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Resumo

A proteina UNC-76 foi identificada como necessdria para a fasciculacdo e elongacdo de
axonios do verme Caenorhabditis elegans durante o desenvolvimento do sistema
nervoso. A homéloga de mamiferos FEZ1 apresenta altos niveis de expressdo em tecidos
neuronais e camundongos knockout para o gene FEZI apresentam desvios de
comportamento que remetem a desordens neurolégicas. O papel de FEZI no
desenvolvimento do sistema nervoso parece residir na sua associacdo com elementos do
citoesqueleto e vias de sinalizacdo (e.g., PKC(, E4B, DISC1) que conduzem o
crescimento axonal e a polarizacdo celular. Trabalhos do grupo mostram que FEZ1 ¢
uma proteina multifuncional (hub), capaz de interagir com mais de 50 parceiros através
de seus dominios coiled-coil. Além disso, a superexpressdo de FEZI em células
HEK?293 provoca o aparecimento de nticleos multilobulados, um fendtipo comum em
alguns tipos de leucemia. Nesse trabalho foi investigado o papel de FEZ1 nos mecanismos
causadores dos nucleos multilobulados e as consequéncias funcionais de sua
superexpressao na viabilidade celular, tentando extrapolar esse modelo para leucemias.
Andlises in silico de diversas leucemias mostraram que FEZ1 estd superexpressa em
LMAs e que isso pode se relacionar a ocorréncia da fusdo 11q23/MLL. A expressao de
FEZ1 na linhagem leucémica THP-1 foi detectada por Western blotting, mas, a expressao em
PBMCs de pacientes ainda permanece sem provas empiricas. Para avaliar as consequéncias
funcionais da superexpressdo, uma linhagem com expressdo estdvel e indutivel foi obtida e
utilizada em ensaios de proliferacdo e resisténcia a quimioterdpicos. Porém, nio foram
observadas diferencas entre as linhagens expressando a fusdo FLAG-FEZI e as que expressavam
o FLAG ftag apenas. Em um ensaio de IP-MS utilizando tais linhagens, foram identificadas
proteinas cuja interagdo com FEZ1 pode ser modulada pela atividade de PKCs. Finalmente, a
cotransfeccdo de FEZI1 inteira com coiled-coils C-terminais diminui a formagdo de ntcleos
multilobulados em quase 40%. A transfeccdo com o mutante FEZ1 nocys contendo 5 cisteinas
mutadas ndo teve o mesmo efeito, mas, novos experimentos sao necessarios para determinar o
potencial de sinergismo que esses dois componentes podem ter sobre a ocorréncia desse

fenOmeno.
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Abstract

The protein UNC-76 was identified as necessary for fasciculation and elongation of
axons of the worm Caenorhabditis elegans during development of the nervous system.
The mammalian homologue FEZ1 is mostly expressed in neuronal tissues and FEZI
knockout mice present behavior abnormalities that resemble neurological disorders. The
role of FEZ1 in the development of the nervous system seems to lie in its association
with cytoskeletal elements and signaling pathways (e.g., PKCC, E4B, DISC1) regulating
axon outgrowth and cell polarization. The studies of our group have shown that FEZ1 is
a hub, able to interact with more than 50 partners through its coiled-coil
domains. Furthermore, overexpression of FEZ1 in HEK293 cells causes the appearance
of flower-like nuclei, a common phenotype to certain types of leukemia. In this work the
role of FEZI in the mechanisms of flower-like nuclei formation and functional
consequences of its overexpression on cell viability were investigated, attempting to
extrapolate this model for leukemias. In silico analysis of several leukemias showed that
FEZ1 is overexpressed in AML patients and that this may relate to the occurrence of
11q23/MLL genetic fusion. FEZ1 expression in leukemic THP-1 cells was detected by
Western blotting, but the expression in PBMCs of leukemic patients still lacks empirical
evidence. To assess the functional consequences of overexpression, cell lineage with
stable and inducible expression of FEZ1 was obtained and used in proliferative
assays. However, it was not observed any differences between lineages expressing
FLAG-FEZ1 fusion protein or FLAG tag alone. IP-MS assay using these lineages
identified proteins whose interaction with FEZ1 could be modulated by the activity of
PKCs. Finally, cotransfection of C-terminal coiled-coils and FEZ1 full-length decreases
flower-like nuclei formation to nearly 40%. Transfection with FEZIlnocys mutant
containing five substituted cysteines did not play the same, but further experiments are
needed to determine the potential synergism these two components may have on this

phenomenon.

XV



1. Introducao

1.1. O papel de FEZI no desenvolvimento do sistema nervoso e na esquizofrenia.

Os principios genéticos que governam o desenvolvimento e funcionamento do
sistema nervoso comecaram a ser estudados na década de 70, quando o cientista Sidney
Brenner estabeleceu uma série de mutantes do pequeno verme Caenorhabditis elegans.
Em um dos trabalhos, Brenner caracterizou cerca de 300 mutantes obtidos pelo
tratamento com o mutigeno EMS, muitos dos quais apresentavam defeitos no
comportamento e morfologia. Dos 100 genes mutados identificados, 77 afetavam a
locomoc¢do. Alguns desses mutantes, devido a particularidade de sua movimentagao,
foram denominados unc, de uncoordinated I

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os axonios de neurdnios
nascentes se estendem através de uma série de ambientes extracelulares para atingir seus
alvos. Muitos ax0nios se juntam a outros em feixes ou fasciculos, em uma associacdo
essencial para o desenvolvimento e estabelecimento do sistema nervoso, num processo
denominado fasciculacdo °.

O refinamento dos estudos com os mutantes unc nas décadas subsequentes
permitiu a identificacdo e divisdo dos genes necessdrios a elongacdo axonal em
fasciculos em dois grupos ***. O primeiro grupo (unc-14, unc-33, unc-44, unc-51, e unc-
73) € importante para a elongacdo axonal ao longo de superficies ndo neuronais e
neuronais. O segundo grupo (unc-34, unc-71, e unc-76) é essencial para a elongagio dos
neurdnios em fasciculos, sugerindo que esses genes codificam proteinas necessdrias a

23 Mutagdes deste grupo de genes

interacdo dos axOnios com superficies neuronais
especificos apresentam dois tipos de defeitos: os axdnios fasciculados frequentemente
ndo atingem seu comprimento completo e muitos axoénios que crescem em fasciculos ndo
ficam totalmente juntos ao longo do percurso 3,

Em mutantes unc-76, muitos dos axonios que ndo formam fasciculos, ainda assim
se estendem e crescem ao redor da parede do corpo ndao acompanhados por outros

axonios, sugerindo que a proteina UNC-76 seja necessdria especificamente para as

interacdes axoOnio-axodnio. Porém, enquanto os defeitos que larvas mutantes unc-76



apresentam sugerem uma fun¢do para UNC-76 durante o desenvolvimento do sistema
nervoso, a sua persisténcia nos axonios de vermes adultos sugere um papel mais
continuo >,

A andlise da sequéncia da proteina UNC-76 mostrou que essa apresenta
similaridade com duas proteinas previamente identificadas em ratos. Um dos
homodlogos, a proteina Zeta-1, foi identificada em um screening duplo-hibrido
utilizando-se o dominio regulatério C1 das proteinas quinase PKC C e ¢ (Protein Kinase
C)S. Os homoélogos FEZ1 e FEZ2 (Fasciculation and Elongation Zeta-1), chamados
Zygin-1 e -2, respectivamente, também foram identificados como proteinas do cérebro
de ratos que se ligam a proteina Synaptotagmin :

Surpreendentemente, em experimentos de transformacdo de linhagens
germinativas, o gene de FEZ1 humano foi capaz de complementar os defeitos causados
pela mutagdo unc-76 em C. elegans, indicando que tanto a fun¢do quanto a estrutura de
FEZ1 foram conservadas 2. De fato, UNC-76 guarda 35% de identidade (46% de
similaridade) com FEZ1 em sua sequéncia polipeptidica e 34% de identidade (45% de
similaridade) com FEZ2. FEZ1 e FEZ2 sao 49% idénticas (56% similares). Algumas
regidoes do C-terminal chegam a apresentar até 68% de identidade, enquanto o N-
terminal se mostra mais divergente, mas ainda assim mostra substancial similaridade 2,

Esses estudos iniciais deram suporte a nocdo de que UNC-76, FEZ1 e FEZ2
constituem uma nova familia de proteinas relacionadas, a familia FEZ, e estudos
adicionais trouxeram mais conhecimentos a respeito das fun¢des de cada uma delas.

A andlise da expressdo de FEZ1 mostrou que seu transcrito € abundante no
cérebro de ratos adultos e em todos os estidgios do desenvolvimento embriondrio ®’.
Andlises mais recentes mostram que FEZI1 é expressa predominantemente no sistema
nervoso central de camundongos, com um pico de expressdo aos 10 dias apds o
nascimento, condizente com o periodo de crescimento dos axonios (do dia 9.5 ao 12.5),
e que declina continuamente até os 5 meses de idade .

Foi demonstrado que FEZ1 interage e também € um substrato para PKCC. A co-

expressdo de FEZ1 e uma forma constitutivamente ativa de PKCC (caPKCC) em células

PC12 eleva de ~18% (quando héd expressdo apenas de caPKC() para ~48% a taxa de



diferenciac@o destas células em neurdnios °. A fosforilacdo por PKC( faz com que FEZ1
se desloque da membrana celular para o citoplasma e aumenta sua associacdo com a
proteina E4B/UFD2A(Ubiquitination factor E4B, UFD2a homolog), promovendo a
neuritogénese 510,

Similarmente, a homd6loga humana FEZ2, produto de outro gene, também parece
atuar no desenvolvimento do sistema nervoso. Porém, sua expressdo nao fica restrita a
um tecido ou tipo celular especifico ’. Assim, as proteinas da familia FEZ definiram
uma nova classe de proteinas envolvidas no crescimento axonal e desenvolvimento do
sistema nervoso .

FEZ1 também interage com DISC1 (Disrupted-in-Schizophrenia 1),
possivelmente um dos mais importantes fatores de susceptibilidade para esquizofrenia,
disturbio bipolar, depressdo, autismo, entre outras desordens mentais 1 Essa associagao

8,12
1

€ regulada positivamente na diferenciacdo neurona . Em células PC12, por exemplo,

FEZ1 e DISCI1 colocalizam nos cones de crescimento e regulam o crescimento dos

2 Em outro estudo recente, o knockdown de FEZ1 e DISC1 em células

neuritos
granulares do girus dentatus mostrou que essas proteinas atuam em sinergia na
regulacio do crescimento de dendritos e do tamanho do soma de neur6nios nascentes no
hipocampo de ratos adultos, em uma regido implicada na patofisiologia da esquizofrenia
e na qual a neurogénese continua ao longo da vida em todos os mamiferos '’

Além disso, uma série de trabalhos recentes vém apontando evidéncias dessa
associagdo. Um deles mostra que a associacdo de FEZ1 com Synaptotagmin, dependente
de DISCI1 e perdida quando da superexpressio de uma forma truncada desta, €
recuperada pelo tratamento com litio, um importante agente estabilizador de humor .
Outro estudo recente mostra que o gene de FEZ1 é comumente induzido em uma
linhagem de astrécito por tratamento com quatro drogas estabilizadoras de humor,
dentre elas o litio, dcido valpréico, carbamazepina e lamotrigina 4,

Vérios estudos também tém tentado associar polimorfismos na sequéncia de FEZ1
e proteinas da via de sinalizacdo de DISC1 2 esquizofrenia, em algumas populagdes ' '*
e uma reducgdo significativa do mRNA de FEZI1 foi observada no hipocampo e no cértex

4 4 . 19
pré-frontal de cérebros de pacientes com a doenga .



Porém, ao contrdrio do que se observa em C. elegans, cujos mutantes de unc-76
apresentam defeitos severos de locomoc¢do, os camundongos knockout de FEZ1 nao
apresentavam defeito motor algum. Mas, quando submetidos a uma andlise
comportamental, observou-se que apresentavam um fendtipo de hiperatividade e

ey eq- . . 2
sensibilidade aumentada ao tratamento com psicoestimulantes 0

, suportando uma
provével relagdo da disfun¢ido de FEZ1 com a esquizofrenia.

Finalmente, estudos mostram a interacao entre FEZ1 e as proteinas NDN (necdin)
e MAGEL2 (MAGE-like 2), codificadas por dois de quatro genes inativados na sindrome

vqq- . - 21
de Prader-Willi, que, entre outros sintomas, apresenta desordens mentais .

1.2. A associag¢do de FEZI com proteinas do citoesqueleto e resisténcia a virus.

O fato de as proteinas da familia FEZ (UNC-76/FEZ1/2) serem necessarias ao
correto desenvolvimento do sistema nervoso levanta indmeras questdes. Um dos
mecanismos mais comuns por trds do crescimento e polarizacdo de neuritos em
desenvolvimento (futuros dendritos e axdnios) é o direcionamento de vesiculas e
proteinas especificas para suas pontas. Nesses casos, o transporte anterdgrado (em

7z

oposicdo ao corpo celular) dependente da kinesina é especialmente importante e, sua
associacdo com as proteinas da familia FEZ tem sido destaque em vérios trabalhos 22726,
Além disso, a supressdo de FEZ1 por RNA de interferéncia impede a formacgdo de
axOnios em neur6nios hipocampais de embrides de rato e retarda o transporte
anterogrado de mitocOndrias nos neuritos 27

Indimeras evidéncias experimentais tém mostrado que UNC-76/FEZ1 seria uma
proteina envolvida com o transporte através do citoesqueleto. UNC-76 colocaliza e é
capaz de se associar a cauda da cadeia pesada da kinesina (KHC, Kinesin Heavy Chain),
além de ser necessdria ao transporte axonal em neurdnios de Drosophila melanogaster
23 Qutra evidéncia interessante advinda dos trabalhos de Gindhart ef al. (2003) é a
observacdo de que larvas de D. melanogaster mutantes para UNC-76 apresentam
caracteristicas fenotipicas remanescentes daquelas de mutantes para o gene da KHC e

KLC (Kinesin Light Chain). Isso também foi observado em C. elegans 223,



As kinesinas compreendem uma grande familia de proteinas motoras associadas
aos microtibulos, possuindo papel crucial no trdfego intracelular de vesiculas, divisdo
celular e transducdo de sinais. Como outras proteinas dessa familia, as kinesinas contém
uma regido denominada “cabeg¢a” (motor), que hidroliza ATP e caminha ao longo dos

. , . 25,2
microtibulos, ¢ uma “cauda” que liga cargas 2>

. Quando ndo estd transportando
cargas, a Kinesina-1 é mantida inativa (ndo hidrolisa ATP), através da aquisi¢do de uma
conformagao que permite a autoinibi¢do da “cabec¢a” N-terminal (motor) pela cauda C-
terminal. O modelo simples da ativacdo deste motor diz que a ligacdo de cargas a regido
C-terminal libera essa autoinibic¢do *°.

