI incubando-se sob as mesmas condigdes, até atingir absorbancia de
aproximadamente 0,6 a 600nm. A cultura foi entdo transferida para frascos de centrifuga
previamente resfriados em gelo, e centrifugada a 2000xg, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspendidas gentiimente em 25 mL do
Tampdo de transformacdo | (KOH 30mM, Acido acético 30mM, MgCl, 50mM, CaCl,
10mM, RuCl, 100mM, glicerol 15% vl/v, pH 5,8) estéril e gelado. A suspensao foi incubada
por 15 minutos no gelo e depois centrifugada a 2000xg, por 15 minutos a 4°C. As
bactérias foram ressuspendidas em 8mL do Tampao de transformacao Il (MOPS 10mM,
CaCl, 75mM, RuCl, 10mM, glicerol 15% v/v, pH 7,0) estéril e gelado. Aliquotas de 100uL
em tubos de 1,5mL foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e estocadas a

-800C para serem posteriormente utilizadas nas transformacoes.

6.1.4.7 Transformacao de bactéria competentes pelo choque térmico

Para a transformagéao por choque térmico, ao tubo contendo 100uL do estoque de
bactérias competentes, previamente descongelado e mantido em gelo, foi adicionado todo
o volume da ligacdo ou 1uL do plasmideo (~100 ng). As bactérias foram entédo
submetidas ao choque térmico: incubagdo em gelo por 30 minutos, a 42°C por 90
segundos, e novamente em gelo por dois minutos. Apds o choque térmico adicionou-se
900uL de meio SOC (extrato de levedura 0,5%, triptona 2%, NaCl 2mM, KCI 2,5mM,
MgCl, 1mM, MgSO, 1mM, glicose 20mM, pH 7,0) e incubou-se a 37°C, sob agitagao a
200rpm, por uma hora. Para transformac¢des de plasmideos foram plaqueados 200yl

desta suspensio, com o auxilio de uma alga Drigalski (rodinho), em uma placa contendo
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os antibiéticos adequados para selecéo dos transformantes; no caso de transformacéao de
ligacao a suspensao foi centrifugada 1000xg por 5 minutos e ressuspendida em 200uL do

préprio meio. A placa foi entdo incubada a 37°C, por aproximadamente 14 horas.

6.1.4.8 Mini-preparacao de DNA plasmidial

Os plasmideos recombinantes foram extraidos de E. coli DH5a por
minipreparacdes de acordo com as metodologias descritas em Sambrook J, et al. (1989) e
Ausubel et al. (1995) e/ou de acordo com as especificagcbes do fabricante do kit para

extracdo de DNA da empresa QlAgen.

6.1.4.9 Analise dos clones obtidos

Apos a transformacéo, os clones obtidos foram selecionados através da anélise de
restricdo de minipreparacbes de DNA plasmidial com pelo menos duas enzimas
diferentes. As construgdes plasmidiais que apresentaram o padrao esperado para a

analise de restricdo foram sequénciadas.

6.1.4.10 Sequénciamento automatico dos clones obtidos

As reagdes foram feitas com o uso do reagente Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Amersham Biosciences/GE Healthcare) numa reacdo de 10uL contendo 4uL de
DyeTerminator, de 2 a 3 pmol do primer (especifico para cada vetor) e de 300 a 600ng de
DNA plasmidial para vetores de alta cépia ou de 500 a 800ng para vetores de baixa copia.
As reacbes foram incubadas por 1 minuto a 95°C e submetidas a 35 ciclos de 10
segundos a 96°C, 10 segundos a 50°C, e 4 minutos a 60°C em termociclador PCR
System 9700 (Perkin Elmer). As amostras foram analisadas no sequénciador automatico
de DNA ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

6.1.5 Expressao das construcées STC1 N- e C-terminal clonadas em bactéria.
Apo6s a confirmagdo da correta clonagem no vetor de expressdo pET28aTG, as
bactérias E.coli BL21(DE3) (contendo o plasmideo pRARE4) foram transformadas com os

respectivos plasmideos de expressao.

4O plasmideo pRARE, codifica tRNAs para cédons de mamiferos que ocorrem raramente em E. coli, elevando

0 grau de expressdo de proteinas que teriam sua expressdo limitada pela auséncia de alguns tRNAs. E
seletivo para o antibidtico clorofenicol e compativel com qualquer vetor pET.
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Colobnias isoladas foram pré inoculadas em 5mL de meio TB (Terrific Broth — 1,29
de triptona, 2,4g de extrato de levedura e 0,4mL de Glicerol dissolvidos em 90mL de agua
miliQ, acrescido de 10mL de tampao 170mM KH,PO, e 720mM de K,HPO,) contendo
34ug/mL de clorofenicol (pPRARE) e 30ug/mL de canamicina (pET28a) a 37°C, 200rpm
overnight e foram submetidas a testes de expressdo em pequena escala, diluidas 1:100
em um volume final de 100 mL de meio TB com antibiéticos, em erlenmeyers de 250mL, a
200rpm de acordo até atingirem a densidade 6ptica de 0,6 (a 600nm — DO600) e entao
induzidas de acordo com as condi¢des estabelecidas, que variaram as concentragdes do
indutor IPTG (0,1 a 1mM), lactose (5 a 10mM) temperatura (18°C, 25°C, 30°C e 37°C) e
tempo de indugdo (2 a 5 horas). Uma aliquota de 2 mL bactérias ndo induzidas foi
separada de cada teste para ser utilizado como controle. Nao foi possivel estabelecer
condicao de expressao para contrugdo STC1 N-terminal. A condicao de expressao usada
para regido C-terminal foi quando utilizado a temperatura de 37°C para inducdo com
0,5mM de IPTG durante 4 horas a 200rpm.

6.1.5.1 Lise Bacteriana

O meio de cultura contendo as bactérias induzidas a expressao das proteinas foi
coletado em tubos falcon de 50mL, retirado 1mL para verificar a expressao, e pelletado a
4000 rpm, a 4°C durante 15 minutos. O sobrenadante contendo apenas meio de cultura
foi descartado e o pellet armazenado a -80°C.

O pellet obtido de 1mL de indugado previamente separado (~20uL de células), foi
ressuspenso em 1mL de tampao PBS 1X (Phosphate Buffered Saline - 137mM NacCl,
2.7mM KCI, 4.3mM Na,HPOQO,, 1.4mM KH,PO, pH 7.4) e submetido a 10 ciclos de
congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido/banho maria 42°C para lise
bacteriana. Apds os 10 ciclos centrifugou-se o lisado a 14000 rpm, a 4°C durante 30

minutos para separagao das fragdes sollvel (sobrenadante) e insoluvel (pellet).

6.1.5.2 SDS-PAGE

As amostras da fragdo soluvel e insoltvel (ressuspensas em Guanidina 6M 1:6)
foram acrescentadas de Y4 do volume final do tamp&o de amostra concentrado 4x (Tris-
HCI 250mM pH 6,8, SDS 0,8%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 45,5% e 2-
mercaptoetanol 20%) e incubadas por cinco minutos a 95°C em banho seco. As amostras

foram entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-soédio dodecil sulfato
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(SDS-PAGE) ou entdo estocadas a —80°C, sendo que antes de serem submetidas a
eletroforese foram incubadas por cinco minutos a 95?C em banho seco.

Para as SDS-PAGE foram utilizados mini-géis (10x9x0,05cm) constituidos de um
gel de empilhamento de 4% e um de separagcdo com 10 ou 12,5 % de poliacrilamida. Para
a corrida foi utilizado o tampao de eletrodo (Tris 25mM, glicina 250mM e SDS 0,1%) e a
amperagem fixada a 15mA até que as amostras entrassem no gel, passando-se para
20mA até o final da corrida. Os géis que n&o seriam utilizados para Western blot foram
entdo corados com Coomassie Blue R-250 0,25% (Sigma) em &acido acético 10% (v/v) e
metanol 50% (v/v), e descorados em solucao de acido acético 5% (v/v) e metanol 12,5%
(v/v). O padrao de peso molecular utilizado foi BenchMark Protein Ladder (Invitrogen), que
€ constituido por 15 proteinas engenheiradas e com tag de Histidina (que pode ser
utilizado para a detecgcao em Western blot) variando o peso molecular total de cada uma

entre 10 e 220 kDa, sendo que as bandas de 20 e 50 kDa s&o as mais proeminentes.

6.1.5.3 Western Blot

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas eletroforeticamente
para membrana de polivinildifluoridina (PVDF) Immobilon-P (Millipore). Para isso o gel foi
imerso em Solugdo Anodo Il (Tris 25mM, metanol 10%, pH 10,4) por 5 minutos, enquanto
a membrana foi pré-incubada em metanol absoluto por 15 segundos. A transferéncia foi
realizada utilizando-se o Semi-Dry Blotting System (The W.E.P. Company), colocando-se
do anodo do aparelho para o catodo, a seguinte seqiéncia: (1) dois papéis Whatman 3M
embebidos em solugdo Anodo | (300 mM Tris-HCI, pH 10,4 e 10% de metanol), (2) um
papel Whatman 3M embebido com tampao Anodo I, (3) a membrana, preparada como
descrito anteriormente, (4) gel, preparada como descrito anteriormente, (5) trés papéis
embebidos em tampéo Catodo (25 mM Tris-HCI, pH 10,4; 20% de metanol e 40 mM
acido-caproico). A transferéncia foi feita por um intervalo de 60 a 90 minutos a 1 mA por
cm? de membranal/gel. Apds a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada com
Ponceau (Vetec) 0,5% em &cido acético 1% por 5 minutos e lavada com &agua para
remover o excesso de corante e visualizar as bandas. Os sitios inespecificos da
membrana foram neutralizados com a solugao de bloqueio (5% leite desnatado em p6 em
TTBS [TrisHCI 50mM pH8,0, NaCl 150mM e Tween-20 0,1%]) sob agitagdo continua por
uma hora a temperatura ambiente ou overnight a 4°C. A membrana foi lavada 5 vezes
durante 1 minuto com TTBS e entdo foi adicionado o anticorpo primario, e esta foi

incubada por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, o anticorpo primario nao
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ligado foi retirado por 5 lavagens de 5 minutos cada, quando entdo foi adicionado o
anticorpo secundario, incubando a membrana por uma hora a temperatura ambiente,
seguido de cinco lavagens de 5 minutos cada. A seguir, em camara escura, a membrana
foi banhada com a solugao de revelacdo que consiste da mistura na proporcédo 1:1 dos
reagentes do Western Blotting Luminol Regent (Santa Cruz Biotechnology). A membrana
foi protegida entre dois plasticos e exposta ao filme de raios-X (Sigma-Kodak) por varios
intervalos de tempo, com o objetivo de se obter a melhor revelagcao das bandas. Apods a

exposigao o filme foi revelado manualmente em sala escura.