Nesse sentido, € interessante citar o trabalho de Blasius er al. (2007) mostrando
que a ligacdo simultanea, mas ndo independente, de JIP1 (c-Jun N-terminal kinase—
interacting protein 1) e FEZ1 a Kinesina-1 € suficiente para ativar esta para ligacdo aos

2
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microtibulos e mobilidade ““. As proteinas JIP atuam como proteinas ancoradoras, no

sentido de ligar a sinalizacdo pela via da JNK (Janus kinase) e o transporte de vesiculas
a Kinesina-1 *°.

Muitos trabalhos tém atribuido a UNC-76/FEZ1 um papel de proteina adaptadora
para o transporte de outras proteinas ou cargas importantes para o desenvolvimento dos
axonios e a formacdo de sinapses. Esse é o caso da proteina UNC-69, homdloga a
proteina humana SCOCO (Short Coiled-Coil Protein). UNC-76 e UNC-69 colocalizam,
agem na mesma via para controle e extensdo dos axonios e regulam a organizacdo pré-

PR . 25,26
sinaptica cooperativamente .

O transporte de vesiculas contendo a proteina
Synaptotagmin através do complexo UNC-76/Kinesin-1 depende da fosforilagcdo da
serina 143 de UNC-76 pela quinase UNC-51/ATG1 (UNC-51 like/Autophagy-specific
gene 1), como pré-requisito para que se ligue a Synaptotagmin, em D. melanogaster 30,
Um trabalho recente mostra que a atuagdo de FEZ1 humana como adaptadora também
pode ser regulada por fosforilacdo da serina 58, equivalente a serina 143 de UNC-76, e
constitui uma alterac@o importante para a ligacdo e o transporte das proteinas Syntaxin-1
e MUNCI18 (Mammalian UNCoordinated-18) até as sinapses 3

Outro aspecto interessante da associacdo de FEZ com o citoesqueleto € a sua

capacidade de conferir resisténcia a infeccdo viral, quando superexpressa em células de
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rato e humanas 27>

. A superexpressdo de FEZ1 em células Rat2 (de rato) e 293T
(humanas) resulta na resisténcia a infeccdo retroviral, com redu¢do da formacdo de DNA
circular, sugerindo um bloqueio da entrada deste no nucleo, o que possivelmente é
mediado por elementos do citoesqueleto **. Em um trabalho mais recente, esse mesmo
grupo descreve o papel de FEZ1, uma proteina tipicamente neuronal, na susceptibilidade
diferencial das células do sistema nervoso a infec¢ao pelo HIV-1 3,

Finalmente, em outro trabalho, Suzuki et al. (2005) mostra que a proteina auxiliar
do poliomavirus humano JC (JCV), Agnoproteina, é capaz de interagir com FEZ1, além
de competir pela associacdo com os microtibulos. Nesse mesmo trabalho, os autores
mostram que a superexpressdo de FEZ1 suprime a expressdo de proteinas do JCV, bem

£ , . . z 32
como o trdfego de particulas virais pela célula “~.

1.3. Estrutura, dimerizagdo, transporte e niicleos multilobulados: os estudos do grupo.

O interesse do grupo em estudar a proteina FEZ1 surgiu quando esta foi capturada
como presa em um duplo-hibrido utilizando a regido regulatéria da quinase NEKI
(NIMA-related Kinase 1) como isca >>. As NEKs compreendem uma familia de quinases
evolutivamente conservadas e relacionadas estruturalmente a quinase NIMA (Never in
Mitosis, gene A) de Aspergillus nidulans, atuante principalmente na transi¢cdo G2/M do
ciclo celular *°.

Nesse trabalho inicial, foi possivel mapear as regides de coiled-coil do dominio
regulatério de NEKI1 (NRD, Nek Regulatory Domain) envolvidas na interacdo com
FEZ1 e varias outras proteinas. Tanto FEZ1, quanto FEZ2 foram capazes de interagir
com as construgdes NRD2 e 4, que incluem os dominios coiled-coils 3-4 e 1-4,
respectivamente 33,

E interessante notar que as proteinas quinases homélogas a NIMA possuem pouca
identidade na regido C-terminal, que constitui sua regido regulatéria e provavelmente
determina sua especificidade por substratos ou interagcdo com outras proteinas A
possibilidade de FEZ1 ser um alvo de fosforilacio por NEKI1 foi confirmada
teoricamente por predicdo de sitios de fosforilagio *°. Isso é interessante, visto que

embora NEK1 mostre uma alta taxa de expressdo em células germinativas, os efeitos



pleiotrépicos causados pela mutacdo do gene nekl em camundongos afetem também o
sistema nervoso central, onde FEZ1 exerce suas funcdes mais bem estabelecidas 37,

Interessantemente, FEZ1 j4 havia sido identificada como parceira de interagdo em
varios screenings por duplo-hibrido, utilizando-se iscas independentes. Em um
screening, realizado em nosso laboratério, utilizando FEZ1(221-392) como isca (inclui
os coiled-coils do C-terminal), foram identificadas 16 proteinas diferentes capazes de
interagir com essa construcdo, incluindo ela mesma, FEZ1, e sua homéloga FEZ2 38

Muitas dessas interagdes confirmaram o papel de FEZ1l como uma proteina
envolvida no desenvolvimento neuronal, crescimento axonal e organizacdo dos
microtibulos/transporte celular. Entretanto, o fato de indimeras outras proteinas
nucleares terem sido identificadas, algumas envolvidas na regulacdo transcricional ou
reorganizacdo de cromatina, sugere que FEZ1 possa possuir fun¢des regulatérias no
nicleo’®.

E interessante notar que o fato de FEZI estabelecer muitas interacdes (mediadas
principalmente por sua regido coiled-coil), com proteinas as mais diversas possiveis (37

) 3. Proteinas hub sdo

mais exatamente), a coloca na classe de proteinas hub (“n6”
capazes de interagir ou se ligar a um grande nimero de proteinas diferentes e constituem
verdadeiros “nds” em redes de sinalizacdo e interactoma; nelas, o fluxo de informacgao
se ramifica *°. Proteinas atuando com hubs tém uma chance trés vezes maior de serem
essenciais para a célula do que proteinas com um pequeno nimero de interacdes 40,

A primeira isca identificada como interagindo com FEZ1 foi o dominio
regulatério de PKCC e a fosforilagdo de FEZ1 por essa quinase jd havia sido reportada
como sendo responsdvel pela sua regulacdo °. Nesse sentido, trabalhos do grupo tém
trazido novos dados para entender esse tipo de regulacdo e o seu papel funcional,
levando-se também em consideracdo a estrutura peculiar de FEZ1.

Estudos estruturais, por exemplo, mostraram que FEZI1 pertence a crescente
classe das proteinas naturalmente desenoveladas *'. Predi¢des feitas com a sequéncia de
aminodcidos de FEZ1 utilizando-se 13 diferentes softwares indicam que esta apresenta

basicamente duas regides desestruturadas no N-terminal (entre os aminodcidos 1-69 e

110-229). Utilizando-se o software COILS, € possivel identificar uma regido, no C-



terminal, com grande probabilidade de formar coiled-coils, entre os residuos 230-265
(96%) *'.

A forma naturalmente desenovelada de FEZ1 pdde ser confirmada por
experimentos de dicroismo circular (CD). Nesses, nota-se que os espectros tanto de
6xHis-FEZ1(1-392) quanto de 6xHis-FEZ1(1-227) possuem um minimo em 205 nm,
condizente com a nocdo de que proteinas desenoveladas sdo caracterizadas por
apresentarem minimo no seu espectro de CD préximo de 200 e 205 nm *'.

Além disso, experimentos de SAXS com 6xHis-FEZ1(1-392) e 6xHis-FEZ1(1-
227) geraram informagdes quanto a forma, massa e dimensdo dessas construgdes. Os
dados indicam que ambas sdo moléculas diméricas em solu¢do, com uma grande
conformacdo aberta e alongada, confirmando ndo s6 os dados de CD, mas também os de
Assman et al. (2006), de que FEZ1 € capaz de interagir consigo mesma formando
dimeros. Experimentos de protedlise limitada com trombina e proteinase K também
sugeriram que FEZ1 se comporta como uma proteina naturalmente desenovelada, com
uma conformacdo aberta e flexivel, susceptivel a significante protedlise em condigcoes
que ndo causam nenhuma clivagem no controle globular BSA o

Embora a fosforilacdo da regido C-terminal de FEZ1 ndo provoque alteracdes
perceptiveis em sua estrutura secunddria (como observado por dicroismo circular), nem
altere sua capacidade de dimerizacdo (que independe de seu dominio C-terminal), a
fosforilagdo por PKC({ impede a sua associacdo com a proteina CLASP2(1046-1251)
(CLIP-associating Protein 2) *'. Isso é condizente com a hipotese de que FEZI1 sofre
dimerizacdo através de sua regido N-terminal, deixando as regides coiled-coils do C-

38,41,42 .
. Assim, se for

terminal livres para estabelecer interacdes com outras proteinas
assumido que os dois C-terminais do dimero FEZ1 estejam em oposicdo a regido de
dimerizacdo (que envolve a regido N-terminal), entdo as proteinas que interagem com
FEZ1 poderiam se ligar aos C-terminais para transporte ¢ FEZ1 funcionaria como uma
proteina adaptadora dimérica e bivalente *'. Nesse caso, a regido coiled-coil que
constitui o C-terminal de FEZ1 funcionaria como um dominio de docking promiscuo
para um grande nimero de proteinas “cargas”, muitas delas, interessantemente, também

. . . .7 35,38
possuidoras de dominios coiled-coils *7°°.



Vérios dos estudos conduzidos em nosso grupo apontaram para o fato de que
FEZ1, além de interagir com vdrias proteinas distintas, poderia também interagir
consigo mesma, adotando uma configuracdo dimérica. Inicialmente, Assmann et al.
(2006) identificaram FEZl como presa no duplo-hibrido conduzido utilizando-se
FEZ1(221-392) como isca. Posteriormente, esse resultado foi confirmado em
experimentos de SAXS e ensaios de interacdo in vitro *'.

Em outro trabalho recente de nosso grupo, foi demonstrado que FEZ1 endégena
dimeriza através de seu N-terminal. Em andlises realizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des nativa e desnaturante e também por espectrometria de
massas descobriu-se que a dimerizagdo ocorre através da formacao de pontes dissulfeto
no N-terminal e que a cisteina 133 estaria envolvida nesse processo **.

Dados espectroscopicos de FEZ1 gerados através da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) também confirmam isso. O espectro PN'H-HSQC de
FEZ1(92-194) apresenta um padrdo caracteristico de proteinas desestruturadas e
experimentos desse tipo conduzidos com as formas reduzida e ndo-reduzida de
FEZ1(92-194) permitiram confirmar que a dimerizacdo ocorre pelo dominio N-terminal.
Experimentos de correlagdo através do espagco como NOESY e de relaxacdo (também
comparando dimero e mondmero) apontaram os residuos localizados “ao redor” da
cisteina 133 (C133), como a regido pela qual se dd a dimerizacdo, bem como se da sua
orientacdo relativa paralela (pelos modelos de SAXS, imaginava-se uma orientagdo
antiparalela entre os mondmeros) (Alborghetti, comunicacdo pessoal).

Ainda no trabalho de Lanza et al. (2009), investigou-se o possivel papel para a
fosforilacdo de FEZ1 por PKC para sua dimerizacdo e desempenho de suas funcdes,
como a associacdo com outras proteinas. Interessantemente, como ja foi citado, a
fosforilacdo da regido C-terminal de FEZ1 por PKCC praticamente aboliu a interagdo
com CLASP2(1046-1251) *'. A proteina CLASP2 foi descrita associada com CLIPs
(Cytoplasmic Linker Proteins), proteinas localizadas principalmente nas extremidades
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plus (+) dos microtibulos, onde atuam como fatores “anticatastrofe” ™. Em estudo mais

recente, Lanza et al. (2009) descrevem a colocalizacdo de FEZ1 com a quinase NEK1 e



CLASP2(1192-1407) em células de mamiferos em uma regido candidata ao
centrossomo, mostrando que essas interagdes ocorrem através de regides coiled-coil
destas proteinas .

Além disso, a interacdo fisica de FEZI, CLASP2 e NEKI1 com y-tubulina
endégena de células HEK293 e Hela sugere um papel centrossomal conjunto a essas
proteinas *°. Esses resultados permitem afirmar que FEZ1 pode adotar uma conformacio
dimérica e assim interagir simultaneamente com NEK1 e CLASP2 através dos dominios
coiled-coils de seu C-terminal.

Nesse mesmo trabalho, foi observado também que PKC fosforila CLASP2 in vitro
e in vivo e que o tratamento com PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate), um ativador
de PKC, inibe a colocalizacdo de CLASP2 com FEZ1 na regido candidata ao
centrossomo *>. Interessantemente, esse resultado € condizente com os dados anteriores

que mostravam que a interacdo entre FEZ1 e CLASP2 seria regulada pela fosforilacdo

por PKC¢ *'.

Esses dados em conjunto ddo cada vez mais suporte a hipétese de que FEZI1
desempenha importantes fun¢des para a manutencdo e organizacdo do citoesqueleto.
Isso € suportado também pelo elegante estudo de Lanza et al. (2008), que relata as
alteragOes que a superexpressdao de FEZ1 causa em células HEK293. A superexpressao
transiente da construcdo GFP-FEZ1(1-392) (mas ndo de GFP apenas), em células
HEK?293, causa o aparecimento de nucleos multilobulados em mais de 40% das células
transfectadas, 64 horas apds a transfec¢do (Figura 1). A formacdo dos nucleos
multilobulados (ou “flower-like”) depende de microtibulos intactos, uma vez que o
tratamento com nocodazol (uma droga que impede a dindmica de
polimerizagcdo/despolimerizacdo dos microtibulos), 22 horas apds a transfec¢do com o
vetor da construcdo GFP-FEZ1(1-392), ndo sé inibe, como também reverte, o
aparecimento de nucleos multilobulados 40

Ademais, tanto GFP-FEZ1(1-392), quanto FEZ1 enddgena colocalizam e
interagem com o e Yy-tubulina endégena na regido organizadora dos microtibulos

(MTOC). A anidlise atenta dos nucleos multilobulados sugere que os 16bulos individuais
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possam se conectar ao MTOC por forcas atrativas, possivelmente mediadas pelos
microtibulos. Nesse modelo, as extremidades plus (+) e minus (—) dos microtibulos
estariam voltadas para o MTOC, formando loops capazes de contrair o nicleo (Figura
1). Interessantemente, FEZ1 exerce funcdes em ambas as extremidades, especialmente

na extremidade minus, onde se associa a NEK1 e CLASP2 (centrossomo) A

Isso
permitiu aos autores fazerem a especulacido de que a superexpressdo leva a formacado dos
loops e envolveria interagdes (ou dimerizagdes) “incorretas” entre populagdes de FEZ1
distintas, associadas aos microtubulos, ou entre FEZ1 e proteinas tais como CLASP2,
localizada na ponta do microtibulo 40

E interessante reportar que o fenétipo de nicleos multilobulados j4 foi observado
em células leucémicas e que essa morfologia foi associada a resisténcia a drogas e
também a capacidade dessas células de invadirem outros tecidos do corpo, como o
sistema nervoso central 7%

No trabalho de Lanza et al. (2008), ensaios de citometria de fluxo demonstraram
que células superexpressando a fusio GFP-FEZI1 nao apresentam arrasto no ciclo celular

quando comparadas a células superexpressando GFP apenas. Porém, a viabilidade de

. z ~ .. . 4
tais células ndo foi investigada *°.

1.4. FEZI e as leucemias: alguma relacdo?

O termo leucemia (literalmente “sangue branco”) se refere aos derivados
malignos de vdrias linhagens de células hematopoiéticas que circulam livremente pelo
sangue e que, com a proliferacdo descontrolada, levam ao desenvolvimento de desordens
hematopoiéticas. Estas podem ser de variados tipos dependendo de qual linhagem ou
precursor estd se dividindo para gerar os blastos leucémicos 20733,

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é caracterizada por parada na diferenciacdo
e proliferagdo descontrolada de precursores mieloides na medula 6ssea. Esse processo
leva a insuficiéncia hematopoiética e, quando células indiferenciadas escapam da
medula, hé leucocitose significante, com sequelas e ameacas a vida do paciente >4 Essa
€ classificada em oito subtipos MO a M7, segundo a classificagio FAB, do French-

American-British Cooperative Group *°7>.
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A Situagao normal FEZ1 superexpressa

Proteinas associadas a CLIP
Dimero GFP-FEZ1
Complexo y-tubulina
Complexo de ancoragem
Centriolos

S® 00 x &

Kinesina

Microtibulos (¢ e B tubulina)

Figura 1: A formacdo dos niicleos multilobulados em células HEK293. A. Quando hé superexpressao da
fusdo GFP-FEZ1 (verde), esta colocaliza com y-tubulina (vermelho) na regido do MTOC em células com
nucleos multilobulados, ao passo que, numa situacdo normal, FEZ1 enddgena (verde, a esquerda) aparece
como uma proteina difusa no citoplasma. Em azul, os nicleos corados com DAPI. B. Representacdo
hipotética de como se daria a formagdo dos niicleos multilobulados. Na situacdo normal, FEZ1 forma
dimeros capazes de se associar a vdrias proteinas e exerce sua fungcdo normalmente no citoesqueleto. A
superexpressdo de GFP-FEZ1, no entanto, pode levar a formagdo de pontes artificiais entre os microtibulos
e, consequentemente de “lagos” que envolveriam e constringiriam o nicleo, culminando com a formagéo dos

nucleos multilobulados (modificado de Lanza et al. (2009)).

De forma geral, os pacientes com os subtipos M4 (leucemia mielomonocitica
aguda) e M5 (leucemia monocitica aguda) apresentam leucocitose proeminente e maior
acimulo de blastos em sitios extramedulares como gengiva, pele, tubo digestivo e

52,53

sistema nervoso central (neuroleucemia) . Notavelmente, em um estudo de 1897
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casos de LMA analisados citogeneticamente, foi visto que pacientes com LMA M4, M5a
e MS5b apresentaram uma forte correlacdo com a incidéncia de anormalidades
citogenéticas associadas ao locus 11q23, como transloca¢des-fusdes do gene MLL
(Myeloid/Lymphoid or Mixed Lineage Leukemia), quando comparados com outros
subtipos FAB. As LMAs portadoras de anormalidades 11q23/MLL, como classificadas
pela WHO, apresentam um pior progndstico quando comparadas com LMAs portando
outros tipos de rearranjo » E importante ressaltar que o gene FEZI em humanos estd
anotado na regido 11g24.2 do genoma humano e, possivelmente, poderia ser
“perturbado” por translocag¢des vizinhas.

Além disso, células multilobuladas sdo frequentemente observadas em mondcitos
e promondcitos leucémicos no sangue periférico e medula de pacientes com esses
subtipos, sendo incomuns em outros subtipos da LMA 3 A aquisicdo desse fenotipo
ja havia sido associada a outros tipos de leucemia, sendo mesmo um marcador
fenotipico caracteristico de células T malignas de leucemia aguda (ATLL) e
Interessantemente, a resisténcia a quimioterdpicos de algumas linhagens leucémicas
linfociticas tem sido associada a modificacdes do citoesqueleto e a alteragcdo na

expressdao de proteinas associadas aos microtibulos (MAPs) 56,57

9 48

, algumas das quais
levando até o aparecimento do fendtipo “flower-like

Surpreendentemente, Huang et al. (1996) mostraram que as células de uma
linhagem de Leucemia Linfoide Aguda (LLA), Lo € Liooo, selecionadas para resisténcia
ao quimioterdpico vincristina, exibem uma organizacdo distinta dos microtibulos e
superexpressam MAPs especificas que culminam com a formagdo de nicleos
multilobulados. As células Ligp € Lipoo apresentam uma taxa de proliferacdo mais lenta
do que a linhagem parental que lhes deu origem, L, mas ndo apresentam arrasto do ciclo
celular. Além disso, os nucleos multilobulados desaparecem apds o tratamento com
colchicina, indicativo do papel dos microtibulos na sua formacdo *®.

Entretanto, os mecanismos moleculares subjacentes a formacdo do fendtipo de
nicleos multilobulados em blastos de LMA ainda nao foram elucidados. De alguma
forma, portanto, pode ser que a ocorréncia desse fendtipo em alguns subtipos de LMA

possa ser decorrente da expressdao ectdpica de FEZ1 e esteja também associada a

13



N

resisténcia a drogas antineopldsicas ou mesmo a capacidade de invasdo dos blastos,
principalmente de sitios imunoprivilegiados, como ocorre em LMA M4 e M5 732,
Assim, nesse trabalho, buscou-se investigar a possivel ocorréncia e o papel de
FEZ1 na formagao do fendétipo de nicleos multilobulados em blastos leucémicos de
pacientes com LMA. Esses estudos foram vinculados ao projeto clinico intitulado
“Identificagdo de proteinas envolvidas em mecanismos de formagdo do fendtipo de
nucleos multilobulados (“flower-like”) em células neopldsicas de leucemia mieloide

aguda dos subtipos M4 ¢ M5”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP (CEP N°: 1109/2009).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral.

O objetivo deste estudo foi entender o papel da proteina FEZ1 nos mecanismos
causadores e as consequéncias da formacdo do fenotipo de nicleos multilobulados
(“flower-like”) na viabilidade celular, tentando extrapolar esse modelo para o

entendimento desse fendomeno em leucemias.

2.2. Objetivos especificos.

v Investigar a existéncia de uma possivel relacdo entre FEZ1 e leucemias
através de andlises da sua expressdo génica.

v Analisar a expressdo de FEZ1 em linhagens leucémicas.

v Obter um clone estdvel de FEZ1 e realizar ensaios funcionais para entender
as consequéncias funcionais dos nucleos multilobulados para a célula em termos de
proliferacdo e viabilidade. Analisar se FEZ1 promove resisténcia ou sensibilidade ao
tratamento com quimioterapicos.

v Identificar parceiros de interacdo modulados pela atividade de PKCs e
tentar estabelecer uma relacdo funcional entre estes e a multilobulagdo.

v Estudar como a dimerizacdo e a estrutura de FEZ1 contribuem para a
geracdo do fendtipo “flower-like” (nucleos multilobulados) em cultura de células de

mamifero (HEK293).
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3. Metodologia

3.1. Andlises in silico de leucemias.

Com o objetivo de se ter uma ideia preliminar a respeito da expressao de FEZ1
em leucemias e mesmo em outros tipos de cancer, foram feitas andlises em bases de
dados publicos de expressdo génica como GEO Profiles (National Center for
Biotechnology Information — NCBI) e Oncomine™ (Compendia Bioscience). Em ambas,
podem ser feitas buscas por perfis especificos de expressdo de genes de interesse, em
condi¢cdes normais, de doenca ou de algum tipo de estresse. A base de dados
Oncomine™, porém, € dedicada a dados de microarranjos de DNA de estudos
publicados sobre cancer.

As buscas foram feitas sempre se inserindo o pardmetro “FEZI (gene)”. Na base
de dados Oncomine™, ha a possibilidade de se trabalhar com varios “filtros” ao mesmo
tempo, como “leukemia”, “11g23 translocation”, etc. Assim, foram feitas buscas por
dados de leucemias e, quando possivel, foi feito o agrupamento dos dados por tipos de
leucemia (LMA ou LLA), subtipos de LMA (subtipos FAB) ou mesmo por translocacdes
usuais em leucemia como as do gene 11q23/MLL.

Os dados gerados pela Oncomine'™ sio apresentados na forma de histogramas ou
box-plots de distribuicdes de intensidades de expressdo de amostras. Os dados dessa
base passaram por um processo de normalizacdo que inclui a transformacdo log2 e a
centralizacdo na mediana. Esse pré-processamento permite que a variagdo da expressao
em diferentes amostras possa ser comparada e que, a0 mesmo tempo, possam ser feitas
inferéncias a partir da quantificacdo dessa variacio (fold-change) **°°. A medida de
“fold change” ¢ o meio mais comum de expressar diferencas bioldgicas. Além disso,
quando se leva em conta apenas no valor do p-value para denotar diferengas entre
grupos, esse pode ser bastante pequeno devido ao grande nimero de amostras e a baixa

variabilidade entre elas, mesmo que a diferenca de magnitude entre elas seja pequena >°.
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3.2. Coleta de PBMCs de pacientes com leucemia.

Aliquotas de sangue de pacientes com suspeita de ou sabidamente acometidos por

leucemias atendidos ao diagndstico no Hemocentro da UNICAMP foram submetidas a

centrifugacdo em Ficol-paque® para a separagido das células mononucleares do sangue
periférico. O sangue foi diluido em Hank’s Salt Solution 1x (HSS1x — 0.137 M, NaCl
5.4 mM, KCI 0.25 mM Na,HPO4 0.44 mM, KH,PO4 1.3 mM, CaCl, 1.0 mM, MgS0O, 4.2

mM NaHCO3), aliquotado sobre Ficol-paque® e centrifugado a 400g durante 30’ a 4 °C.

A camada buffy, correspondente as células brancas ou PBMCs (Peripheral Blood

Mononuclear Cells), foi coletada e estas entdo lavadas trés vezes em HSS1x. O pellet

resultante da dltima lavagem foi entdo acondicionado a -80 °C para posterior extracao

do RNA total. O procedimento de coleta das amostras estd esquematizado na Figura 2.

Centrifugacao de sangue sobre Ficoll-paque® (400g/307/4°C).

plasma
diluted spin

blood P L
s VI
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white
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Figura 2: Estratégia de coleta e processamento das amostras de leucemia por centrifugacdo em gradiente de

Ficoll™,
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3.3. Extracdo de RNA total e Real-time PCR.

A extracdo do RNA total seria feita inicialmente com o reagente Trizol®
(Invitrogen), de acordo com as indicacdes do fabricante. Porém, logo nas primeiras
extracoes, esse método ndo se mostrou satisfatério para amostras de RNA total que
seriam posteriormente utilizadas para uma aplicacdo sensivel a contaminantes, como o
Real-time gPCR. Devido a esse fato, somado a qualidade heterogénea das amostras
coletadas (nem todas muito boas ou com uma quantidade razodvel de células), decidiu-
se por fazer a extracdo utilizando um kit comercial RNAeasy (QIAGEN). Os
procedimentos foram feitos seguindo as indicac¢des do fabricante.