6.1.5.4 Anticorpos Utilizados

Anticorpo monoclonal feito em camundongo contra a glutationa-S-transferase
(GST) (sobrenadante de hibridoma clone 5.3.3 gerado no laboratério por imunizagao de
camundongos BALB/c com uma proteina de fusdao GST-CGI-55 (Lemos TA, et al., 2003),
utilizado numa diluicdo de 1:5).

Anticorpo monoclonal feito em camundongo contra o tag de poli-histidina (anti-
penta His diluicao 1:5000).

Anticorpo de cabra contra IgG de camundongo conjugado com peroxidase de

rabanete (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, utilizado na diluigdo 1:4000)

6.1.5.5 Quantificacao por espectrofotometria

Aminoacidos aromaticos, principalmente o triptofano, podem ser detectados a
comprimentos de onda de 280nm. Para isso, as amostras submetidas a analise de
quantificacao eram diluidas em tampao desnaturante Guanidina 6M e submetidas a leitura
em espectrofotdmetro, em uma cubeta de quartzo, a 280nm. Para todas as medidas, era
descontando a absorbancia do tampao (branco), medida no mesmo comprimento de

onda.

6.1.6 Refolding e purificacao de STC-1 C-terminal-GST dos corpos de
inclusao de BL21 (DE3) pRARE

A expresséo de STC-1 C-terminal-GST foi feita em 500mL de cultura e seu pellet

lisado por presséo utilizando-se a prensa French® Press. Apos separado a fragao soluvel

e insoluvel por centrifugagcao, um gel de SDS-PAGE foi feito para analise das fragdes,

detectando, como esperado, apos os testes de mini-indugéo a proteina apenas na fragéo

insoltvel.
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O protocolo de refolding de lisado (Liu X, et al.,2007), foi usado para purificagdo de
STC1 C-terminal-GST, dividindo-se o pellet total (500mL de indugdo) em dois iguais. O
pellet de 250mL de indugéo foi ressuspenso em 50mL de tampao LX-A (NaCl 50mM, Tris-
Cl pH8,0 50mM, EDTA 0,5mM, Glicerol 5%, DTT 5mM e Acido Deoxycolato 2% [p/v]) e
incubado a TA durante 30 minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000g, a 4°C durante
10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com PBS 1X e ressuspenso em
tampéao de desnaturacao LX-B (Tris-Cl 10mM, NaH,PO4 100mM, Uréia 8M, DTT 5mM, pH
8,0). Apds incubacao por 30 minutos a TA, a amostra foi centrifugada a 12.000xg por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi diluido 20 vezes em tampéo de refolding LX-C, gelado
(Tris-Cl 25mM, NaCl 100mM, Glicerol 10%, L-arginina 5mM, Glutationa reduzida 1mM,
Glutationa Oxidada 0,5mM, Uréia 0,2M, pH 9,0) e incubado durante 24 horas a 4°C. O
conteudo foi dialisado contra 5L de PBS 1X, a 4°C, durante 24 horas (com uma troca de
tampéao apos 12 horas) em saco de dialise de poro de 3500Da. A amostra dialisada entao
foi incubada com 2,5mL de resina Glutathione Sepharose 4B, previamente equilibrada
com PBS 1X, durante 1 hora a 4°C em agitador. Apds a resina ter sido lavada 3 vezes
com tampao PBS 1X, a resina foi incubada por 1,5 hora, a 4°C, com 15mL de tampao de
purificacdo (MES 50mM, NaCl 500mM, Glutationa Reduzida 10mM, pH 6,5). O

sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80°C.

6.1.7 Producao e selecao de anticorpos monoclonais anti-STC1

Foi encomendada a empresa Célula B (UFRGS-RS) a producao de anticorpos
monoclonais anti-STC1. Para tanto foi enviado a proteina recombinante STC1-HT,
produzida em baculovirus, para imunizacdo dos camundongos e a proteina STC1-
Cterminal-GST, produzida em E. coli e submetida ao refolding, para sele¢cao dos clones.
A empresa realizou testes de ELISA para escolha de 3 clones, que foram produzidos e
purificados. A nés foram enviados os hibridomas, o sobrenadante, ascites e o purificado

de 3 clones.

6.1.8 Biotinilacao dos anticorpos monoclonais anti-STC1

Para realizagdo do ensaio de ELISA sanduiche, os 3 clones dos anticorpos
monoclonais anti-STC1 encomendados e produzidos no pela empresa Célula B (UFRGS),
foram conjugados a moléculas de biotina, para que pudessem ser testados como
anticorpos de detecgdo no ensaio. Para tanto a conjugacéo dos anticorpos assim como a

mensuracao do numero de moléculas de biotina/molécula de IgG, foi feita através do kit
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comercial EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation (Pierce) de acordo com as instru¢gdes do

fabricante. A concentracao final de cada clone foi determinada por técnica de BCA.

6.1.9 Ensaio de ELISA

Como pode ser visto na tabela 3, diversos testes foram feitos com os 3 clones
obtidos, variando os pares de captura e deteccdo. Para tanto o coating da placa de 96
wells para captura do antigeno, foi feito com 1, 2, 3 ou 4ug/mL de anticorpo (clone 1, 2 ou
3) diluido em 250uL de PBS1X, a 4°C, overnight. Na manha seguinte, a placa foi lavada 2
vezes com PBS1X e bloqueada com PBS1X acrescido de 3% de BSA (PBSA) por 2 horas
a temperatura ambiente. Apds mais 2 passos de lavagens com PBS1X, foi adicionado a
todos os pogos STC1-HT diluida em PBSA (de 500pg/mL a 500ug/mL), durante 1h30 em
temperatura ambiente (TA). Mais 4 passos de lavagem foram feitos com PBS1X e entao
os anticorpos de deteccao (clones 1, 2 ou 3 biotinilados) foram adicionados (250, 500,
1000 ou 2000ng/mL) diluidos em PBSA e incubados por 2 horas a TA. Apds mais 3
passos de lavagens com PBS1X, foi adicionado estreptavidina-HRP (1:10000 em PBSA)
e as placas foram incubadas por 45 minutos a TA. Em seguida, apés 3 lavagens com
PBS1X, foram adicionados 100uL do reagente TMB (3,3',5,5-Tetramethylbenzidine - LGC
Biotecnologia) incubado a TA por 22 minutos. A reacdo foi paralisada com a adi¢cao de
50uL de 1N H,SO,. As placas foram lidas a 450nm e os valores plotados em MS Exel
2007.

6.2 - Identificar parceiros de interacao para STC1 humana, dentro e fora da célula,
visando compreender melhor as vias de atuacao e possiveis funcoes

6.2.1 O ensaio de duplo hibrido em leveduras

As técnicas utilizadas nesta segdo (Construgdes plasmidiais e sub-clonagens,
ensaio de duplo hibrido em leveduras e analise de sequéncias de DNA, mapeamento de
interagbes, expressado e purificagdo de proteinas recombinantes, GST pull down, co-
imunoprecipitagao, analises filogenéticas, SUMOilagao in vitro e ensaios SUMO E3 ligase,
localizagao sub-celular e construgdo da rede de interagdes proteina-proteina) estao

descritas em nosso artigo (Santos MT, et al., 2011) arquivo anexo a esta tese (item 7).
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6.2.2 Isolamento e identificacdo do receptor de Stanniocalcina-1 humana

6.2.2.1 Cultura de linhagens celulares humanas

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de tamanhos variados
(Corning), em estufa a 37°C com atmosfera suplementada com 5% de CO,. O meio de
cultura estéril utilizado foi RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e

antibioticos penicilina/estreptomicina.

6.2.2.2 Citometria de Fluxo

Linhagens de células Karpas, K562 e L540, apos terem sido incubadas com STC1-
HT ou sem nenhuma proteina (controle negativo), foram ressuspensas em tampao FACS
(PBS1X, 5% soro fetal bovino e 0.1% azida de sédio) e incubadas com 1ug de anticorpo
monoclonal mouse anti-PentaHis (Santa Cruz) ou 1ug isotipo de IgG mouse (controle
negativo) em gelo. Apds 1h de incubacéo, as células foram lavadas 3X em tampao FACS
(2000g, 2 minutos) e incubadas com 0,4ug de anticorpo secundario goat anti-mouse
fusionado ao fluoréforo PE. Apds 30 minutos de incubagdo em gelo, as células foram
lavadas 5X com tampao FACS e entdo analisadas por citometria de fluxo (BD - Becton

Dickinson) e os dados analisados pelo software CellQuant.

6.2.2.3 Crosslinking e isolamento do complexo STC1-receptor

O crosslinking de STC1 ao receptor foi feito utilizando o reagente da Pierce Sulfo
SBED trifuncinal com biotina (Figura 20). Inicialmente faz-se necessario a conjugacao de
STC1-HT com o crosslinker. Para tanto, 100ug de STC1-HT foram dialisados por 4 horas
a 4°C contra tampao PBS1X utilizando membrana de poro tamanho 12-14kDa
previamente fervida. A proteina entao ressuspensa em 500uL de PBS1x foi incubada com
50mM do crosslinker (1mg ressuspenso em 22uL de DMSQO) no escuro, e em gelo por 2
horas. Em seguida, uma nova dialise idéntica a descrita acima foi realizada para que o
excesso de crosslinker ndo conjugado fosse eliminado. A proteina entdo foi incubada com
as linhagens celulares, conforme descrito e as células lavadas 2 vezes com PBS1X
gelado, no escuro. Em seguida, as células foram submetidas a fotoativagdo do
crosslinker, através da exposi¢ao por 15 minutos, a 5 cm de distancia de uma ld&mpada
UV (312nm), permitido entdo a estabilizagao do complexo. As células entédo foram lisadas
com tampao RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay - 50mM Tris HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 1% NP-40, 0.5% , sodium Deoxycholate e 0.1% SDS), centrifugadas 30 minutos a
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15 000g a 4°C e o sobrenadante foi incubado com beads magnéticas conjugadas com
estreptavidina (Boehringer Mannhein) durante 1 hora a 4°C com agitagdo constante. As
beads entao foram lavadas 3X com tamp&o PBS1X e ressuspensas em loading buffer 2X
(com ou sem DTT na composigao) e fervidas a 95°C durante 15 minutos. Como controle
negativo, fez-se o0 mesmo processo com STC1-HT ndo conjugada ao crosslinker e com a
proteina V2-GST conjugada com o crosslinker, além das células n&do incubadas com

nenhuma proteina, apenas com PBS 1X.

6.2.2.4 Espectrometria de massas

As bandas foram recortadas do gel (Figura 21 B) e as proteinas foram reduzidas,
alquiladas e digeridas com ftripsina. Os peptideos foram separados por gradiente de
hidrofobicidade em coluna C18 (100 ym x 100 mm) (Waters) em nanoAcquity Ultra
Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um
espectrometro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Volume de 4,5 pL dos
peptideos foram injetados automaticamente e os peptideos foram eluidos da coluna com
gradiente de 0-90% de acetonitrila contendo acido féormico a 0,1% durante 20 min sob
fluxo de 0,6 pL/min. Os arquivos de dados gerados pelo Q-Tof foram processados em
programa Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.). Para a identificagdo das
proteinas foi utilizado o programa Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltd.), tendo
como parametros uma clivagem perdida pela tripsina, modificagdo fixa de
carbamidometilacdo, modificacido variavel de oxidacdo da metionina e 0,1 Da de
tolerancia de massas para MS e 0,1 Da de tolerancia de massas para MSMS. As buscas

foram realizadas utilizando o banco de dados de humano do International Protein Index.

6.2.3 A interacao entre Stanniocalcina-1 e NEK6

6.2.3.1 Busca por sitios de fosforilacao na sequéncia de STC1

Foi utilizado o programa disponivel online PHOSIDA (www.phosida.de).

6.2.3.2 Ensaio de Fosforilagao in vitro

O mix de reagdes feito em tampé&o quinase (50 mM MOPS, pH 7.4, 300 mM NacCl,
10 mM MgCl,, 0.1mM PMSF) contendo 100 pM ATP, 185 kBq [y-32P] ATP (222
TBg/mmol; NEM) e 0.1 pug/uL de STC1-HT produzida em baculovirus, 6xHis-hNek6 wide
type ou 6xHis-hNek6 mutante (S206A) foram incubadas a 30°C por 30 minutos. Os
produtos de reagdo foram separados em gel 12,5% SDS-PAGE e as proteinas

fosforiladas detectadas por autoradiografia.
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6.2.3.3 Ensaio de co-localizacao de STC1 e NEK6 em células THP-1 e

microscopia confocal.

Células THP-1 foram cultivadas em garrafas de 75 cm? com meio RPMI
complementado com 10% de soro fetal bovina e 1% de Penicilina/Strepitomicina. Cerca
de 10° células, diluidas em 100uL foram espotadas em laminas de vidro com auxilio de
um cytospin (800g / 5 minutos). Em seguida as células foram fixadas em uma solucéo
contendo 2% (w/v) paraformal-dehyde, 50 yM Taxol e 50mM EGTA a temperatura
ambiente por 20 minutos . Logo apds foram permeabilizadas com e bloqueadas com uma
mistura de 0.3% (v/v) Triton-X-100 e 3% (w/v) glicina em PBS1X a temperatura ambiente
por 30min. As células THP-1 foram incubadas a temperatura ambiente , por 1 hora, com
anticorpos especificos (mouse monoclonal anti-STC1 [1:100] e goat polyclonal anti-NEK6
[1:100 Santa Cruz Biotechnology]) em solu¢cao de PBS1X contendo 0,1% de BSA (w/v).
Em seguida, incubou-se por uma hora a temperatura ambiente com os anticorpos
secundarios donkey anti-mouse (1:200) FITC e chicken anti-goat (1:200) Rhodamina.
Como controle uma lamina apenas com anticorpos secundarios foi feita em paralelo. DAPI
(Molecular Probes) foi utilizado para corar o nucleo das células (1:200). As marcagdes
foram examinadas em microscépio de fluorescéncia Nikon e microscopio confocal a
Axioplan Carl Zeiss LSM 510 META.

6.2.4 O ensaio de pull down semi in vivo

6.2.4.1 Extracao de bago murino.

Foi utilizado um rato macho adulto Wistar, fornecido pelo Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), Campinas-SP, com peso de 400g. O rato
foi anestesiado por via intraperitoneal com uma mistura de Cloridrato de Cetamina
(Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e Diazepam (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A,
Brasil). Esta mistura foi administrada na propor¢do de 10mg de Cloridrato de Cetamina
para 0,07/mg de diazepam, e a dose aplicada foi de 0,3mL/100g de peso corporal do
animal. Por fim, o animal foi sacrificados com injecao de solugéo de cloreto de potassio

(KCI) pela canula arterial e o bago foi extraido.

6.2.4.2  Extracao de proteinas totais de baco murino
O bago murino extraido foi congelado com nitrogénio liquido e macerado em

cadinho até sua pulverizagao. O p6 foi ressuspenso em 2mL de PBS1X contendo cocktail
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de inibidores de protease (Roche) e sonicado em 6 ciclos de 5 segundos de pulso / 10
segundos de pausa, a 40% (Sonics). O lisado foi centrifugado a 14000 rpm por 30

minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.

6.2.4.3 Puli-down de proteinas do baco murino

Depois de lavada 3x com PBS1X, 50ul de resina Ni-NTA foram incubadas com
500ug de STC1-HT para garantir sua saturacao e lavada mais 3x com PBS1X. Como
controle, o mesmo volume de resina, lavada 3x com PBS1X (sem ter sido incubada com
STC1-HT) foi utilizada. As resinas foram incubadas overnight com 1mL de lisado total de
proteinas do bago murino a 4°C com agitacdo constante. Apds a incubacéo, as resinas
foram lavadas com PBS1X por 5x, ressuspensas em tampao de corrida SDS 4x, fervidas
durante 15 minutos a 95°C e 30uL de amostra foram submetidas a eletroforese em gel de
12,5% SDS-PAGE. O gel foi corado com prata de acordo com instru¢gdes do fabricante,

com o kit Silver Stain (Invitrogen).

6.2.4.4 Identificacao de proteinas que se ligaram a STC1-HT por
espectrometria de massas

As bandas e faixas foram recortadas dos géis e as proteinas foram reduzidas,
alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptideos gerados foram separados por gradiente
de hidrofobicidade em coluna C18 (75 mm x 100 mm) (Waters) em nano Acquity Ultra
Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um
espectrdmetro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Volume de 4,5 ml dos
peptideos foram injetados automaticamente e os peptideos foram eluidos da coluna com
gradiente de 0-90% de acetonitrila contendo acido formico a 0,1% durante 45 min sob
fluxo de 0,6 mL/min. Os arquivos de dados gerados pelo Q-Tof foram processados em
programa Mascot Distiller v.2.2.1.0, 2008 (Matrix Science Ldt.). Para a identificacdo das
proteinas foi utilizado o programa Mascot Server v.2.2 (Matrix Science Ltd.), tendo como
parametros uma clivagem perdida pela tripsina, modificagédo fixa de carbamidometilagao,
modificagao variavel de oxidagao da metionina e 0,1 Da de tolerancia de massas para MS
e 0,1 Da de tolerancia de massas para MSMS. O Decoy de erro suportado foi de 1%. As
buscas foram realizadas utilizando o banco de dados nao-redundante do National Center

for Biotechnology Information (NCBInr).
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6.2.5 Fip-In T-Rex Mammalian Expression System — Geracao de clones

estaveis

O sistema Flp-In T-Rex da Invitrogem permite a geragdo de linhagens isogénicas
de células estaveis de mamiferos com expressdo de um gene de interesse induzida por
tetraciclina. As linhagens de células hospedeiras Flp-In-293 (Human embryonic kidney) T-
Rex foram previamente transfectadas, de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante, com os vetores pFRT/lacZeo com selegdo por Zeocina (400ug/mL) e o
pcDNAG6/TR com selecdo Blasticidina (15ug/mL) e atividade de B-Galactosidadase. O
vetor de expressao pcDNAS5S/FRT/TO/FLAG foi digerido e linearizado por enzimas de
restricdo Notl e BamHI, purificado de gel de agarose e submetido a reacido de ligacao
com inserto STC1, amplificado por PCR com os primers Flag-Forward STC1 BamHI (5’ —
GGATCCACCCATGAGGCGGAGCAG — 3’) e Flag-Reverse STC1 EcoRIl STOP/A (5 —
GAATTCTTATGCACTCTCATGGGATGTGCGTT - 3).

Foi realizada uma minipreparacdo de DNA plasmidial dos vetores pcDNA5-STC1-
FLAG e pOGG44 que foram co-transfectados em Linhagens de Células Hospedeiras Flp-
In-293 T-Rex na proporcao de 1:9 (ug) em meio DMEM sem os antibiéticos de Zeocina,
Higromicina, ou Blasticidina numa placa de 6 wells. Apds 24 horas, as células foram
divididas na proporgao de 1:5, 1:10 e 1:20 em placas de petri de 10 cm? e selecionados
com meio contendo Higromicina B a 100 ug/mL. Depois de 24 horas o meio foi trocado
por meio DMEM contendo Higromicina B a 100 ug/mL e Blasticidina a 15 ug/mL, seguindo
esta mesma troca entre 3 a 4 dias até que as coldnias possam ser vistas a olho nu (~5
mm de didmetro). Realizamos a selegao policlonal e distribuimos as células na mesma
placa de petri até atingir confluéncia de aproximadamente 80%, entdo transferimos e
expandimos para garrafas de 25cm?, 75cm? e 175 cm? em meio contendo Higromicina B e
Blasticidina. A expressao do gene de interesse foi induzida por diferentes concentragdes

de tetraciclina (1 mg/mL em 100% etanol).

6.2.6 Resultados Complementares

6.2.6.1 Ensaios de marcacao intracelular e de MTT

Placas de 96 pogos foram pré-incubadas com células do estroma até sua
confluéncia 37°C. Adicionou-se aos pogos 5,0 x 104 células viaveis das linhagens de
leucemia precursor-B Nalm6 e REH aos pogos, contendo ou n&o células primarias do
estroma da medula éssea. Adicionou-se entdo diferentes concentragdes da proteina

recombinante STC1-HT, originaria de células de insetos (baculovirus): 0 (veiculo), 50,
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100, 200, 400, 1000 e 2000 ng/mL. Todo experimento foi realizado em condicdes
assépticas. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e em atmosfera umida, com 5%
de CO, durante 24 e 48 horas. Apds esse periodo, a proliferacao celular foi avaliada pelo
método de MTT. O ensaio colorimétrico do MTT tem como principio a redugao do sal MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromo tetrazdlio, Sigma) pela desidrogenase
mitocondrial das células vivas, para um produto de reagdao MTT-formazana de cor azul
escuro. Apos incubacgao foi adicionado 20 uL de 0,5 mg/mL de 3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) e incubadas a 37°C por 4,5 h. Entdo foi
adicionado 100 uL SDS 10%/HCL 0,01M. O produto da reagao foi mensurado a 590nm
usando uma leitora de microplacas. A proliferacao celular foi expressa em termos de

absorbancia. Os testes foram realizados em friplicata.