Resumidamente, as células foram lisadas com o tampao RLT contendo 1% de [-
mercaptoetanol, com o auxilio de uma micropipeta. Para garantir a lise total, o extrato
foi passado em uma coluna de homogeneizacao (QIAshreder), por centrifugacdo a 20000
g, durante 2 minutos. Ao extrato homogeneizado foi adicionado etanol 75 °G.L. préprio
para RNA e a mistura resultante, apés homogeneizagao, foi aplicada em uma coluna
para precipitacdo do RNA total, por centrifugacdo a 8000 g durante 20 segundos. A
coluna foi entdo lavada com o tampdo RW1 em seguida com o tampao RPE por duas
vezes. A eluicdo foi feita com dgua livre de RNAse, sob centrifugagdo a 10000 g, por 1
minuto. As amostras de RNA total foram quantificadas e avaliadas quanto a sua
integridade e pureza através de leitura dos valores de absorbancia a 260 nm e das razdes
260/280 nm e 260/230 nm.

Para avaliar os niveis de expressio do mRNA de FEZ1 no sangue de pacientes
com LMA, foi utilizada a técnica de transcri¢cdo reversa seguida de PCR quantitativo em
tempo-real (RT-qPCR). A sintese de cDNA foi feita a partir de 2 ug de RNA total
utilizando-se o First-Strand ¢cDNA Synthesis (GE Healthcare). As amostras de cDNA
foram utilizadas como molde nas reacdes de PCR quantitativo em tempo-real, segundo
especificacoes do TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Utilizou-se
o método da quantificacdo relativa, no qual a quantidade do produto de PCR do alvo ¢
normalizada em relacdo a um gene constitutivamente expresso, no caso GAPDH.

As reagdes foram montadas utilizando-se 0.5 pL. do TagMan® Gene Expression

Assay (GAPDH ou FEZI1), 5 uL do TagMan® Universal PCR Master Mix 2X with
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AmpErase® UNG (Applied Biosystems) e 4.5 puL. de uma solu¢do contendo dgua e o
cDNA de interesse. Para efeitos praticos, assumiu-se que a transcricdo reversa do RNA
teve 100% de eficiéncia. As reacdes foram montadas em uma placa de 96 wells
juntamente com os controles NTC (No Template Control) e a corrida realizada em um
Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR System, conforme o programa padrao (hold
de 50 °C, 2 min; hold de 95 °C, 10 min; e 40 ciclos de 95 °C, 15 seg e 60 °C, 1 min).

3.4. Cultura de células e linhagens permanentes.

Células HEK293 e células de crescimento em suspensao (Jurkat, K562 e THP-1)
foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e RPMI-1640,
respectivamente, suplementados com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina
e 100 pg/mL de estreptomicina, a 37 °C sob uma atmosfera umidificada com 5% de
CO;. As células Flp-In-293 (ou doravante denominada HEK293 Flp-In) foram cultivadas
em meio DMEM nas mesmas condi¢des descritas acima.

Os clones estdveis foram obtidos através do sistema Flp—inTM T-REx™
(Invitrogen). Esse sistema permite a rdpida geracdo de clones estdveis e de expressao
indutivel através da célula hospedeira HEK293 Flp-In. Essa célula possui integrada ao
seu genoma dois elementos que sdo (1) a sequéncia do repressor da tetraciclina (TetO;)
e (2) o sitio de recombinacdo da recombinase Flp de Saccharomyces cerevisiae (Flp
Recombination Target, ou FRT) 60,

No sistema T-REx® (Invitrogen), duas cépias da sequéncia do operador O,
(TetO,) foram inseridas no promotor CMV do pcDNA®5—FRT/TO a fim de permitir a
expressdo regulada do gene de interesse pela adicdo de tetraciclina ao meio. O repressor
Tet é codificado pelo vetor pcDNA®6, de expressdo constitutiva € que promove a
resisténcia ao antibidtico blasticidina. A célula HEK293 Flp-In a expressa estavelmente
60

Além disso, as linhagens Flp-In expressam a fusdo lacZ-Zeocin™ estavelmente e
cada célula contém uma sequéncia unica em seu genoma do sitio FRT, proveniente do
vetor pFRT/lacZeo, como confirmado por Southern blotting. Como consequéncia, a

célula se torna resistente ao antibiético Zeocina® °°.
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A geracdo de uma linhagem Flp-In de interesse requer a cotransfeccdo com o
vetor pcDNA®5—FRT, contendo o gene de interesse, e o plasmideo de expressdo da
recombinase Flp, pOG44. A recombinase faz a insercdo do gene de interesse ao genoma
da célula no sitio FRT através de recombinagdo sitio-especifica do DNA. A
recombinacdo ocorre de tal maneira que a célula passa a ser sensivel a Zeocina® e
resistente ao antibidtico higromicina B, que pode ser entdo usada para selecionar os
clones estdveis de interesse. Além disso, a sequéncia do gene de resisténcia a
higromicina ndo possui cddon ATG, vindo a utilizar o c6don ja presente no genoma da
célula, de tal forma que apenas as células que tenham passado pela recombinacdo
correta tornem-se resistentes e sobrevivam durante a sele¢cdo com higromicina. A Figura
3A ilustra a disposicdo dos elementos genéticos nas linhagens Flp-In, com destaque para
o sitio de recombinacdo (FRT), o ATG essencial e a fusdo lacZ-Zeocin™ cuja
expressdo, constitutiva, € dirigida pelo promotor SV40. Na Figura 3B é mostrado como
fica o cassete de expressdo apds a recombinacdo e como se dd o processo de indugdo 60,

Assim, 24-48 horas ap0ds a cotransfeccdo com o vetor de transferéncia pCDNA®5—
FRT-FLAG (versao modificada do vetor original contendo o FLAG tag), contendo ou
ndo o gene de interesse (FEZ1 ou EGFP-FEZ1), e o vetor pOG44 (em uma relacdo de
1:9 (massa/massa)), as células foram replaqueadas numa razdo 1:10, de forma que a
confluéncia final fosse de ~40%. O processo de selecdo dos clones foi feito com
higromicina (100 pg/ml) e blasticidina (15 pg/ml) até que comecgassem a surgir colonias
isoladas. Os clones foram coletados individualmente com auxilio de uma pipeta e
amplificados individualmente. O teste de inducdo foi feito com concentracdes de
tetraciclina de até 500 ng/ml e os niveis de expressdo determinados pela técnica de

Western blotting.

3.5. Transfec¢oes, imunofluorescéncias e ensaios de viabilidade.

Transfeccoes.

As transfecgdes transientes foram feitas pelo método da precipitagio de DNA por
fosfato de célcio ou utilizando o reagente Lipofectamine (Invitrogen), de acordo com as

instru¢des do fabricante, e monitoradas por microscopia de fluorescéncia invertida.
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Figura 3: Principios de funcionamento do sistema de expressdo Flp-In'™ T-REx"™. A. Esquema do cassete
de expressado inserido no genoma da linhagem hospedeira Flp-InTM-293, denotando o sitio de recombinacio
homoéloga (FRT) entreposto entre o cédon inicial ATG e a fusdo do gene lacZ-Zeocin™, cuja expressao
(dirigida pelo promotor constitutivo SV40 — Pgy4) funciona como marcador de selecdo da linhagem. B.
Esquema do cassete de expressdo apds a recombinagcdo homdlogo e de como se da a expressao regulada por
tetraciclina. O gene de resisténcia a higromicina (Hygromycin) € inserido sob o controle do promotor SV40
e o gene de interesse (GOI), sob controle do promotor CMV/2X TetO, (Pemviax Teto2), pode ser expresso

com a adi¢do de tetraciclina.

Imunofluorescéncias.

As células foram fixadas em uma solucdo contendo 4% (w/v) paraformaldeido,

25uM Taxol e 50 mM EGTA em estufa a 37 °C por 20 minutos, e entdo lavadas 3 vezes
com PBS Ix

(10 mM fosfato, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl, pH 7.4) para remoc¢ao do

excesso de fixador. As células foram permeabilizadas e bloqueadas em uma mistura de

0,2% (v/v) Triton X-100 e leite 3 % em PBS, por 1 hora, sob agitacdo branda, lavadas
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mais 3 vezes com PBS 1x e entdo incubadas com Hoechst 33258 (2 pg/mL) em PBS 1x
por 10 minutos, a temperatura ambiente. As células foram lavadas por 5 vezes, com PBS
Ix e as laminas montadas para visualizacdo por microscopia de fluorescéncia. Os
nicleos multilobulados das células transfectadas de trés experimentos independentes

foram contados em um microscépio de fluorescéncia da Nikon.

Ensaios de viabilidade e proliferacdo.

Células HEK293 Flp-In “vetor vazio” e FLAG-FEZ1 foram cultivadas em
garrafas de 25 cm?® de drea até atingirem uma confluéncia de 40% e entdo induzidas (ou
ndo) com a adicdo de tetraciclina na concentragdo final de 1000 ng/mL. Apds 48 horas
de inducdo, as células induzidas e as ndo-induzidas foram coletadas, contadas e
plaqueadas em placas de 96 wells na quantidade de ~5000 células por well em meio de
cultura completo (com tetraciclina no caso das células induzidas). Apd6s 18-24 horas
(tempo para as células aderirem ao fundo da placa), as células tiveram o meio
complementado com meio contendo taxol (Paclitaxel, Sigma-Aldrich) ou vincristina
(Sulfato de Vincristina), em diversas concentracdes, por 48 horas. A medida de
viabilidade foi obtida através do ensaio colorimétrico Cell Titer 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega), uma variagdo do MTT. Os resultados estao
apresentados em termos de absorbincia a 492 nm. Para os ensaios de proliferagdo, as
células foram plaqueadas da mesma maneira e o crescimento acompanhado ao longo de

5 dias através do mesmo ensaio.

3.6. Imunoprecipitacdo e espectrometria de massas.

Os clones estdveis de HEK293 Flp-In “vetor vazio” e FLAG-FEZ1 foram
cultivadas em garrafas de 225 cm? até atingirem uma confluéncia de ~50%. O meio foi
trocado e as células induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL) durante 48 horas. Para o
tratamento, as garrafas de células HEK293 Flp-in FLAG-FEZ1 foram divididas em dois
grupos de 4 garrafas: (1) tratado com PMA (Merck) 1 pug/mL, durante 1 hora; e, (2)

grupo controle, tratado com DMSO (Dimetilsulféxido, Merck), por 1 hora. As 4 garrafas

23



de células HEK293 Flp-In “vetor vazio” também serviram como grupo controle e foram
tratadas com DMSO, pelo mesmo tempo.

Para o ensaio de imunoprecipitacdo, as células foram entdo lavadas e
ressuspendidas em PBS 1x estéril, centrifugadas a 150 g por 5 minutos e ressuspendidas
em tampao de lise (50 mM Tris HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TRITON
X-100 (v/v)), complementado com coquetel de inibidores de proteases (Complete Mini
EDTA-free, Roche). Ap6s 15 minutos de lise em gelo, o lisado foi centrifugado a 12000
g por 10 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante (fracdo soluvel) recuperado para a
imunoprecipitacdo. Ao sobrenadante recuperado entdo foi adicionada a resina ANTI-
FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma), previamente lavada com TBS 1x (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7.4), e incubado overnight sob agitacdo a 4 °C para a ligacdo dos
complexos proteicos formados pela fusdo FLAG-FEZI1 e suas proteinas parceiras. O
sobrenadante (flow-through) foi recuperado e a resina de cada amostra lavada com TBS
I1x gelado, por 3 vezes. A eluicdo dos complexos proteicos foi feita com 200 pL de
solucdo de peptideo FLAG a concentracdo de 300 ng/pL, sob agitacdo por 2 horas, a 4
°C °'. O eluido foi coletado e parte foi separada para anilise quanto 2 expressdo de
FEZ1 por Western blotting. Foi procedida a digestdo das amostras com tripsina
(Promega) e andlise usando o espectrometro de massas MALDI-QTof Premier
(Waters/Micromass). Os dados obtidos foram processados pelo programa Mascot
Distiller e submetidos a busca no banco de dados MSDB através do Mascot Server. A

Figura 4 apresenta o esquema geral do experimento.
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Figura 4: Ensaio de imunoprecipitacdo seguida de espectrometria de massas para identificacdo de interacdes
de FEZ1.
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4. Resultados e discussao

4.1. Expressdo de FEZI em leucemias.

Desde as primeiras publicagdes e trabalhos sobre UNC-76 e as proteinas da
familia FEZ € afirmado que a expressdao dessa familia de proteinas admite um padrao.
Com excecdao do homédlogo FEZ2, cuja expressdo € ubiqua, FEZ1 e UNC-76 possuem
expressdo restrita a células neuronais . Isso pode ser inclusive constatado em uma
rdpida busca em bases de dados de expressdo génica. Porém, diante das hipéteses
levantadas no projeto, foram realizadas buscas nas bases de dados GEO Profiles (NCBI)
e Oncomine™ justamente com o objetivo de encontrar dados pré-existentes sobre a
expressdao de FEZ1 em outros tipos celulares, seja em condi¢des normais ou de estresse.

Assim, numa busca preliminar na base de dados GEO Profiles, constatou-se que
FEZ1 estd mais expressa na linhagem THP-1 do que em outras duas linhagens de
leucemia, KG-1 e U937 (Figura 5A). Interessantemente, THP-1 foi estabelecida como
linhagem a partir do sangue periférico de um garoto de um ano de idade com LMA M5
(Leucemia Monocitica Aguda), em relapso. As células sdo hoje amplamente utilizadas
em estudos de diferenciacdo, pois podem ser induzidas a se diferenciarem em
macréfagos, produzindo lisossomos e adquirindo capacidade fagocitica 62,

Além disso, em trabalho recente, demonstrou-se que células de LMA
provenientes de pacientes expressam o0s receptores de citocinas envolvidas no
desenvolvimento de neurdnios, como o fator de crescimento do nervo (Nerve Growth
Factor, NGF), dentre outras neurotrofinas 3 Os autores desse trabalho conseguiram
estabelecer uma correlacdo clara entre a expressao dos receptores TRKs (TRKA, TRKB,
TRKC, Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptors) e alguns subtipos FAB da
classificacdo de leucemias mieloides agudas. O receptor TRKA, por exemplo, foi
identificado como sendo expresso em 62% dos casos de leucemias mielomonociticas e
monociticas, classificadas como LMA M4 e M5, enquanto apenas 10% das outras
leucemias foram positivas para esse receptor. Esse padrdo se repetiu nas andlises da
expressdo dos receptores TRKB e TRKC, mostrando que a expressdao desses receptores

estd intimamente ligada a diferenciagdo monocitica (LMA M4 e MS5). Para corroborar
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tais dados, esses autores também citam a constatacdo de que 98% das células THP-1
testadas por citometria de fluxo expressavam TRKA em suas membranas. Em outros
experimentos, esses receptores se mostraram funcionais, suportando inclusive a

sobrevivéncia e proliferacio dessas células .
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Figura 5: Ensaio de expressdo de FEZ1 em linhagens de leucemia. A. Resultado de andlise in silico na base
de dados GEO Profiles do NCBI, mostrando a expressdo de FEZ1 na linhagem de leucemia mieloide THP-
1. B. Western blotting demonstrando a expressdo de FEZ1 em THP-1, independente da adi¢cdo de NGF (500
ng/mL de NGF, 24 horas, 2.5,(106 células).

Os dados desse trabalho, juntamente com os dados de expressdo da base de dados
GEO Profiles, levantaram a possibilidade da expressao de FEZI1 nas células THP-1 ser
uma consequéncia da sinalizacdo por NGF. A induc¢ido da expressdo de FEZ1 enddgena
por NGF ji havia sido observada em células PC12 ®* uma linhagem usualmente
utilizada em estudos de diferenciacdo neuronal. Para testar tal hipétese, células THP-1 e
de uma leucemia mieloide cronica (K562) e de uma leucemia linfoide aguda (Jurkat)
foram cultivadas e tratadas com NGF por 24 horas. Seu extrato foi preparado e

analisado por Western blotting utilizando um anticorpo policlonal anti-FEZ1, na
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diluicdo 1:1000 (Proscience). Como pode ser visto na Figura 5B, somente as células
THP-1 apresentaram uma banda na regido que corresponde a altura de migracdo de
FEZ1 (a fusdao recombinante His¢-FEZ1 foi utilizada como controle e apresenta duas
bandas devido a degradac@o da amostra). Aparentemente, a adicdo de NGF ao meio ndo
altera os niveis de expressdo, porém, esse resultado corrobora a expressao de FEZ1 em uma
linhagem de leucemia, antecipando o que talvez pudesse ser observado nas andlises de

pacientes.

Também como forma de antecipar as andlises com células de pacientes, foram
feitas diversas andlises na base de dados de DNA microarrays Oncomine™™, a respeito
da expressdao de FEZ1 ndo s6 em diversos tipos de leucemia, mas também em outros
tipos de céincer e outras condicOes de interesse. Essa base se mostrou especialmente
adequada para tais andlises, tendo em vista que os dados podem ser agrupados (como
por subtipo de cancer, tipo molecular, presenca ou auséncia de parametros, etc.), de tal
forma que informagdes que antes estavam ocultas possam se tornar visiveis e as reais
diferencas entre amostras aparentemente iguais possam ser exploradas para o
desenvolvimento de uma estratégia de tratamento, por exemplo.

Outra vantagem é a andlise de Outliers ou Cancer QOutlier Profile Analysis
(COPA). O cancer € um conjunto de diversas doencas heterogéneas. O cancer de mama,
por exemplo, € um conjunto de diversas doengas com causas moleculares distintas e, em
muitos casos, desconhecidas. Através da COPA, essas diversas variagcdes de um mesmo
tipo de cancer podem ser exploradas. Genes que podem ser a causa ou o “tendao de
Aquiles” da doenca em uma pequena populagdo e que, por isso, ndo podem ser
detectados pela andlise comum de expressdo diferencial, podem ser correlacionados a
ela e testados como alvos especificos para essas subpopulagdes. A COPA € um método
para dar score e ranquear genes baseados em sua alta super ou subexpressdo em um
pequeno conjunto de amostras de cancer. Por exemplo, o gene ERBB2 ¢ altamente
expresso em 25% dos casos de cancer de mama. ERBB2 possui um perfil de Outlier, um
gene com alto COPA score e altas posicdes no ranking de mais expressos. Através da

delimitacao de percentis (75°, 90° e 95° percentil), diferentes datasets podem ser
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comparados (“Meta-analysis™) 65 Quando se diz que o gene FEZI1 possui perfil de
Outlier quando analisado no 75° percentil, significa dizer que, em 25% daquele conjunto
de amostras, sua expressdo € significativa e pode possuir um sentido funcional do ponto
de vista bioldgico 5 A Figura 6 ilustra o perfil de expressdo de FEZ1 obtido a partir da
andlise de leucemias mieloides de diferentes estudos independentes.

Como pode ser notado, nas andlises de Armstrong et al. (2002), as leucemias de
origem linfoide e mieloide podem ser diferenciadas pela expressdo de FEZ1, sendo essa
maior nas LMA (p-value: 1.74 X10'8) (Figura 6A). Essa diferenca pode ser notada
também quando se comparam os subtipos de LMA, como mostra a andlise diferencial
dos dados de Gutierrez et al. (2005), destacando as amostras de LMA MS5, cuja
expressdao € maior do que nos outros subtipos (Figura 6B). A andlise diferencial das
leucemias de Stegmeier et al. (2004), por outro lado, mostra a expressdao de FEZ1 como
sendo maior nos casos de LMA frente a mondcitos e neutréfilos diferenciados e ndo
malignos (Figura 6C). Embora o p-value seja maior do que 0.05, esse resultado ¢é

representativo dos tipos de andlise que podem ser feitas utilizando essa base de dados.
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Figura 6: Andlises in silico da expressdao de FEZ1 em Leucemias Mieloides Agudas I. A. Armstrong et al.
(2002). Anadlise diferencial da expressio de FEZ1 em LMA: LLA vs. LMA B. Gutierrez et al. (2005).
Andlise diferencial da expressdo de FEZ1 em diversos subtipos de LMA, com destaque para LMA FAB MS5.
C. Stegmeier et al. (2004). Analise diferencial da expressdo de FEZ1 em LMA. Comparagdo com amostras

de mondcitos e neutréfilos. Os ndmeros entre parénteses se referem a quantidade de amostras analisadas.
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Os dados ainda podem ser agrupados de acordo com outros parametros, como
pela sensibilidade ao tratamento com drogas. Na Figura 7, pode ser visto que, embora
nos dois grupos de amostras a expressdao de FEZ1 seja baixa (valores negativos de
intensidade indicam que o gene € expresso em niveis abaixo da média de todos os genes
analisados), existe uma diferenca significativa entre eles. As células sensiveis a
daunorubicina apresentam um nivel de expressdo de FEZl um pouco mais elevado do

que o das células resistentes.
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Figura 7: Anidlise diferencial da expressio de FEZ1 em linhagens primdrias de leucemia, segundo a
sensibilidade a droga Daunorubicina. Dados de Holleman et al. (2004). Os nimeros entre parénteses se

referem a quantidade de amostras analisadas.

As Figuras 8 e 9 sdo ilustrativas de como os dados de grandes populagdes podem
mascarar a realidade sobre a expressdo de um gene em situacdes especificas. Todos os
dados sdo dos estudos de Anderson et al. (2007). Na Figura 8A, € mostrada a andlise
diferencial da expressdo de FEZI em LMA em relacio a um conjunto de amostras
normais. As diferencas sdo significativas (p-value: 0.012). Porém, ao se fazer o mesmo
tipo de andlise e agrupando-se as amostras pelo status da regido q23 do cromossomo 11,
nota-se que ha uma diferenca muito maior: as amostras com rearranjo genético nessa
regido apresentam um nivel de expressdo significativamente maior do que o das
amostras controle, como representado pelos valores p-value: 3.60,10" e Fold change:

11.873 (Figura 8B).Quando se analisam mais aprofundadamente as amostras,
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agrupando-as pelo tipo detalhado de translocacdo (Figura 8C), e também quando faz-se

uma andlise de Outliers no 95° percentil (Figura 9A), isso ainda se mantém.
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Figura 9: Detalhamento das andlises da expressdo de FEZ1 em leucemias no estudo de Anderson et al.
(2007). A. Andlise de outliers no 95° percentil com agrupamento das amostras com base na existéncia de
rearranjo genético na regido 11923 em leucemias mieloides agudas. NV: No value. B. Detalhe da anélise
com agrupamento por decorréncia do tratamento. NA: Nao Aplicivel. Os nimeros entre parénteses se

referem a quantidade de amostras analisadas.

Porém, ao se fazer uma andlise com agrupamento das amostras por decorréncia do
tratamento, nota-se que a expressdao de FEZ1 ndo varia com o tipo de resposta (Figura
9B). Na Figuras 10 e 11, sdio mostradas as andlises de outros estudos envolvendo

leucemias mieloides e linfoides, novamente denotando a possivel relagdo entre a
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ocorréncia de rearranjos genéticos na regido 11q23 do genoma e a expressdo ectdpica de

FEZ1 em blastos leucémicos.
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Figura 10: Analises in silico da expressao de FEZ1 em outras leucemias. A. Haferlach et al. (2010).
Andlise diferencial da expressdo de FEZ1 em LMA com agrupamento por status (11q23). B. Ross et al.
(2003). Anadlise diferencial da expressdao de FEZ1 em Leucemia Linfoide Aguda (LLA), agrupada pelo

status 11q23. Os nimeros entre parénteses se referem a quantidade de amostras analisadas.

De fato, essa regido genOmica corresponde ao gene MLL (Mixed-Lineage
Leukemia). O gene de FEZI estd localizado muito préximo dessa regido, mais
especificamente na regido 24 do mesmo bracgo (11q24.2). Fusdes da proteina MLL, cujo
produto constitui um fator de transcri¢@o, estdo associadas a diversos tipos de leucemia
3366 " Agsim, a superexpressdo de FEZ1 em células leucémicas observada nessas andlises
poderia ser um efeito secunddrio da instabilidade genética, comum a diversos tipos de
cancer, causada pelos rearranjos vizinhos. A Figura 12 ilustra o perfil da expressiao de

FEZ1 no 95° percentil ao longo de 11 datasets independentes, previamente
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selecionados. Como pode ser visto, FEZ1 €, na média desses estudos, o 266° gene mais

expresso, estando, na maioria dos estudos, entre os 1% mais expressos.

35
A o
25

20

15

1.0

05

£ 00
g 05

£ 40

§ 15

§ 20
25

§ 30

2 as
4.0

45

50

p=0.024

teste-t = 2.459
[ FC=7.645
[ Rank: 1279 (top 15%)

55

|
MLL-MLLT1 (6)

sem MLL-MLLT1 (26)

B 6.0

5.5
5.0 —
4.5 —
4.0
3.5 -
3.0
25
2.0 -
1.5

1.0
0.5 |
0.0 —
-0.5 -
-1.0 -

log2 median-centered intensity

Rank: 169 (top 1%)
COPA: 6.828

ine (C ia Bioscil Ann Arbor, MI) foi usada para analise e visualizacoes

Figura 11: Andlises in silico da expressdo de FEZ1 em outras leucemias II. A. Tsutsumi et al. (2003).

Analise diferencial da expressdo de FEZ1 em LLA com agrupamento com base na fusao MLL-MLLTI. B.

Wouters et al. (2009). Andlise de outliers no 90° percentil em LMA agrupada por status da translocacdo

11g23. NV: No value. Os nimeros entre parénteses se referem a quantidade de amostras analisadas.
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Perfil da expressdo de FEZ1 no 95° percentil (95° Cutlier)

Median Rank COPA Gene
266.0 24.859 FEZ1
1|12|3|4|5|6|7|8|9]10|11
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1, Qutlier 95th% 7. Qutlier 95thi
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3, Cuther 95thi 9, Quthier 95thi

Dik Levkernia, Leukemia, 2005 Palomero Cellline, Nat Med, 2007
4, Qutlier 95th% 10, Outlier 95th%

Gutierrez Leukemia, Leukemia, 2005 Walk Leukernia, M Engl J Med, 2004
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Figura 12: Andlise de outlier para FEZ1 no 95° percentil. A expressdo de FEZ1 foi comparada ao longo de
diversos datasets independentes. O COPA score e o ranking médio de FEZ1 refletem a significancia dessa

superexpressdo. Na Legenda € mostrada a origem dos datasets.

Ap6s as andlises in silico apontarem para o potencial de FEZ1 estar realmente
expressa em células leucémicas de pacientes, faltava ter esse resultado
experimentalmente. Assim, PBMCs de pacientes com leucemia atendidos no
Hemocentro da UNICAMP, coletadas ao longo de um ano conforme descrito, tiveram
seus RNAs extraidos para serem analisados quanto a expressdao de FEZI1, pela técnica de
Real-time gPCR. Como as amostras eram pequenas e escassas, decidiu-se dar prioridade
as andlises no nivel transcricional.

Assim, o primeiro passo para as andlises por Real-time qPCR foi estabelecer a
quantidade de cDNA a ser utilizada para cada amplificacdo, bem como determinar sua
eficiéncia. Assim, construiu-se uma curva padrao com diferentes quantidades de cDNA
(uma curva padrio, para quantificacdo absoluta) e, a partir da inclinagdo dessa curva,
calculou-se a eficiéncia de amplificacdo (férmula, Figura 13B) 67.68

Isso foi feito para 2 pacientes e também utilizando-se o cDNA feito a partir do
RNA total de HEK superexpressando o mRNA de FEZI1 (Figura 13A). Como pode ser
visto na tabela (Figura 13B), as eficiéncias das duas sondas ndo foram satisfatorias.