6.2.6.2 Marcacao intracelular de STC1

Placas de 96 pocos foram semeadas com células do estroma e incubadas a 37°C
até a confluéncia da camada de estroma. Adicionou-se aos pocgos 2,0 x 105 células
viaveis de leucemia precursor-B (LLA) de pacientes coletadas no Centro Infantil Boldrini
aos pogos com e sem células do estroma. Adicionou-se entdo diferentes concentragdes
da proteina recombinante STC1-HT, originaria de células de insetos (baculovirus): O
(veiculo), 50, 100, 200, 400, 1000 e 2000 ng/mL. Todo experimento foi realizado em
condicoes assépticas. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e em atmosfera
Uumida, com 5% de CO2 durante 24h. Apds 24h, as células foram recuperadas, lavadas
em PBS, ressuspendidas em PBS gelado e incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente para bloqueio de marcacao inespecifica. Apds duas lavagens com PBS/BSA
0,5% (PBSB), as células foram incubadas no gelo por 30 minutos com CD19-Cy5 (BD
Pharmigen), lavadas com PBSB e fixadas em paraformaldeido 0,5% por 20 minutos. As
células foram entdo lavadas com PBSB, permeabilizadas por 10 minutos com
PBSB/saponina 0,5%, centrifugadas e marcadas com anticorpo primario goat polyclonal
anti-STC1 por 30 minutos. Apds lavagem com PBSB/saponina, as células foram
marcadas com anticorpo secundario donkey anti-goat IgG F(ab’)-APC por 30 minutos, e
posteriormente lavadas duas vezes com PBSB/saponina e uma vez com PBSB antes de
serem novamente fixadas com paraformaldeido. As células foram submetidas a
citometria de fluxo, e apenas as células viaveis foram utilizadas para avaliar diferengas na
quantidade de STC1 intracelular no equipamento BDFACSCanto (Becton Dickinson)

usando o software BDFACSDiva (Becton Dickinson).
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Human stanniocalcin-1 interacts with nuclear and cytoplasmic proteins
and acts as a SUMO E3 ligasef
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Human stanniocalcin-1 (STC1) is a glycoprotein that has been implicated in different
physiological process, including angiogenesis, apoptosis and carcinogenesis. Here we identified
STCI as a putative molecular marker for the leukemic bone marrow microenvironment and
identified new interacting protein partners for STC1. Seven selected interactions retrieved from
yeast two-hybrid screens were confirmed by GST-pull down assays in vitro. The N-terminal region
was mapped to be the region that mediates the interaction with cytoplasmic, mitochondrial and
nuclear proteins. STCI interacts with SUMO-1 and several proteins that have been shown to be
SUMOylated and localized to SUMOpylation related nuclear bodies. Although STCI interacts
with SUMO-1 and has a high theoretical prediction score for a SUMOylation site, endogenous
co-immunoprecipitation and in vitro SUMOylation assays with the purified recombinant protein
could not detect STC1 SUMOylation. However, when we tested STC1 for SUMO E3 ligase
activity, we found in an in vitre assay, that it significantly increases the SUMOvylation of two
other proteins. Confocal microscopic subcellular localization studies using both transfected cells
and specific antibodies for endogenous STC1 revealed a cytoplasmic and nuclear deposition, the
latter in the form of some specific dot-like substructure resembling SUMOylation related nuclear

bodies. Together, these findings suggest a new role for STCI in SUMOwylation pathways,

in nuclear bodies.

Introduction

Triggering of angiogenesis is a fundamental process to
tumor-host interaction and essential for cancer progression.'
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Solid tumors, as well as leukemias, benefit from this new
vascularization by obtaining oxygen. nutrients, growth factors
and survival signals. Some angiogenesis inhibitors showed
effective anti-leukemia activity in animal models of human
leukemia, indicating leukemia dependence on angiogenesis.’
Leukemic cells are able to modulate their bone marrow (BM)
microenvironment for their own benefit.* Microarray analysis,
carried out in order to characterize leukemia-modulated genes
in BM endothelial cells (BMEC), by stimulation either with
primary acute lymphoblastic leukemia (ALL) cells or with the
patient’s plasma, resulted in the identification of several
activated genes. Here, in validating five of these potential
BM micro-environmental markers by Quantitative Real-Time
PCR (RQ-PCR) we found stanniocalcin-1 (STCI) as a
significantly activated gene in BMEC after 6 hours stimulus
with plasma of children with ALL.

STCI is an endocrine hormone originally discovered in
bony fishes and later identified in humans by mRNA differ-
ential display of genes related to cellular immortalization.*
Different from its role in fish, human STCI seems to play a
more complex role in numerous developmental. physiological.
and pathological processes, including cancer, pregnancy,
lactation, angiogenesis, organogenesis, cerebral ischemia,
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and hypertonic stress.” The precise role of STCI in carcino-
genesis is still unclear. and in particular, the involvement of
cancer cells in the differential STCI expression remains to be
determined. STC1 mRNA was present in the bone marrow
and blood of breast cancer patients, whereas no STCI mRNA
was evident in healthy volunteers,® thereby suggesting STC1 as
a potential novel marker for human breast cancer. Tumor
vasculature may also be responsible for the increased expression
of STCIJ's since VEGF induces STC1 expression.g'm Further
studies suggest that STC1 activates antioxidant pathways in
endothelial cells and macrophages and displays cytoprotective
and anti-inflammatory actions.''

Albeit STC1 has been implicated in so many processes,
neither its receptor nor any other interacting molecular
partners have been reported to date. In fact its cellular
localization is still dubious, since several reports related it to be
localized to the cytoplasm, the mitochondria'® and even the
nucleus,” although it is a secreted protein supposed to enter
the secretory pathway of the cell.'* However secreted protein
may be absorbed by other cells. possibly resulting in the uptake
in cytoplasmic compartments. In view of the lack of information
about molecular partners and specific STCl function, we
performed here veast two hybrid screens in order to trace
potential mechanisms underlying its activities in human cells.

Results

Validation of STC1 as a BM microenvironment molecular
marker in ALL

Previous microarray data (Jose A. Yunes and Angelo A.
Cardoso, unpublished data) showed around an eight-fold
increase of STCI mRNA in BMEC after treatment with
ALL patients’ plasma. We were able to confirm STCl mRNA
up-regulation during a co-culture of bone marrow stromal
cells with leukemic blasts by Real Time Quantitative PCR
(RQ-PCR, Table 1, see Materials and Methods for details) and
found a similar increase (~ 7 fold) in stromal cells co-cultured
with 3 different primary ALL cells after 24 hours of treatment.
After only six hours of treatment STCl mRNA level was
however ~ 5.4 fold below its initial level (0 h) (Fig. 1).

Identification of STC1 interacting proteins by yeast two hybrid
screenings

Before the yeast two-hybrid screening the construction of
LexA-STCI1ASPa (without the signal peptide) was tested for
autonomous activation of reporter genes (HIS3 and LacZ)
and no auto-activation of reporters was found (not shown).
This demonstrates that STCI alone has no capacity to activate
the reporters and to generate false positive clones. The
identified interacting clones demonstrate a specific interaction
with the STC1 protein. The absence of auto-activation of the
bait construct is an absolute prerequisite for the successful
performance of a yeast two-hybrid system library screen. We
then employed the yeast two-hybrid system to screen human
fetal brain, bone marrow and leukocyte cDNA libraries.
LexA-STCIASPa construct was used as bait, and a total of
about 1.5 x 10° co-transformed clones in the three screenings
were assayed for both reporters.

Leukemic &
blasts % )

E._, RNA isolation

%88 cDNAtymhesis

-
Real Time PCR

-~ - I

40

Stroma mRNA Relative Quantity
£

00

Oh | 6h | 24h | 24h
(FCS)

Stroma + medium

24h
Sample 1| Sample2 | Sample 3

Stroma + medium & leukemic biasts

Fig. 1 Analysis of candidate gene expression by quantitative real time
PCR (RQ-PCR). (A) Bone Marrow (BM) stromal cells were cultured
until they reached confluency and were then subjected to a co-culture
with primary B-precursor acute lymphoblastic leukemic cells obtained
from different patients for the indicated periods of time. BM stromal
cells were separated and processed for RNA extraction, cDNA
synthesis and Real-time Quantitative PCR (RQ-PCR). (B) mRNA
expression of different candidate genes in BM stromal cells either
cultured in fresh media without fetal calf serum (FCS) during 6 hours
and 24 hours (both with or without FCS), or stimulated by co-culture
with primary leukemic blasts of three different ALL patient’s (samples
1. 2 and 3) in fresh media without bovine fetal serum (BFS). The same
samples of BM stromal cells before the co-cultivation (0 h) were used
for calibration (set to 1.0). Bars indicate standard errors with 95% of
confidence. DKK1 and STCI presented initially a reduction in the
expression levels, after 6 hours of co-culture. STC1 demonstrated then,
after 24 hours, a great increase in its expression level, validating the
microarray data and suggesting that STCl may serve as tumor
microenvironment marker.

An interaction map designed for STCI interactions exhibits
a complex network (Fig. 2). A total of 22 proteins were
identified and their retrieved fragments, domain composition
as well as their cellular locations according to Gz*:ne()mholog)-'ii
are presented in Table 2.

Proteins were grouped according to their cellular compartment
in seven groups, although some are present in more than one
group: nuclear (LMNA, MAPK 14, FUS, QRICHI, SAPIS,
SP100 and SUMOI), endoplasmic reticulum (ERN1, JSRP1,
TMEMI32A and FLJ20254), mitochondria (MTNDI1 and
ALAS?2), cytoplasm (ALDOA, FTL, MAPK 14 and SUMOI),
plasma membrane (ANPEP, CMTM3, DAGLB, FNDC4
and TMEMI132A). extracellular/secreted (ELA2) and red
blood cells (HBAI1/2). Although QRICHI and FLJ20254
had no GeneOnthology information about their location
we used the prediction of PSORT Il program'® to infer
their possible localization, and hence be able to group
them, too.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig. 2 Protein interaction map of human STCI. Yeast two hybrid screens of bone marrow, leukocyte and fetal brain cDNA libraries were
performed. Diagram shows a simplified network of protein interactions found by yeast two hybrid screens (ZBTB16 has been omitted here since it
may be a false positive). Lines indicate interactions and each color is indicative of published data about the interaction (the present work new
findings are indicated by yellow links of STC1 to its preys). Each protein is represented by a different color code assigned by the Osprey program®?

according to GeneOnthology.

Confirmation of interactions by GST-pull down assays

In order to confirm interactions observed in the yeast
two-hybrid screens we performed GST-pull down assays,
using prey proteins, retrieved from the screenings, fused to a
GST-tag and a His-tagged STCI (STCI-HT) produced in
insect cells.'” Starting with 22 clones, 18 cDNAs had cloning
strategy frame, for direct transfer from pACT2 vector to
GST-tag expression vector. From this 18, we could sub-clone
11 and, from those, only seven (presented in Fig. 3—SP100,
FUS, JSRPI, SUMOI, TMEMI32A, FDNC4-FIII and
LMNA) expressed as soluble proteins. In the case of FNDC4
protein, primers were designed to amplify only the extra-
cellular portion (mainly comprising its fibronectin type IIL

Table 1 Primer sequences and concentrations used in the RQ-PCR

domain [FNIII]). Even using PMSF to inhibit proteases
activity, some of the GST-tag proteins expressed showed some
degradation in the expression conditions that we were able
to establish for the soluble expression of these proteins.
Recombinant STC1-HT have bound to all seven GST-tagged
proteins but not to GST alone demonstrating the specificity of
observed interactions (Fig. 3).

STCI1 interacts with partners by its amino-terminus

We further generated two constructs of STCI fused to LexA
DNA binding domain splitting STC1 into approximately two
halves (an amino and a carboxyl end construct, named
LexA-N STCIAPSb and LexA-C STCI1 respectively). The

Primer name Primer sequence (5'-3)

Product size (bp) Concentration in RQ-PCR reaction/nM

AFIQ-F GGCCTGGGTCTGTCAGATACA
AFI1Q-R TGCTTGCCCGATCATTITG

CGI109-F AGGGAGGAAGAAAATTGCCTTT
CGI109-R TCCATAAAACTGAACAGTGCAGAATA
DKKI-F AGGAAGCGCCGAAAACG

DKKI-R TTTGATCAGAAGACACACATATTCCA
STCI-F TGAGGCGGAGCAGAATGACT
STCI-R CAACGAACCACTTCAGCTGAGT
TCTEIL-F ATGCTGAGGAAGCCCACAAT
TCTEIL-R TTATAGGCTTTTCCCAACTTAACCA
GAPDH-F ATGGAAATCCCATCACCATCTT
GAPDH-R CAGCATCGCCCCACTTG

72 400
95 400
88 400
78 100
148 250
68 400

182 | Mol. BioSyst., 2011, 7, 180-193

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

100



View Online

Table 2 Proteins retrieved from yeast two hybrid screenings

cDNA library Official symbol Component/compartment according to
(no. of clones) (Entrez GermID)“7 Protein fragment Domain(s) present GeneOnlology"
- Nucleus
BM (9) FUS (2521) 381-526 (526) ZnF RBZ - Membrane
- Cellular component unknown
BM (8) HBA1/2 (3039/3040) 1-142 (142) G - Hemoglobin complex
BM (5) JSRPI (126306) 1-314 (331) - Undetermined
BM (4) FLI20254 (54867) 601-689 (689) DUF2359 - Undetermined
L (4) SAPIS (10284) 81-153 (153) - Histone deacetylase complex
FB()&L()  MT-NDI (4535) 9-60 (318) NADHdh i dun i g S o
- Integral mitochondrial inner membrane
FB(2) FNDC4 (64838) 15-234 (234) FN3 - Integral to plasma membrane
L (2) ERNI (2081) 1-59 (977) PQQ - Integral to endoplasmic reticulum membrane
- Extracellular space
L (2) CMTM3 (123920) 34-182 (182) - Integral o plasma tigmbians
- Cytoplasm
L(2) MAPK14 (1432) 1-38 (360) - Nucleus
- Spindle pole
- Cytoplasm
L (2) ANPEP (290) 875-967 (967) - Integral to plasma membrane
- ER-Golgi intermediate compartment
- B - Cell surface
BM (2) ELA2 (1991) 190-267 (267) Tryp SPc - Extracellular region
- Nucleus
L (2) SP100 (6672) 704-852 (879) HMG, CC - PML body
- Chromatin/chromosome
BM (1) LMNA (4000) 439-572 (572) IF tail “Rudens. (o
T - Nuclear lamina intermediate filament
BM (1) ALDOA (226) 89-364 (364) FBP Ala - Undetermined
BM (1) FTL (2512) 1-175 (175) - Ferritin complex
- Nucleus
n - Nuclear speckles
BM (1) ZBTBI16 (7704) 55-176 (673) BTP - PML body
- Transcriptional repressor complex
- Endoplasmic reticulum
BM (1) ALAS2 (212) 341-460 (587) AAT I PLP - Mitochondrial matrix
- Integral to mitochondrial inner membrane
L (D) QRICHI (54870) 502-667 (776) - Intracellular
- Cytoplasm
- Membrane
- Nucleus
L (D) SUMOI (7341) 1-101 (101) UBQ - Nuclear pore
- Nuclear membrane
- Nuclear speckles
- Endoplasmic reticulum
FB (1) TMEMI32A (54972) 808-932 (1024) cC - Golgi apparatus
- Integral to endoplasmic reticulum membrane
L(1) DAGLB (221955) 613-668 (672) - Integral to plasma membrane

BM: bone marrow; FB: fetal brain; L: leukocyte; AAT I PLP: aspartate aminotransferase superfamily (fold type 1) of pyridoxal phosphate;
BTP: bromodomain transcription factors and PHD domain containing proteins; CC: coiled coil; DUF2359: uncharacterized conserved protein:
FBP Ala: fructose-1.6-bisphosphate aldolase Ia; FN3: fibronectin type III; G: globin: HMG: high mobility group: IF tail: intermediate filament
tail: NADHdh: NADH dehydrogenase; PQQ: beta-propeller repeat occurring in enzymes with pyrrolo—quinoline quinone: Tryp SPc: trypsin-like
serine protease: UBQ: ubiquitin homologues: ZnF RBZ: zinc finger domain in ran-binding proteins.

cut between these two arbitrary halves was performed in a
region where no disulfide bonds showed cross-connection of
distant parts of the primary sequence (Fig. 4A), and both
constructs were tested against the prey constructs retrieved
from yeast two hybrid screenings. The great majority of the
proteins interacted with the amino terminus of STCI but not
with its carboxy terminal end. Interestingly, FNDC4 inter-
acted with both the N- and C-terminal constructs of STCI
(Fig. 4B).

During the mapping of the interaction between ZBTBI6
and STCI N- and C-terminal constructs this prey construct
alone also presented non-specific B-galactosidase activity with
a LexA-only construct (data not shown). The confirmation

assay of all prey plasmids alone is therefore essential to rule
out that the prey has transcriptional activation characteristics
per se which do not depend on its productive interaction with
the bait protein (STCI). In the case of the transcription
regulatory ZBTBI6 the potential auto-activation of the
reporter genes was almost expected.'®!? Accordingly, ZBTB16
was regarded as a false positive and discarded further on.

The role of stanniocalcin-1 and SUMO-1 interaction

Since SUMO-1 was retrieved as one of the preys from our
yeast two hybrid screen and because we were able to confirm
this interaction by GST-pull down (Fig. 3), we decided to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig. 3 [In vitro confirmation of STCI interaction with selected

retrieved proteins. GST-pull down assay between STCI-HT produced
in the baculovirus system and fragments of selected prey proteins
retrieved from the yeast two-hybrid screen. All preys were GST fusion
proteins. Asterisks indicate theoretically expected GST fusion recom-
binant protein sizes. Arrow head indicates GST. INPUT indicates
GST input in the top Western-blot (WB: anti-GST) and STCI-HT in
the bottom Western-blot (WB: anti-6xHis).

analyze 1f the STCI has a predicted posttranslational
SUMOylation site using the SUMOplot™ web available tool

50 100

from Abgent (http://www.abgent.com/doc/SUMOplot). This
analysis showed that lysine 83 in motif AKg;FD of STCI is
likely a target site of SUMOvlation, with a relatively high
score of 79%. By comparing this motif with the motifs of other
known SUMOylated proteins and their scores, we speculated
that STC1 not only interacts with SUMO-1 but may be also a
target of SUMOylation. Furthermore, it has been previously
shown that around 23% of SUMOylated proteins have a
non-canonical SUMOylation motif (i.e. motifs that do not
follow the rule: WKxD/E—Fig. 5A)%" As SUMOylated
proteins acquire novel functions, localization, activity or
interactions with other proteins,”! we studied the conservation
of the predicted SUMOylation motif AKg;FD in different
STC1 orthologs from different species. We discovered by
analyzing the phylogenetic tree, that this SUMOylation site
does not appear until the appearance of tetrapodes, but is
100% conserved in this group (Fig. S1, ESIT). This finding
matches well with the fact that in bony fish the function of
STCI has been strictly and solely associated to the calcium/
phosphate homeostasis.”> However in tetrapodes, especially in
mammals,?*2*23 there seems to have been a gain or change of
functions for STCI1, since several new functions were related in
mammalian species that include lactation, hypoxia, bone size
regulation and no significant effects on mineral homeostasis
have been related in mammalians.'!