Além disso, a partir desses dados, € possivel construir uma curva de validacdo, em que
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sdo comparadas as eficiéncias relativas de amplificagcdo dos cDNAs para cada ponto da
curva. A curva de validacdo deve possuir uma inclinagdo menor do que 0.1. Caso
contrdrio, significa que as rea¢des nado tém eficiéncias iguais de amplificacdo, podendo
levar a superestimativas quando da quantificagdo relativa (a expressdo de FEZI em
relacdo a GAPDH, nesse caso) 67.68 Na Figura 13C, a inclinacdo da reta mostra que hd
variacdo das efici€éncias de amplificacdo para as duas sondas nos pontos da curva, dando

inclinacdo maior a mesma.
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Figura 13: Padronizacdo da amplificagdo de FEZI1 pela técnica de Real Time gPCR com a sonda
TagMan®. A. Construcdo das curvas de eficiéncia de amplificagdo de duas amostras: controle (HEK-FEZ1)
e leucémica (P3, paciente #3). B. Tabela e formula de célculo das eficiéncias de amplificacdo a partir da

inclinacdo das curvas (m). C. Curva de eficiéncia relativa de amplificacdo (FEZ1 vs. GAPDH).
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Apesar de vdrias tentativas, ndo se conseguiu atingir eficiéncia de amplificacdo
superior a 90%. Decidiu-se entdo por fazer a andlise do maior nimero de amostras de
uma vez, para que essas pudessem ser comparadas entre si. Embora a eficiéncia de
amplificacdo ndo fosse alta, ao menos na placa em andlise, ela seria igual ou préxima
em todos 0s pocos, permitindo a comparagdo entre 0s mesmos € as amostras controle
dessa placa. Assim, as 9 melhores amostras de pacientes em termos de qualidade de
RNA foram escolhidas para serem analisadas, juntamente com 4 controles, a saber: dois
controles negativos (ECS C- e RHSF C-), PBMCs de doadores de sangue sauddveis,
representando a condicdo normal, ndo leucémica; e dois controles positivos, um sendo a
célula THP-1, cuja expressdao de FEZ1 ja havia sido demonstrada em nivel de proteina, e
outro da linhagem HEK-293 Flp-In induzida a expressar a fusdo FLAG-FEZI.

As andlises foram feitas utilizando-se a amostra RHSF C- como calibradora.
Como pode ser visto na Figura 14, porém, ndo houve amplificacdo de nenhuma das
amostras, mesmo dos controles positivos, permanecendo a constatacdo empirica da
expressdao de FEZ1 em células leucémicas através de experimentos de Real-time qPCR

uma lacuna a ser respondida.
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Figura 14: Andlise da expressdo relativa de FEZ1 em pacientes de leucemia. No total, foram analisados 9
pacientes (P#), dois controles negativos (doadores de sangue: ECS C- e RHSF C-) e dois controles positivos
(293 Flp-in C+ e THP-1). Os dados foram calibrados em fun¢do da amostra RHSF C-. RQ = Quantificacio

Relativa.

4.2. Ensaios celulares: as consequéncias da expressdo de FEZI para a célula.

Paralelamente aos estudos envolvendo leucemias, fizeram-se estudos para
entender a funcionalidade para a célula da aquisicio do fendtipo de nucleos
multilobulados. Qual seria a vantagem ou desvantagem seletiva, se € que existiria
alguma, da multilobulagdo ou mesmo da superexpressido de FEZ1? Por que, em uma
transfeccdo, apenas 40% das células transfectadas apresenta o fendtipo de nucleos
multilobulados *®?

Como forma de responder a tais perguntas, o primeiro passo seria a obtenc¢ado de
uma linhagem celular que pudesse ser analisada num tempo mais longo do que aquele da
expressdo transiente, decorrente de uma transfeccdo usual. Assim, partindo-se de um
unico clone, os efeitos decorrentes da variacdo nos niveis de expressdo e na propria
populacao de células poderiam ser minimizados e o evento ser estudado em mais

detalhes. Além disso, pelo fato de ndo se saberem os efeitos deletérios ou téxicos que a
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superexpressdo de FEZ1 poderia ter para a célula, a escolha por um sistema indutivel se
mostrou ideal.

Os cDNAs de FEZ1 e da fusdao EGFP-FEZ1 (disponivel no laboratério) foram
clonados ao vetor pcDNA®5-FRT-FLAG (Figura 15A) e as linhagens HEK293 Flp-In
“FLAG-FEZ1” ¢ “FLAG-EGFP-FEZ1” foram obtidas conforme o protocolo descrito °'.
Os clones obtidos foram testados quanto a expressdo das fusdes por Western blotting
utilizando o anticorpo monoclonal anti-FLAG M2® (Sigma) e vdrios deles se mostraram
positivos (Figura 15B). Vale ressaltar que tanto a proteina FEZ1 enddgena, quanto as
fusdes, nesse caso, apresentam um padrdo de migracao diferente. Apesar de possuir ~45
kDa em massa, devido a grande quantidade de aminodcidos dcidos em sua cadeia, FEZ1
migra com massa aparente proxima a 70 kDa. A identidade das bandas foi confirmada
por stripping e Western blotting utilizando o soro policlonal anti-FEZ1 (Proscience).

Curiosamente, mesmo em altas concentracdes de tetraciclina, a linhagem HEK293
Flp-In EGFP-FEZ1 ndo apresentou emissdo de fluorescéncia quando observada ao
microscopio de fluorescéncia. Além disso, ndo foi observada quantidade significativa de
células com nucleos multilobulados (dados nao mostrados). Isso talvez se deva ao fato
de a expressdo transiente ser muito mais intensa do que no Sistema Flp-In® T-REx®.
Mesmo diante desses resultados, foi dada continuidade aos experimentos com essas
linhagens para tentar obter dados a respeito dos efeitos funcionais da expressao ectdpica

de FEZ1 para a célula.
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A pCDNAS-FRT-FLAG-FEZ1 B PCDNAS-FRT-FLAG-EGFP-FEZ1
M C 13 14 15 16 17 18 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Flp-in FLAG-EGFP-FEZ1 Flp-in FLAG-FEZ1 Flp-in FLAG-EGFP-FEZ1
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Figura 15: Clonagem e expressio de FEZI no sistema Flp-In"™ T-REx. A. Andlise de restricio com Kpn I
e Not I de seis clones pCDNAS5-FRT-FLAG-FEZ1. O clone #18 foi confirmado e levado a diante B. Andlise
de restricdo com Kpn I e Not I de doze clones pCDNAS-FRT-FLAG-EGFP-FEZ1. O clone #10 foi
confirmado e levado a diante. C. Western blotting do teste de indugdo de trés clones celulares capazes de
expressar a fusdo FLAG-FEZ1 e dois, FLAG-EGFP-FEZ1. D. Confirmacio da identidade dos dois clones
FLAG-EGFP-FEZ1 utilizando o anticorpo anti-EGFP.

O primeiro experimento no sentido de identificar diferencas entre as células
portando o vetor pcDNA®5-FRT-FLAG “vazio” ou expressando a fusdo FLAG-FEZ1 foi
o de acompanhamento da proliferacdo celular, utilizando o kit Cell Titer 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay. Nao houve diferenca na forma das curvas de
absorbancia de HEK293 Flp-In FLAG-FEZ1 e FLAG-VAZIO, ao longo do tempo, o que
€ indicativo de que ndo ha diferenca nas taxas de proliferacio das duas linhagens
(Figura 16). Esse resultado se repetiu para os clones HEK293 Flp-In FLAG-EGFP-FEZ1

(dados ndo mostrados).
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Essas células foram entdo testadas quanto a sua capacidade de crescer em meio
contendo quimioterdpicos como o taxol (Paclitaxel) e a vincristina (Sulfato de
Vincristina), ambas utilizadas no tratamento de neoplasias. Tanto este, utilizado no
tratamento de linfomas e leucemias, como aquele, utilizado para tratamento de tumores
s6lidos como de pulmdo, ovario e mama, atuam sobre os microtibulos, com mecanismos
de acdo, porém, distintos. Enquanto o taxol atua estabilizando os filamentos de
microtibulos, impedindo a sua dindmica de remodelacdo, a vincristina atua justamente
impedindo a formacdo de filamentos ao se ligar aos dimeros de tubulina livres 2

Como relatado, FEZ1 é uma proteina cujas funcdes estdo em grande parte
relacionadas a rede de microtibulos da célula, constituindo elemento importante da

22,27 ) .
. Além disso,

maquinaria de transporte intracelular de proteinas e outras cargas
FEZ1 se associa diretamente aos microttibulos . Assim, serd que FEZI1, através sua
associacdo com os microtibulos, poderia promover a resisténcia ou sensibilidade da
célula a acdo de algum desses compostos?

Porém, como mostrado nas Figuras 17 e 18, em vdérias concentragdes desses

compostos testadas, ndo houve diferenca significativa na porcentagem de sobrevivéncia,

comparando-se tanto células induzidas quanto ndo-induzidas.
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Figura 16: Ensaio de proliferacio de células Flp-In""-293 expressando a fusido Flag-FEZ1. As medicdes
foram iniciadas 48 horas apds o plaqueamento de 5000 células por poco (pré-indugdo com 1000 ng/mL
tetraciclina), utilizando o ensaio colorimétrico Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay. Os resultados estdo apresentados em termos de absorbancia a 492 nm. A e B. Repeti¢cdes do mesmo

experimento. Cada ponto da curva representa a média da leitura de trés replicatas.
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Figura 17: Ensaio de resisténcia ao tratamento com taxol. Células Flp-In"-293 portando o vetor vazio ou a

constru¢do FLAG-FEZ1, induzidas e ndo-induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL tetraciclina) foram

expostas a vdrias concentragdes do composto por 48 horas. A sobrevivéncia estd expressa em porcentagem

da leitura da absorbancia de cada ponto em relagdo ao controle tratado com DMSO.
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Figura 18: Ensaio de resisténcia ao tratamento com vincristina. Células Flp-In'™-293 portando o vetor
vazio ou a constru¢do FLAG-FEZ1, induzidas e ndo-induzidas com tetraciclina (1000 ng/mL tetraciclina)
foram expostas a vdrias concentragdes do composto por 48 horas. A sobrevivéncia estd expressa em

porcentagem da leitura da absorbancia de cada ponto em relacio ao controle nio tratado.
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4.3. O niicleo “flower-like” no contexto das interacoes de FEZI.

Face aos resultados até entdo obtidos com as linhagens HEK293 Flp-In, decidiu-
se por utilizd-las para aprofundar o nosso conhecimento a respeito das interagdes que
FEZ1 € capaz de assumir na célula, bem como essas interagdes sdo reguladas pela acdo
de proteinas quinases da familia das PKCs ativadas por PMA. Dados anteriores do nosso
grupo demonstram que o tratamento com PMA aumenta a propor¢ao de células HEK293
com nucleos multilobulados (Figura 19A, dados ndo publicados). Sabe-se ainda que a
fosforilacdo de FEZ1 por PKCs in vitro acaba com sua interagcdo com CLASP2, levando
a hipdétese de que o aumento observado na multilobulagdo sob tratamento com PMA
possa ser consequéncia das mudancas no perfil de interagcdes que FEZI1 estabelece
quando € fosforilada 4

Para descobrir que interacdes sdo essas, células HEK293 Flp-In Flag-FEZI,
induzidas com tetraciclina, foram tratadas (ou ndo) com PMA e a fusdo Flag-FEZ1 foi
imunoprecipitada juntamente com as proteinas parceiras de FEZ1. Com o intuito de se
identificarem as interac¢des inespecificas mediadas pelo FLAG rag, a linhagem contendo
o vetor pcDNA®5-FRT-FLAG “vazio” foi utilizada como controle.

A figura 19 traz a lista de proteinas que foram identificadas por espectrometria de
massas. Infelizmente, ndo foram identificadas muitas proteinas e esse ensaio também
ndo foi validado com uma repeticdo. Porém, nota-se na lista que a Unica proteina
presente nas duas condi¢des € SCOCO, parceiro de interacdo previamente descrito de
FEZ1 *°.

A proteina SCOCO foi descrita como um homoélogo de UNC-69 de C. elegans,
cujo mutante para esse gene apresenta os mesmos defeitos de locomocdo associados a
perda de UNC-76 A proteina SCOCO esta envolvida no transporte de vesiculas e sua
ligacdo a FEZ1 constitui a associagdo com a maquinaria de transporte intracelular que se
da através dos microtdabulos e motores moleculares, como as kinesinas 2, Curiosamente,
SCOCO ¢ estudada em nosso laboratério e, inclusive, em uma colaborag¢do, foram feitos
estudos de imunolocalizacdo mostrando a colocalizacdo de FEZ1 e SCOCO em uma

estrutura perinuclear, possivelmente o centrossomo. Em outro projeto do grupo, o modo
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como se da essa associacdo estd sendo detalhado através de ensaios de duplo-hibrido e

novos parceiros de interagcdo de SCOCO estao sendo descritos.
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0 Flower ke nuclel
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Percentage of transfected cels
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Figura 19: Nicleos multilobulados no contexto de regulacdo e interacdes de FEZ1. A. O efeito da

atividade de proteinas quinases foi avaliado através do tratamento com PMA e Staurosporina,
respectivamente, um ativador de PKCs e um inibidor genérico de quinases. Os dados do Dr. Daniel Lanza
mostram que o tratamento com PMA aumenta a propor¢do de células com nicleos multilobulados. B.
Esquema denotando as protefnas identificadas por MS em ambas condi¢des (tratada e ndo tratada com
PMA) separadas de acordo com processos/fungdo. *=proteinas que apresentam dominios estruturais em

coiled-coils. SCOCO foi a tinica proteina detectada em ambos os tratamentos.
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Também € interessante notar que FEZ1 interage com fatores de transcricao,
dentre outras proteinas nucleares (destacadas em lilds, Figura 19), como previamente
descrito e publicado por nosso grupo através de ensaios de duplo-hibrido B A
capacidade de FEZ1 de se associar a proteinas nucleares ainda ¢ uma questdo em estudo,
porém, ¢é interessante notar que a proteina homodloga de SCOCO em aves, BERT, ¢
capaz de regular, em nivel transcricional, a expressdo do fator de transcricdo Sox2 na
placa neural de embrides de galinha, o que se dad pela sua associacdo com a proteina
ERNI 7°. H4 também a hipotese de que FEZ1 poderia atuar como mediadora do
transporte de fatores de transcrigdo para o nicleo. Porém, um papel funcional para FEZ1
no ndcleo também ndo pode ser descartado.

As proteinas que interagiram com FEZI1 apenas na condi¢do controle foram
BRMSIL, um fator de transcri¢dao, e SLC4A1AP ou Kanadaptin. Estudos iniciais davam
conta de que Kanadaptin é uma adaptadora do transporte da proteina KAE1 (Kidney
Anion Exchanger 1), um canal iénico presente na membrana de células renais ' .
Estudos recentes, porém, indicam que essas duas proteinas (Kanadaptin e kAEI) nao
interagem em células HEK293 e que Kanadaptin € uma proteina com multiplas
localizacdes e migra entre o nicleo e o citoplasma constantemente, porém, sua funcao
exata ainda ndo é conhecida '""%.

Dentre as proteinas que interagiram apenas na condic¢do tratada com PMA foram
detectados peptideos relacionados as proteinas FREM3 (FRAS!-related) e FBXL18. A
proteina FREM3 € um componente da matriz extracelular, mais especificamente da
lamina basal e, curiosamente, camundongos knockout para os genes da familia Fras
apresentam agenesia renal, condi¢do congénita na qual os rins ndo se desenvolvem. A
expressio de FREM3 e FRAS1 € diminuida em rins policisticos de camundongos

neonatos 73,74

. Interessantemente, FEZ1 comecou a ser estudada em nosso grupo apoés ser
identificada como parceiro de interacdo da proteina NEKI1 em um screening duplo-
hibrido cujo objetivo era encontrar proteinas relacionadas a Doen¢a do Rim Policistico
(PKD) *°.

Ja a proteina FBXL18 (Isoform 1 of F-box/LRR-repeat protein 18) parece constituir

parte de um complexo com atividade de E3 Ligase '°. Além disso, FEZ1 se liga a
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proteina E4B (UF2D) originariamente descrita como uma E4 (fator de montagem da
cadeia de ubiquitina), mas que também funciona como uma E3 ligase. FEZl ¢
poliubiquitinada por E4B, mas isso ndo influencia na sua estabilidade. A intera¢ao entre

as duas promove a extensiao de neuritos em células PC12 e é regulada por PKC( 10,

Além das interacdes com outras proteinas, as outras hipdteses que pairavam sobre
os mecanismos de formacdo dos nidcleos multilobulados levavam em consideracdo a
propria estrutura de FEZ1 e a sua capacidade de dimerizacdo. Durante a superexpressao,
o excesso de FEZ1 na célula poderia levar a formacdo de dimeros “inespecificos” entre
populacdes de FEZI1 distintas (de ambas as extremidades dos microtibulos, por
exemplo), culminando na formagdo dos ndcleos multilobulados *°.

Afinal, FEZ1 possui sequéncias com predi¢ido de formacgao de coiled-coils em sua
estrutura que, além de mediar interacdes com outras proteinas 38, poderiam, em uma
condi¢ao “anormal” (como o excesso de FEZ1 na célula), promover a formacgao inicial
de dimeros “instaveis”, estabilizados entdo por uma ou mais das cinco cisteinas que
fazem parte de sua cadeia polipeptidica. Em recente trabalho do grupo, foi demonstrado
por imunoprecipitagdo e Western blotting que FEZ1 endégena forma dimeros em células
HEK293 * Para investigar se os coiled-coils preditos na estrutura de FEZ1 estdo
relacionados a formacdo dos ntdcleos multilobulados, os ¢cDNAs correspondentes as
por¢des isoladas da cadeia de FEZI que vdo dos aminodcidos 229 ao 269 e dos
aminoacidos 229 ao 303 foram clonados ao vetor pCDNA-FLAG e as construcdes
pCDNA-FLAG-CC(229-269) e pCDNA-FLAG-CC(229-303) foram cotransfectadas cada
qual com o vetor pPEGFPC2-FEZ1 em células HEK293. A constru¢do pEGFPC2-FEZ1
foi cotransfectada isoladamente como controle de tal forma que a redu¢do ou aumento
na contagem de nudcleos multilobulados nas cotransfec¢des seria um indicio da
interferéncia dos coiled-coils. Vale ressaltar que, segundo nossas hipodteses, essa
interferéncia poderia se dar tanto no sentido de impedir a dimerizacdo, mas também
impedindo a interacdo com outras proteinas. Os nucleos de células transfectadas de trés
experimentos independentes foram contados e as médias foram plotadas em histogramas

como porcentagem de células transfectadas (Figura 20).Interessantemente, a
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cotransfeccdo com pEGFPC2-FEZ1 e pCDNA-FLAG-CC(229-269) foi suficiente para
reduzir a formacdo dos nidcleos multilobulados em quase 40% quando comparado com a
transfeccdo com pEGFPC2-FEZ1 apenas (Figura 20A), enquanto a cotransfeccdo com
pCDNA-FLAG-CC(229-303) reduziu a ocorréncia do fendtipo em 26%.

J& para avaliar a contribuicdo da dimerizagdo através de pontes dissulfeto para a
formacao dos nicleos multilobulados, foi desenhada uma nova CDS sintética de FEZ1,
na qual as cinco cisteinas foram substituidas por serinas. O cDNA sintético de FEZ1
sem cisteinas (FEZ1 nocys) foi clonado ao vetor pEGFPC2 e confirmado por
sequenciamento e células HEK293 foram transfectadas. Transfec¢cdes com o vetor
pEGFPC2 “vazio” (EGFP) ou contendo o cDNA de FEZI tipo selvagem (pEGFPC2-
FEZ1 wt) foram feitas como controle. Os nucleos de células de trés transfec¢cdes com
cada vetor foram contados e as médias foram plotadas em histogramas como
porcentagem de células transfectadas (Figura 20). Assim, como pode ser visto na Figura
20B, nao houve diferenca estatistica significativa entre as transfeccdes com FEZ1 WT e
FEZ]1 nocys.

Aparentemente, apenas 0s coiled-coils seriam responsdveis pela formacdo dos
nucleos multilobulados. Porém, parece haver uma pequena tendéncia de diminuicdo de
nicleos multilobulados quando da transfeccdo com a construcdo FEZ1 nocys que
poderia se mostrar significativa caso fosse investigado o efeito sinérgico dessa com o
bloqueio pelos coiled-coils (Figura 20B).

Assim, seria razoadvel pensar que a formacdo dos nucleos multilobulados é um
evento de natureza complexa e aleatdria, e que para tal concorrem muitos fatores.
Dentre esses, a dimerizacdo de FEZ1 e a sua capacidade de estabelecer interacdes com

diversos parceiros distintos, mediadas pelos dominios coiled-coils.
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Figura 20: Ensaios de formacdo de niicleos multilobulados. A. Contagem de niicleos multilobulados em
cotransfeccdo da constru¢ao EGFP-FEZ1 full-lenght com coiled-coils fusionados ao FLAG-tag (FLAG-
FEZ1(229-269) e FLAG-FEZ1(229-303)). *p e **p <0.05. N#o h4 diferenga quando se comparam as duas
cotransfecgdes. B. Comparacdo da capacidade de formagdo de nicleos multilobulados pela expressdo de
mutante pontual de FEZ1 sem as cinco cisteinas (EGFP-FEZ1nocys). N@o hd diferenca estatistica entre as

transfec¢des com EGFP-FEZ1 WT e EGFP-FEZ1nocys.
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A capacidade de dimerizacdo por pontes dissulfeto ja foi demonstrada in vitro e
in vivo ©*. A cisteina 133 foi identificada por espectrometria de massas como sendo
importante para o processo de formag¢ao do dimero . Porém, a transfec¢do com uma
constru¢do de FEZ1 em que esse residuo foi substituido por uma serina nao levou a
diminuicdo na proporcdo de células HEK293 transfectadas com ntucleo multilobulado
(dados nao mostrados). Por essa razdo, decidiu-se entdo construir o cDNA sintético,
portando as cinco cisteinas mutadas.

Ademais, embora os ensaios de IP-MS do presente trabalho ndo tenham
contribuido grandemente para aumentar o rol das interacdes de FEZ1 descritas, por
outro lado representam uma amostra do que jad se conhece: FEZ1 é uma proteina hub,
capaz de interagir com diversos parceiros distintos e atuar em diferentes funcdes
celulares *°. As proteinas hub sdo trés vezes mais importantes para a célula do que as
proteinas ndo-hub, que interagem com apenas um ou dois parceiros, ¢ sua delecdo

geralmente leva 4 morte celular .

Da mesma forma, é possivel imaginar que a
superexpressdo dessas proteinas possa causar grandes perturbacdes, devidas, por
exemplo, a ocorréncia de interagdes ‘“inespecificas” ou “promiscuas”, em locais e
tempos diferentes na célula, que poderiam levar a eventos extremos como € o caso dos

nucleos multilobulados.
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5. Conclusoes e perspectivas

O objetivo desse trabalho foi tratar da questio da formacdo dos nucleos
multilobulados sob diferentes perspectivas. Entender mecanistica e funcionalmente
como se da a formagao dos nucleos “flower-like” em células HEK293, bem como suas
consequéncias funcionais para a célula em termos de sobrevivéncia, e tentar extrapolar
um modelo que explicasse a ocorréncia de células com fendtipo semelhante em
leucemias mieloides.

Apds a evidéncia inicial de que FEZI1 estd expressa na linhagem de LMA MS5,
THP-1, em oposicdo as linhagens K562 e Jurkat, partiu-se para as andlises das amostras
de pacientes atendidos no Hemocentro da Unicamp. Embora as andlises in silico
apontassem para uma possivel relacdo entre FEZ1 e leucemia, a expressdo de FEZ1 em
LMAs ndo pdde ser confirmada empiricamente. Os resultados obtidos ndo foram
satisfatorios, talvez devido a qualidade das sondas e mesmo das amostras, visto que nao
foi possivel padronizar as amplificacdes com o méaximo de eficiéncia. Assim, novos
experimentos deverdo ser feitos no futuro com o objetivo de confirmar o que foi visto
nas andlises in silico.

Do ponto de vista funcional, conseguiu-se determinar que a superexpressao de
FEZ1 nao acarreta alterac@o na taxa de proliferacdo de células HEK293, bem como nao
promove resisténcia ou sensibilidade a agentes quimioterdpicos como o taxol e a
vincristina.

Nesse ponto, merece consideracio o uso do sistema Flp-in'™ T-REx™
(Invitrogen). No inicio, pareceu-nos uma escolha acertada combinar uma célula de
expressao estdvel e ao mesmo tempo indutivel, com a possibilidade de regular os niveis
de expressdo desejados. As transfeccdes estdveis permitem que se obtenha um pool
homogéneo de células, dada a sua origem clonal, e assim garante-se que os resultados
(que sdo médias) obtidos em um experimento representam mais fielmente a resposta de
cada célula individualmente, ao passo que em transfeccdes transientes, o resultado
geralmente é uma representacdo da realidade que congrega diferentes tipos de células,

algumas mais transfectadas, outras menos e mesmo as nao transfectadas. Todavia,
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embora expressassem quantidades significativas das fusdes FLAG-FEZ1 ou FLAG-
EGFP-FEZ1, os clones de HEK293 Flp-In testados ndo formaram ntcleos
multilobulados.

Assim, conclui-se que o sistema Flp-in™ T-REx'™ ndo foi uma escolha
totalmente adequada ao tipo de evento que se queria observar. Como discutido, a
ocorréncia de niicleos multilobulados é um evento complexo e multifatorial. E
consequéncia das propriedades de FEZ1, mas que, aparentemente, s6 ocorre quando os
niveis de expressdo sdo altissimos, como aqueles que sdo alcancados por algumas
células durante uma transfeccdo transiente. Além disso, células aderentes geralmente
sdo mais resistentes a tratamentos com drogas citotéxicas do que células de crescimento
em suspensdo, que se dividem mais rapidamente. O uso de linhagens de crescimento em
suspensdo seria o proximo passo para melhor se visualizarem os efeitos da
superexpressdo de FEZ1 no contexto das leucemias. Os sistemas lentivirais de expressao
poderiam ser utilizados no sentido de refinar essas hipdteses, bem como linhagens
celulares como THP-1, capazes de expressar FEZ1.

Por outro lado, o uso do sistema Flp-in™ T-REx™ ndo invalida os resultados de
IP-MS obtidos, que mostram que ainda hd muitos contextos de atuacdo de FEZI1 na
célula que ainda podem ser elucidados e que podem ajudar a entender melhor o seu
papel no desenvolvimento do sistema nervoso e em desordens psicoldgicas.

Quanto a formacdo dos nucleos multilobulados, os experimentos de cotransfecc¢ado
envolvendo os coiled-coils e de transfeccio com FEZ1 mutada demonstram que sua
estrutura integra é importante para a ocorréncia do fendmeno. Os coiled-coils livres
(FLAG-CCs) interferem na formacdo do fendtipo, talvez devido ao bloqueio a
dimerizac¢do e a interacdo com os diversos parceiros de FEZ1 inteira. A transfeccdo com
FEZ1 nocys somente nao foi suficiente para diminuir significativamente a propor¢ao de
células transfectadas com esse fendtipo, mas novos experimentos sao necessdrios para
determinar o potencial de sinergismo que esses dois componentes (os coiled-coils e as
cisteinas) podem ter sobre a ocorréncia desse fendmeno.