So. we attempted to identify if STCI is a target of
SUMOylation either by performing co-immunoprecipitations
of endogenous STCI1 from HEK293 cells or by in vitro
SUMOylation assay using recombinant STCI-HT as a target.
As shown in Fig. 5B and C, we could not detect any SUMO-1
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Fig. 4 Mapping of the STCI interaction site with the prey proteins using the yeast two-hybrid system. (A) Schematic representation of full-length
human STCI and different constructs with LexA DNA binding domain used here. A linear representation of STCI-HT amino acid sequence is
shown with indication of the different portions (signal peptide [SP] in white, pro-peptide [PP] in dark gray, and mature protein chain in black), its
disulfide bonds intra- (brackets) and inter-chain (Dimer box). All constructs were produced as chimeric proteins with LexA fused to the
N-terminus. LexA-STCI1ASPa was used initially as a bait in the yeast two-hybrid screens and all three constructs were used to map the interaction
site of STCI. Light gray bar indicates a linker region derived from cloning. (B) Colony lift B-galactosidase assay of the yeast L40 strain co-
transformed with pBTM 116 constructs expressing LexA fusion protein baits (indicated on the right side) and Gal4 activation domain fusion preys

(indicated on the top) as retrieved from the screens.
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experimental identified SUMOylation sites: PML and Sin3A_* Cdc3 and Fak1.** The score for STCI is classified as a high probability motif.
(B) In vitro SUMOylation assay. The recombinant STCI-HT from baculovirus was submitted to the SUMOylation reaction provided by the
BIOMOL kit. As a positive control the RanGAP-1 protein was used. The negative controls are the same reactions, without ATP. The in virro
SUMOylation reaction could not detect SUMOylation of STCL. (C) HEK293 cells were used for the co-immunoprecipitation assay. The
co-immunoprecipitation could also not detect endogenous STC1 SUMOylation, but on the other hand confirmed the interaction between both
proteins. The total lysate was loaded onto the gels and analyzed by Western blots, but we could not detect neither STC1 nor SUMO-1 (not shown).
This was probably because there was not enough specific protein in the lysate lanes, compared to the IP lanes, where all antibody bound protein
was concentrated at only one place. (D) SUMO E3 ligase activity of STC1. The in vitro SUMOylation reactions were done with two different
proteins, with or without STC1. The reactions in which STCI was present had a significant increase of the target protein SUMOylation (WB anti
SUMO-1), showing that STCI displayed a SUMO E3 ligase activity. GST protein was used as a negative control. and the WBs anti-GST and the
WB anti-Ki 1/57 showed that the same quantities of proteins were loaded.

attachment to the STCI protein. However, since STC1 and
SUMO-I interacted, we also tested whether STCI could
increase the SUMOylation level of two other known
SUMOpylated proteins. Most interestingly we observed that
STC-1 acted as a SUMO E3 ligase capable of promoting a
significant enhancement of SUMOylation, in a ATP dependent
fashion, of both test proteins Ki-1/57-GST and RanGAP-1-GST,
but not of the control protein GST (Fig. 5D).

Cytoplasm and nuclear sub-cellular localizations for STC1

The proteins identified in the yeast two-hybrid screenings. as
described here, are localized both in the cytoplasm and
nucleus, suggesting that STC1 may also localize to the same

compartments. Some nuclear proteins, especially SP100,
SUMO-1 and SAPIS further suggest a localization of STCI
to nuclear bodies, possibly PML bodies, in which all of these
interacting proteins have been found [SP100:*® SUMO-1:%’
SAP18%%]. We checked this by subcellular immunolocalization
experiments. Confocal microscopic analysis of both K562
leukemia cell and a monoclonal antibody against STCI to
detect the endogenous protein or HEK293 cells transfected
with pEGFPN,-STC1 plasmid, revealed that STCI localizes
to the cytoplasm and the nucleus, where it appears, as
expected, in dot shaped fashion, thereby reinforcing the idea
of a localization to specific nuclear bodies (Fig. 6). Moreover,
both endogenous and transfected STC1 showed a characteristic
perinuclear deposition (Fig. 6).
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also are nuclear matrix associated.* and plays a role in the
organization of these PML-NBs, targeting proteins such as
STC1 interacting protein SP100, CBP, or Daxx to these
domains.* SUMOylation was first proposed to target PML
toward NBs, behaving as an NB-targeting signal but recently
SUMOylation is not anymore seen as an NB-targeting signal.
but rather as a consequence of the proteins localization to the
NB, although the functional significance of the presence of so
many SUMOpylated proteins in the NBs remains to be
obscure.*** Curiously, STC-1 interactor ZBTB16, although
discarded during our mapping experiments as a putative
false positive, has also been described as a component of
PML-NBs.*

Interestingly, most of PML-NB proteins are transient
residents and are recruited or released upon different cellular
stress signals. An example is p53 protein that during different
kinds of stresses is stabilized and activated at the PML-NB
and then can induce the transcription of its targets genes
leading to cell cycle arrest, senescence or apoptosis.*®*
Another link connecting STC1 to PML-NB is the observation
that during cell death generated by iodoacetamide-induced
oxidative stress, pS3 is stabilized and acetylated. ultimately
resulting in upregulated STC1 gene expression.*®

Also, exposure of cells to high concentrations of heavy
metal affects SP100 and PML proteins of PML-NB altering
their number and distribution within the cell.?® Turnover
dynamics of PML and SP100 at NBs is modulated by
SUMOylalionm and some studies hypothesize that PML-NBs
are SUMOylation hotspots.>”

Another STCI interacting protein retrieved in yeast
two-hybrid screen, SAPI8 (Sin3-associated polypeptide of
18 kDa), has been shown to play a key role in the gene-specific
recruitment of the HDAC complex by a number of transcription
factors, acting as a protein-protein adapter module bridging
the Sin3-HDAC complex to transcription factors, which is
supported by its ubiquitin-like fold.*' The transcription of
STCI has already been described to occur under HDAC3
regulation in breast cancer cells. When the progesterone
receptors (PR), binding at the promoter region of STCI, are
SUMOylated, HDAC3 is able to bind to PR and inhibit the
transcription. Alternatively, when the PR are phosphorylated,
SUMO-1 cannot attach to PR allowing for HDAC3
to promote STCI transcription.”® Recently HDAC7 has
been shown to act as a SUMO E3 ligase promoting
PML SUMOylation, in a deacetylase independent fashion,
and playing an important role in regulation of PML-NB
formation. >+

The fact that STC1 interacted with its partners predominantly
by its amino-terminal region (Fig. 4B) may have interesting
structural implications. In previous SAXS experiments'’ we
had postulated that STC1 forms an anti-parallel dimer mediated
through its carboxy-terminal end, leaving both of its
amino-termini exposed, which can possibly give the ability to
STCI to interact with two partners at the same time. This may
also be crucial for STCI capacity to act as a SUMO E3 ligase,
which would have to bind at one point in time simultaneously
to both SUMOI and the target protein of SUMOylation.

It is now widely accepted that SUMOylation is a process
that i1s required for PML-NB formation. Therefore the SUMO

E3 ligase activity of STC1 in these bodies could be relevant for
its interactions with several important proteins associated with
PML-NB that may be targets of SUMOylation.

Endoplasmic reticulum proteins

Among the four ER retrieved proteins interacting with STC1
two are related to the unfolded protein response (UPR), like
another member of the STC family, itself: STC2. The first is
the UPR transducer ERNI and the second is TMEMI132a,
which has also been renamed to HSPAS binding protein
(HSPAS5BP) by its high homology to its rat ortholog.*® The
UPR is activated by a variety of insults that disrupt protein
folding in the ER lumen thus preventing accumulation of
unfolded proteins in the ER lumen. Among these insults are
changes in intralumenal calcium, altered glycosylation,
nutrient deprivation, pathogen infection, expression of
folding-defective proteins, and changes in redox status.’®
The mammalian UPR has been shown to be activated by three
interconnected signaling proteins: activating transcription factor
6 (ATF6). IREI (first identified in a yeast mutant with
inositol-requiring phenotype, and also known as ERNI),
and double-stranded RNA-activated kinase (PRK)-like ER
kinase PERK. Each of these proteins are localized to the ER
membrane bound to glucose-regulated protein 78 (Grp78. also
known as BIP and HSPAS). a soluble ER-resident molecular
chaperone that upon ER stress conditions is released from the
trio of UPR transducers.*’

Most interestingly the other member of STC family of
proteins, STC2. has been shown to be induced by ER and
oxidative stress agents, and its knockdown was shown to
promote thapsigargin-induced N2a cell death. Thapsigargin
is an inhibitor of SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca*™
ATPase) via UPR.* IREI has been related to participate in
the relationship between ER stress and angiogenesis in the
placenta during pregnancy in mammals.®® Furthermore the
nuclear targeting of stanniocalcin-1 during pregnancy and
lactation, together with its role in angiogenesis has been
previously reported, emphasizing the functional connections
between STCs and IRE1."

The other two ER proteins retrieved with STC1 as bait are
the junctional sarcoplasmic reticulum protein 1 (JSRP1). and
the FLJ20254 protein (recently named TMEM214) of
unknown function. JSRPI plays a modulatory role in the
calcium turnover in muscle. as shown by its interaction to
both dihydropyridine receptor (DHPR) voltage sensors and
inside the sarcoplasmic reticulum’s lumen, where it binds to
calsequestrin which in turn is linked to Ryanodine receptors
family of calcium release channels of the reticulum.**®" In
bony fish STC1 has been well characterized to play roles in
calcium and phosphate homeostasis.®'®* Increasing evidences
have been showing that the human STCI may also have a role
in stress related to calcium-overload.* % Therefore, it is a
mechanistic possibility that STCl may interact with and
therefore inhibit JSRPI.

Mitochondrial proteins

STC1 has been previously found to localize within the
mitochondrial matrix, exerting a concentration-dependent

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

Mol. BioSyst., 2011, 7, 180-193 | 187

105



View Online

stimulatory effect on NADH oxidation.'? This was shown to
be attenuated upon occupancy of the STC1 ATP binding
cassette by purine nucleotides such as ATP and GTP.Y
STCI effect on the electron transport chain may be mediated
through its binding to its interacting protein MT-NDI
(Table 2), possibly by enhancing its activity. In fact, high
affinity receptors of STC1 have already been observed.'?

Cytoplasmatic proteins

STC-1 interactor mitogen-activated protein kinase 14
(MAPK 14 or p381MAPK) is a key kinase that responds to
activation by environmental stress and pro-inflammatory
cytokines by phosphorylating a number of transcription factors
and several downstream kinases. Another branch of the mitogen
activated protein kinases are the extracellular signal regulated
kinases (ERKs) 1 and 2 (ERK1/2), which are part of the
classical mitogen kinase cascade, regulating proliferation,
differentiation, and cell cycle progression.®® Another study
proposed that STC1 expression induced by VEGF-A 45 would
be mediated primarily by PKC, ERK and calcium signaling
pathways.m Since MAPK 14 interacted with STCI we speculate
that STCI may act in a modulatory fashion inhibiting the
stress-related signaling pathway of MAPK by binding to it.

Red blood cell and secreted proteins

The second more abundant protein retrieved from the STCI
yeast two hybrid screenings were the two hemoglobin beta
chain genes (HBA1 and HBAZ2), which code for the same
protein. Circulating STC1 is usually not detected, except in
pregnancy,” however James and coworkers’® demonstrated a
high binding of STCI to red blood cells postulating that the
inability of STCI detection in serum may be due to its
sequestration by red blood cells, which either could represent
a mechanism of delivery, storage or removal of STCI from
blood circulation and in any case HBA1/2 may serve as the
binding site.

Membrane proteins

STCI1 interactor Aminopeptidase N (ANPEP, CDI13) is a
broad specificity aminopeptidase that plays a role in the final
digestion of peptides generated from hydrolysis of proteins by
gastric and pancreatic proteases and serves as receptor for
human conavirus and cytomegalovirus infections, as well as
for tumor-homing peptides, more specifically NGR peptides.
In addition ANPEP seems to be an important regulator of
endothelial morphogenesis during angiogenesis.” ">

Chemokine-like factor superfamily 3 (CMTM3: CKLF-like
MARVEL transmembrane containing motif protein 3,
CKLFSF3) belongs to a novel family of proteins that play
important roles in the immune system and participate in
tumorigenesis. Retrieved as an STCI interactor, CMTM3
in particular is highly expressed in the testes along with
leukocytes and placenta.™™

STCI interactor fibronectin domain containing protein 4
(FNDC4, FRCPI) is a protein that is strongly expressed in
brain and liver, and like fibronectin type IIT (FNIII) and
Arg-Gly-Asp (RGD) containing plasma membrane proteins

might serve either as cell adhesion molecules or as receptors
with no identified ligand, yet.”

Taking into account that STC1 does not have a biochemically
characterized receptor on the cell surface it would be interesting
to perform further experiments in order to test whether any
of these three transmembrane proteins may function as a
functional STCI1 receptor in vivo.

Conclusions

Once we have validated STC1 as a potential molecular marker
of the bone marrow tumor microenvironment we set out to
identify its molecular interaction partners in human cells.
Our veast two hybrid screen identified a broad spectrum of
candidate protein interactors and emphasized the notion that
STCI is a truly multifunctional protein (Fig. 2, Table 2),
capable of interacting with proteins from different cellular
compartments, including the nucleus. By focusing on a specific
interaction of STC1 with SUMOI we were able to establish a
new specific function for STC1, which we show here, can act as
a SUMO E3 ligase. However, many of the other interactions
briefly descried in our discussion, open promising new avenues
to be explored in future detailed studies. since they all
show interesting connections with previous functional studies
on STC1.
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Materials and methods

Co-culture assay for the validation of the molecular marker
candidate genes differential expression in BM stromal cells

Primary leukemia samples used for in vitro assays were
obtained from patients with a newly diagnosed B-lineage acute
lymphoblastic leukemia (ALL). Co-culture experiments were
done with cryopreserved mononuclear cells from leukemic BM
aspirates. Normal BM samples were obtained from healthy
transplant donors included as controls. The study was
approved by the Research Ethics Committee from Centro
Infantil Boldrini. Bone marrow stromal cells (BMSCs) were
obtained by culturing donor BM mononucleated cells in
Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM) high glucose
(Sigma) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS). 1 uyM
hydrocortisone and penicillin—streptomycin, at 37 °C and 5%
CO,. After one week, plates were washed to remove non-
adherent cells, and the culture was continued until confluence
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was reached. Cells were detached by the addition of a solution
containing 0.25% trypsin. Cells at passages | to 3 were used in
the experiments.

In order to validate previous microarray data we performed
co-culture of BM stromal cells with leukemic blasts. BM stromal
cells were cultured in DMEM media with 10% fetal calf serum
(FCS) in six-well plates until they reached around 70% of
confluency. At this point the medium was changed either to
fresh media (control) or fresh media containing 3 x 10° primary
leukemic cells (three patient samples were used in three parallel
experiments). Samples were collected from non-treated BM
stromal cells (0 h) and from those treated with fresh medium
alone, containing or not, the leukemic blasts. Cells were then
washed with HBSS 1 x in order to wash of most leukemic blasts
from the stromal layer that tightly adhere to the plastic surface of
the tissue culture flasks. Ultimately the stromal cells were
trypsinized, collected and their total RNA was extracted.

Real-time quantitative PCR (RQ-PCR)

For RQ-PCR, total RNA was extracted from samples of treated
or untreated stromal cells using TRIZOL reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol and quantified by
spectrophotometrical methods. 2 pg of total RNA were treated
with DNase (GE Healthcare) and then transcribed into
first strand cDNA using First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Amersham Biosciences/GE Healthcare) modified as previously
described.” Briefly, RNA was treated with 20 U of DNase I
(Amersham Biosciences/GE Healthcare) in Tris-HCI 40 mM pH
7.5, MgCl, 6 mM buffer, after 15 minutes DNase was inactivated
by heating at 80 °C for 10 minutes. For the cDNA synthesis, we
proceeded similar to manufacturer’s protocol except that 500 ng
of random hexamers were used.

RQ-PCR assays were performed using the Applied
Biosystems 7500 Systems (Applied Biosystems) and each
sample was run in triplicates. All PCR reactions were carried
out in a final volume of 25 pL containing 1X of SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), a previously
determined concentration of each gene specific primers
(Table 1), 1 pL stromal cell ¢cDNA, and sterile deionized
water. The standard cycling condition was 50 °C for 2 min,
90 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min. Data were analyzed by relative quantification
using GADPH as endogenous control and non-treated BM
stromal cell cDNA as the calibrator sample.

Plasmid constructs

In order to obtain all STC1 constructs we used pGEMT-STCI
full length (1-247)"7 construct as template. To generate
pBTMI116-STC1ASPa (STC1 lacking the first 22 amino acids,
including the signal peptide), a construct used in the yeast two-
hybrid screen as a bait, which encodes a LexA fused protein,
we PCR amplified STC1 (23-247) with STCIASPa F
(5'-aaggatccCAGAATGACTCTGTGAGCCC-3") and STCI
Rev (5-ccgaattCCTCTCCCTGGTTATGCAC-3') primers,
cloned it into plasmid pUCI8 (Fermentas) and then
sub-cloned it into yeast bait vector pBTM116 plasmid. For
pBTMI116-STCINtermAPSb (STCl amino-termini lacking
the signal peptide, but coding residues 18 to 134) and

pBTM116Cterm (STCI carboxy end, coding residues 129 to
247), we PCR amplified the inserts with STCIAPSb F2
(5'-gaattcACCCATGAGGCGGAGCAG-3') and NSTCI +
stop R2  (5'-ggatccttaCACATTCAGCTTGCTGTAG-3")
primers for the amino-terminus and with CSTCI F2
(5'-gaattc TACAGCAAGCTGAATGTGTG-3') and CSTCI
R2 (5'-ggatccTTATGCACTCTCATGGGATG-3') primers
for the carboxyl end fragment. The PCR products were cloned
into pGEM plasmid and then sub-cloned into the pPBTMI116
yeast plasmid.

In order to obtain constructs used in the GST-pull down
assays, all nucleotide sequences encoding the proteins
retrieved to interact with the STCI (except that encoding
FNDC4) were sub-cloned from the vector pACT2 (Clontech)
to the modified bacterial expression vector pET28a-
GST-Tev"” resulting in GST fusion protein constructs. The
FDNC4 sequence was PCR amplified from the pACT2 vector
with FNDC4 F (5'-aaggatccCGGCCTCCCTCTCCTGTG-3")
and FNDC4 R (5-gggaattcACTCAAACGTCGATGGT-
GTTG-3') primers and the obtained construct (GST-FNDC4
[FIII]) lacks the carboxyl terminus portion, which encodes its
transmembrane and cytoplasmic domains, and which had
been present in the clone retrieved in the yeast two hybrid
screen. It had to be removed in order to allow soluble protein
expression in E. coli.

Full length Ki-1/57 ¢cDNA was cloned into the bacterial
expression vector pGEX 2TK to allow its expression as a
GST-tagged fusion protein.

For the pEGFPN,-STCI construct, used for the HEK293
cell transfections, we perform a sub-cloning of the STC1 gene
from pGEM-STCI, resulting in fluorescent GFP fusion
recombinant protein construct.

Yeast two-hybrid screen and DNA sequence analyses

The yeast two-hybrid screens of three human cDNA libraries
(Clontech) from fetal brain, bone marrow and leukocytes were
performed using the yeast strain L40 (trpl-901, his3del200,
leu2-3, ade2 LYS2:(lexAop)4-HIS3 URA3:(lexAop)8-lac
GAL4) and STCIAPSa as a bait in pBTM116 vector. L40
was transformed according to the protocols supplied by
Clontech and HIS3 and LacZ reporters were assayed as
previously described.™

The screens were performed on Synthetic Dropout minimal
medium plates (SD) without tryptophan, leucine, and histidine,
according to the library screening protocols supplied by
Clontech. Recombinant pACT2 plasmids of positive clones
for activation of both reporters genes were isolated. The
obtained DNA sequence data were annotated using Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) web interface” and
clones aligning to genomic contigs or untranslated regions
were discarded. All the constructions in this article were
verified by DNA sequencing in order to ascertain the correct
nucleotide sequences by DNA ABI PRISM 377 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Mapping of interactions

Both constructs, amino (LexA-N STCIAPSb) and carboxy
end (LexA-C STCI) were tested against prey constructs
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retrieved from yeast two hybrid screenings additionally to the
full length construction (LexA-STCIAPSa) as a positive
control and to the empty pACT2 plasmid, as a negative
control, assayed in the same way that we described above.

Protein expression and purification

Bacterial expression of yeast two hybrid retrieved proteins and
of Ki-1/57 was obtained expressing GST fusion protein
constructs in Escherichia coli BL21 (DE3) pRARE cells at
the following conditions: (1) 37 °C using 0.5 mM isopropyl
1-thio-B-p-galactopyranoside (IPTG) for 4 h (GST-FNDC4[FIII],
GST-JRSP1 and GST-SUMOI), (2) 25 °C using 10 mM
lactose for 16 hours (GST-FUS, GST-LMNA, GST-SP100
and GST-TMEMI132A) and (3) 37 °C using 0.5 mM of
isopropyl-b-p-thiogalactoside (IPTG) for 4 hours (GST
control and GST-Ki-1/57). After harvest and lysis the resulting
suspension was cleared by centrifugation. The obtained
supernatant was loaded onto a GST-Trap (Amersham) and
eluted in buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0; 50 mM NaCl;
0.1 mM EDTA: 20 mM reduced glutathione). The obtained
GST-affinity purified fractions were pooled and dialyzed
against the buffer: 50 mM Tris-HCl pH 8.0; 50 mM NaCl:
0.1 mM EDTA (GST-Ki-1/57). STCI-HT was expressed in
insect cells and purified as previously described.'”

GST pull-down assay

For each construct, 25 mL of transformed E. coli BL21(DE3)
pPRARE culture were harvested by centrifugation at 4500x g
for 10 min, and the cell pellet was resuspended and incubated
for 1 hour on ice in 1 mL of lysis buffer (PBS [137 mM NaCl,
2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,, pH 7.4]
containing 0.2 mg mL™" lysozyme. 1 pg mL™' DNasel.
1 ng mL~' RNAse, ImM PMSF and 6 mM MgCl,) and lysed
by sonication. Samples were centrifuged at 20000x g for
30 min at 4 °C and the supernatant was used as soluble total
lysate.

One millilitre of total lysate of all GST tagged constructs or
of GST alone was allowed to bind to 25 pL of Glutathione-
Uniflow Resin (Clontech) for 1 h at 4 °C. After incubation, the
beads containing bound recombinant proteins were washed
three times with ice cold PBS. Twenty-five pg of purified
STCI-HT protein were added to the resins containing GST
fusion proteins or GST alone and further incubated in 0.1 mL
of PBS for 4 h at 4 °C to allow protein—protein interactions to
occur. Beads were then washed three times with 0.5 mL of
PBS, followed by three washes with 0.5 mL of PBS containing
0.2% Triton-X-100, then three washes with 0.5 mL of PBS
without Triton X-100. Resin-bound protein complexes were
resolved on two separate 12.5% SDS-PAGE polyacrylamide
gels and after electrophoresis, the proteins were transferred to
PVDF membranes by semi-dry electroblotting. Membranes
were blocked with 5% BSA in TTBS (0.15 M NacCl, 20 mM
Tris—HCI, 0.05% Tween-20, pH 7.2) for 1 hour, then incu-
bated either with a mouse monoclonal anti-His tag (1 : 5000;
QIAgen) or mouse monoclonal anti-GST™ in blocking
solution for 1 h. After three washes with TTBS membranes
were incubated with the HRP-conjugated anti-mouse anti-
body (1 : 5000; Santa Cruz Biotechnology) for 1 h and washed

again three times with TTBS.
Luminol reagent (Santa Cruz).

Blots were developed by

Co-immunoprecipitation

HEK293 cells from three 175 cm? flasks cultivated under 37 °C
and 5% CO; (~70% confluency) were washed 3 times with
PBS and lyzed with 500 pL lysis buffer (Triton-X100 0.5%.
NaCl 150 mM, Tris 10 mM, EDTA | mM, EGTA | mM,
PMSF 0.5 mM) at 4 °C under agitation for 1 hour. The lysate
was sonicated in 6 cycles of 5 seconds pulse/ 15 seconds paused.
under 40% pulse intensity and centrifuged at 14000 rpm at
4 °C for 15 minutes. For pre-clearing the supernatant was
incubated at 4 C for 30 minutes, first with 30 pL of Protein G
Resin (Amersham).

30 pL of new beads were then washed 3 times with lysis
buffer (without Triton-X-100) and then incubated for 1 h at
4 °C with 5 pg of goat polyclonal anti-STCI antiserum (Santa
Cruz Biotechnology) and finally washed 3 times with lysis
buffer (without Triton-X-100). After 3 hours of incubation
with the pre-cleared lysate from above, the beads were
recovered and washed 3 times with the lysis buffer (without
Triton-X-100). To these beads, 30 uL of SDS 4X buffer were
added (Tris—HCl 250 mM pH 6.8, SDS 0.8%, bromophenol
blue 0.2%, glvcerol 45.5%, 2-mercaptoetanol 20%). This
mix was heated to 95 °C for 15 minutes to recover the
antibody—protein complexes. The eluates were analyzed
by Western blot using mouse monoclonal anti-STCI
(1 : 5000—Abnova Corporation) or against rabbit polyclonal
anti-SUMO-1 (1 : 650—Abgent).

Phylogenetic analyses

The complete protein sequence of human STC1 was submitted
to the PSI-BLAST web tool. After 5 subsequent submissions
excluding alignments with synthetic, hypothetic and predicted
sequences, we obtained alignment with STC1 orthologs from
23 different species. The 24 sequences were aligned using the
COBALT  platform  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools

cobalt/) and a phylogenetic tree was built using the Fast
Minimum evolution tree method, with a maximum difference
among sequences of 0.85 using the Kimura protein distance.

In vitro SUMOvylation and SUMO E3 ligase assays

For in vitro SUMOylation assays of STCl we use a
SUMOylation Kit (BIOMOL) according to the manufacturer’s
instructions. For in viro SUMO E3 ligase assays, we used
200 nM of RanGAP1-GST protein provided by the kit as well
as 200 nM Ki-1/57-GST. GST (200 nM) was used as control.
The reactions were performed in the presence or absence of
2 pmol of STCI-HT to evaluate its SUMO E3 ligase activity
towards RanGAPI-GST or Ki-1/57-GST, two known
SUMO-1 modified proteins. For controls all reactions were
carried out in the absence of ATP.

The reactions were analyzed by Western blot using
rabbit polyclonal anti-SUMOI1 (1 : 1000—BIOMOL), or
mouse monoclonal anti-Ki-1/57 (A26).*' followed by
membrane stripping and analysis by mouse monoclonal anti-
GST antibody.
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Sub-cellular localization of STC1

For the sub-cellular localization assays, HEK293 cells were
grown on glass coverslips with DMEM culture + 10% FCS
medium and transfections were performed by using the
calcium phosphate method, using pPEGFPN>-STCI construct
and empty pEGFPN; as control. K562 cells were grown on
75 cm? flasks with the required medium and 10° cells were
pelleted on the slices by the cytospin technique, at 800x g for
5 minutes. Cells were fixed in a solution containing 2% (w/v)
paraformaldehyde, 50 pM Taxol and 50 mM EGTA at room
temperature for 20 min, and then permeabilized and blocked
in a mixture of 0.3% (v/v) Triton-X-100 and 3% (w/v) glycine
solution in PBS at room temperature for 30 min. The K562
cells were incubated at room temperature for 1 h with a
specific mouse monoclonal anti-STC1 (1 : 100) (that had been
generated by three subsequent immunizations of mice with
1 mg STCI-HT protein), in PBS containing 0.1% BSA (w/v).
Subsequently, the K562 cells were incubated at room
temperature for 1 h, with rhodamine conjugated secondary
antibody (Santa Cruz Biotechnology) goat anti-mouse
(1:200). As a control we used, a slide with K362 cells
incubated only with the secondary antibody. DAPI (Molecular
Probes) dye was used to stain the nuclei of cells. Cells were
examined on a Nikon fluorescence microscope. Confocal
microscopy analysis was performed on a Axioplan Carl Zeiss
LSM 510 META microscope.

Protein—protein interaction network construction

The Osprey program® was used for STC1 interaction network
construction and complemented by searches on the Biological
General Repository for Interaction Datasets (BioGRID).**#
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Informamos que seu projeto intitulado “Interagdo da LLA com as células endoteliais da
medula éssea. Validagéo de genes marcadores da ativagéo do endotélio pela LLA” foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Infantil Boldrini (CEP/Boldrini) em 13/05/2005.
Informamos que a cada 6 meses, deverd ser apresentado um relatério parcial sobre o
andamento da pesquisa em questdo ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro Infantil

Boldrini (CEP/Boldrini).

Solicitamos que, apds a conclusdo do estudo, o mesmo seja encaminhado & Secretaria do
CEP/Boldrini e apresentado aos profissionais do Centro InfantII.BonrIni.

Colocamo-nos a disposicdo para maiores esclarecimentos.
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Formulirio de encaminhamento de projetos de pesquisa para anilise pela CIBio - Comisséio

Interna de Biosseguranca da ABTLuS - Associacio Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: Estudos funcionais de Stanniocalcina-1, uma protefna marcadora do microambiente
tumoral, e desenvolvimento de um ensaio para sua detec¢iio em soros de pacientes

Pesquisador responsével: Jorg Kobarg,
Co-orientador: Prof. Dr. Andres Yunes (Centro Boldrini)

Experimentador: Marcos Tadeu dos Santos

Nivel do treinamento do experimentador: [ J-Iniciagdo cientifica, [ ]-mestrado, [ ]-doutorado,

[ x ]-doutorado direto, [ ]-pds-doutorado, [ J-nivel técnico, [ ]-outro, especifique:

Resumo do projeto:

Uso exclusivo da CIBio:

O estudo dos mecanismos de agéo, proliferagio e estabelecimento de células cancerigenas tem avangado significativamente nos
dltimos anos, devido principalmente s novas descobertas cientificas. A busca por métodos de tratamentos e diagnésticos
alternativos tem levado a uma melhoria na qualidade de vida dos pacientes, que siio tratados com técnicas cada vez mais eficientes e
mais répidas. A leucemia infantil merece um enfoque especial, ndo somente devido sua agressividade, mas também por ser a
neoplasia mais freqiiente na infincia. Num contexto maior de uma colaboragio inter-institucional entre o Boldrini ¢ o LNLS,
Propomos neste presente projeto de doutoramento estudar o microambiente tumoral da leucemia, desvendando a agiio da proteina
secretada, paracrina, humana STC-1 através da identificagio de receptores ou outros ligantes com quais ela interaja, utilizando para
isso estudos de espectrometria de massas ¢ de duplo hibrido em levedura. A STC-1 foi identificada como uma boa molécula
candidata de marcador do microambiente tmoral em ensaios de QRT-PCR previamente realizados no nosso grupo. Além da
identifica¢ao do receptor da STC-1, pretendemos estudar as modificagdes celulares e moleculares que a super-expressdo e/ou a
inibi¢do da expressdo (iRNA silenciamento) da STC-1 venham a gerar nas células leucémicas. Finalmente, pretendemos ainda
desenvolver um novo método diagnéstico e possivelmente prognéstico da leucemia, baseado na técnica de ELISA (enzyme linked
immunosorbenr assay) awravés da identificagio da proteina marcadora STC1 no soro dos pacientes, utilizando anticorpos
monoclonais especificos.

A

CIBio analisou este projeto em reunio realizada no dia: ___ 28/11/2008

Parecer final: [ x ]-projeto aprovado, [ ]-projeto recusado, [ ]-projeto com deficiéncias, favor
comentarios abaixo:
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Presidente de GﬁBio - ABTLu
Prof. Dr. Jorg Kobarg
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Membro da CIBio - ABTLuS

Prof. Dr. Celso Edu?edeni

Mefnbro da CIBio - ABTLuS
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