Finalmente, os resultados das andlises in silico de leucemias (se confirmados

empiricamente), combinados aos resultados dos ensaios de viabilidade e de resisténcia a
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quimioterdpicos (que mostram que a superexpressdo de FEZ1 ndo tem efeitos sobre a
célula) e também os ensaios de inibi¢cdo da formacdo de nticleos multilobulados, em
conjunto, podem levar a crer que esse se trata na realidade de um fendmeno estocdstico,
ou seja, aleatério. O movimento aleatério das moléculas ao longo do espago-tempo pode
levar a variabilidade nos niveis de mRNA e proteinas, mesmo entre células de
populacdes clonais, constituindo assim um ruido s, Significa dizer que células com
genomas idénticos expostas a um mesmo ambiente nio terdo necessariamente fendtipos
idénticos. Quando isso acontece, pode-se dizer que a célula estd tomando decisdes e
inclui tanto divisdes assimétricas quanto a diferenciacdo espontdnea de células
isogénicas expostas a0 mesmo ambiente '°.

A aleatoriedade das interacdes de FEZ1, uma proteina hub, produzida em excesso
em um tipo celular ndo neuronal poderia explicar, por exemplo, por que apenas 40% das
células transfectadas com a fusdo GFP-FEZ1 apresenta ntcleos multilobulados. Num
modelo proposto, a translocacdo préoxima ao locus de FEZI poderia levar a um aumento
de sua expressdo. O acimulo de FEZ1 em uma célula ndo neuronal pode entdo levar ou
ndo a multilobulag¢do, dependendo dos eventos e dos parceiros de interacdo com 0s quais
as moléculas de FEZ1 venham a se encontrar, embora ndo cause maiores efeitos para a
célula em questdo. Ainda assim, estudar mais aprofundadamente esse fenOmeno ¢é
importante, uma vez que desvendar quais sdo esses eventos, quais lhes sdo as vias de
sinaliza¢do subjacentes e quais os parceiros que FEZ1 encontra “pelo caminho” pode dar
pistas importantes para o entendimento de outros fenOmenos biolégicos de interesse,

como o desenvolvimento neuronal e a esquizofrenia.
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7. Anexos

7.1. Artigo aceito para publicacdo.

Em seguida, ¢ apresentado o artigo intitulado “Identification and
characterization of an alternatively spliced isoform of the human protein phosphatase
2Aa catalytic subunit.” recentemente publicado no Journal of Biological Chemistry (10
de Fevereiro de 2012; 287 (7): 4853-62), fruto do projeto de iniciacdo cientifica do
aluno, intitulado “Analise do Padrao de Expressao e das Interacoes Protéicas de uma
Nova Isoforma da Subunidade Catalitica da Proteina Fosfatase 2A (PP2Ac)”,
também apoiado pela FAPESP (nimero de processo 2008/10615-4).

Embora ndo se trate de um artigo relacionado ao tema do projeto de mestrado,
compartilha com esse o uso de técnicas de biologia molecular e constituiu grande fonte
de aprendizado e desenvolvimento para o aluno. Alguns experimentos cruciais para o
aceite do artigo foram concluidos pelo aluno juntamente com os outros autores, ainda

durante o periodo do mestrado.
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Background: The catalytic subunit of the PP2A phosphatase interacts with structural and regulatory proteins and can be
regulated post-translationally by phosphorylation and methylation.

Results: A novel alternatively spliced isoform of the PP2A catalytic subunit has been identified.

Conclusion: The alternatively spliced isoform shows a specific interaction profile and no phosphatase activity.
Significance: The alternatively spliced isoform may represent a novel mechanism of PP2A regulation.

PP2A is the main serine/threonine-specific phosphatase in
animal cells. The active phosphatase has been described as a
holoenzyme consisting of a catalytic, a scaffolding, and a vari-
able regulatory subunit, all encoded by multiple genes, allowing
for the assembly of more than 70 different holoenzymes. The
catalytic subunit can also interact with a4, TIPRL (TIP41, TOR
signaling pathway regulator-like), the methyl-transferase
LCMT-1, and the methyl-esterase PME-1. Here, we report that
the gene encoding the catalytic subunit PP2Aca can generate
two mRNA types, the standard mRNA and a shorter isoform,
lacking exon 5, which we termed PP2Aca2. Higher levels of the
PP2Aca2 mRNA, equivalent to the level of the longer PP2Aca
mRNA, were detected in peripheral blood mononuclear cells
that were left to rest for 24 h. After this time, the peripheral
blood mononuclear cells are still viable and the PP2Aca2
mRNA decreases soon after they are transferred to culture
medium, showing that generation of the shorter isoform
depends on the incubation conditions. FLAG-tagged PP2Aca2
expressed in HEK293 is catalytically inactive. It displays a spe-
cific interaction profile with enhanced binding to the a4 regu-
latory subunit, but no binding to the scaffolding subunit and
PME-1. Consistently, a4 out-competes PME-1 and LCMT-1 for
binding to both PP2A ca isoforms in pulldown assays. Together
with molecular modeling studies, this suggests that all three reg-
ulators share a common binding surface on the catalytic sub-
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unit. Our findings add important new insights into the complex
mechanisms of PP2A regulation.

Reversible phosphorylation is the most common mechanism
of signal transduction in eukaryotic cells. Phosphatases play a
pivotal role in this process, allowing a fine tuning of the activity,
localization, and half-life of regulatory proteins involved in spe-
cific biochemical pathways (1, 2).

Type 2A phosphatases (PP2A,” PP4, and PP6) belong to the
PPP subfamily and act on a variety of substrates and cellular
processes, including DNA replication, transcriptional regula-
tion, translation, signal transduction, and apoptosis (1-3).
PP2A is the major soluble serine/threonine-specific phospha-
tase in animal cells and one of the most conserved eukaryotic
proteins (1, 2). The active PP2A phosphatase has been de-
scribed as a holoenzyme consisting of a catalytic subunit (C), a
scaffolding (PR65/A), and one of the several variable regulatory
subunit (B). The diversity of regulatory subunits allows tight
regulation of its substrate specificity and subcellular localiza-
tion, and additional cellular and viral proteins can also associate
with PP2A and regulate its activity (1, 2, 4). PP2A is a tumor
suppressor, and its inactivation by mutations or viral proteins is
a major mechanism of cellular transformation (5-8).

The combination of different types of catalytic, scaffolding,
and regulatory subunits results in more than 70 different PP2A
holoenzymes, each one exhibiting different specificity. How-
ever, this diversity relies mostly on the variable regulatory sub-
units, whereas the catalytic and scaffolding subunits display
limited variability. Holoenzyme assembly is also under
post-translational regulation by modifications such as phos-
phorylation or methylation of the catalytic subunit. Reversible
methylation of PP2Ac¢ C-terminal is mediated by leucine car-

° The abbreviations used are: PP2A, protein phosphatase 2A; PME-1, protein
phosphatase methyl esterase-1; LCMT-1, leucine carboxy-methyl transfer-
ase 1; RPS6, ribosomal protein $6; PBMC, peripheral blood mononuclear
cell; PHA, phytohemagglutinin; HEK293, human embryonic kidney 293;
TIPRL, TOR signaling pathway regulator-like.
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A PP2Aca Splicing Isoform with Selective Interaction Profile

boxy-methyl transferase 1 (LCMT-1) and protein phosphatase
methyl esterase-1 (PME-1) (9, 10), which can form complexes
with the catalytic subunit.

Tap42/a4 and Tip41/TIPRL are regulatory proteins that can
associate with PP2A catalytic subunits as well as with PP4c and
PP6c (11). Both can interact simultaneously constituting a tri-
meric complex (12). a4 has been recognized as a major regula-
tor of PP2A complex assembly and PP2Ac degradation (13, 14).
It suppresses the stress response factor c-Jun and represses
p53-dependent transcription and apoptosis by maintaining
both substrates in a low phosphorylation state (13). a4 deletion
promotes apoptosis in a variety of cell lines and leads to pro-
gressive loss of all PP2A, PP4, and PP6 complexes. Association
with a4 renders newly synthesized or old free catalytic subunits
enzymatically inactive and resistant to proteasomal degrada-
tion until their assembly into functional phosphatase com-
plexes (14). It was demonstrated that the ubiquitin-interacting
motif of a4 mediates the interaction with monoubiquitinated
forms of PP2Ac protecting them from polyubiquitination and
degradation by the E3 ubiquitin ligase Mid1 (15). Although a4
C-terminal region interacts with E3 ubiquitin ligases, its asso-
ciation with PP2Ac is mediated by its N-terminal domain,
whose structure reveals a tetratricopeptide repeat-like domain
(16-18).

In human cells, so far only two PP2A catalytic subunits have
been described, PP2Aca and PP2Acf, which are encoded by
different genes (1, 2). Here, we report the identification of a
novel splice variant of PP2Aca in human cells. We show that
the new variant is catalytically inactive and displays enhanced
binding to the a4 regulatory subunit but does not bind to the
PR65/A subunit. In addition, using recombinant proteins we
found that the PP2A regulators PME-1 and LCMT-1 bind both
PP2Ac isoforms with similar affinity, but their interaction is
prevented by prior binding of 4 to the catalytic subunit. To our
knowledge, this is the first case of alternative splicing described
for PP2Aca, which might constitute a novel regulatory mecha-
nism for this enzyme and provide new insights into the mech-
anism of PP2Ac association with a4.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and Antibodies—Rapamycin (LC Laboratories) was
used at a final concentration of 200 nm. Phytohemagglutinin
(PHA) (Sigma) was used in a final concentration of 2 ug/ml.
The following antibodies were used in this study: rabbit anti-
bodies for PP2Ac, TIPRL, phospho-RPS6, GAPDH and actin
(Bethyl Laboratories), goat anti-a4 (Santa Cruz Biotechnology),
mouse anti-PME-1 (Santa Cruz Biotechnology), mouse mono-
clonal anti-PR65/A (Invitrogen), mouse anti-FLAG M2 mono-
clonal antibody (Sigma), and anti-hexahistidine tag (Qiagen).
Monoclonal anti-GST was obtained from a hybridoma (19).

DNA Cloning and Sequencing—The clone 3.4 cDNA from
the novel PP2Aca?2 isoform cloned into pACT2 and pGEX-
5X-2, the a4 cDNA cloned into pET28a, and the TIPRL cDNA
cloned into pET-TEV (a pET28a derivative) were already avail-
able in our laboratory from previous studies (12, 20). The
PP2Aca ¢cDNA (from the gene located on chromosome 5¢q31.1,
GRCh37.p5, NC_000005.9) was amplified by RT-PCR from
several immortalized human cell lines and from peripheral
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blood mononuclear cells (PBMCs) and cloned using the
pGEM-T-easy cloning system (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. The PME-1 and LCMT-1 cDNAs
were amplified from a fetal brain ¢cDNA library (Clontech)
using oligonucleotides 5'-GGA TCC ATG GCC ACT AGG
CAG AGG GAA TC-3' (LCMT-1F), 5'-GCG GCC GCT TAA
TAA GTT ATC TCC TTC AGC CCA AG-3' (LCMT-1R),
5'-GGG AAT TCA TGT CGG CCC TCG AAA AGA GC-3'
(PME-1F), and 5'-GGG TCG ACT TAA CAG CCA GGA AAC
ACA CAC TG-3' (PME-1R) and cloned into pGEM-T vector
(Promega). The cDNAs were subcloned into pET-TEV using
BamHI and Notl restriction enzymes for LCMT-1, and
EcoRI and Sall for PME-1. The ¢cDNAs from the novel and
standard PP2Ac isoforms were also subcloned into the mam-
malian expression vector pcDNA-FLAG, in-frame with the
FLAG tag (Invitrogen), generating plasmids pcDNA-FLAG-
PP2Aca and pcDNA-FLAG-PP2Aca2. Cloning procedures
were carried out as described previously (21). cDNA
sequences were verified by using an Applied Biosystems
3130 xI DNA analyzer.

Cell Culture and Handling—Buffy coat cells from healthy
blood donors were obtained by centrifugation using triple top
and bottom bag separation systems. The interface fraction
(from here on called PBMCs) was harvested, washed three
times in Hanks’ salt solution, and transferred to culture flasks in
RPMI 1640 medium (Invitrogen), with or without fetal calf
serum (10%) and 2 mm L-glutamine. Cells were treated with
rapamycin and/or PHA and kept in culture at 37 °C and 5%
CO.,,. Finally, cells were harvested for RNA and protein extrac-
tion. For the experiments shown in the Fig. 3 (A and B), a Qia-
gen RNA blood mini kit was used to isolate total RNA, where
erythrocytes were removed by lysis. The PBMCs were kept at
room temperature in microcentrifuge tubes up to the moment
of RNA extraction. Human immortalized cells HEK293, RAJI,
and Jurkat were maintained in 100-mm dishes and submitted to
starvation (medium without serum) and/or rapamycin treat-
ment. HEK293 cells were cultured in minimal essential a
medium (Invitrogen), and RAJI and Jurkat cells were cultured
in RPMI 1640 medium.

Whole cell extracts were prepared by suspending cells in high
salt buffer supplemented with protease and phosphatase inhib-
itors from Calbiochem (250 mm NaCl, 50 mwm Tris-HC, pH 8.0,
5 mm EDTA, pH 8.0, 0.5% Nonidet P-40). After 30 min on ice,
lysates were cleared by centrifugation (20,000 X g, 10 min,
4°C).

To obtain stable clones expressing each PP2Ac isoform,
~10° HEK293 cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium until they reached 60% confluency. The cells
were transfected by electroporation with 20 pg of the
constructs pcDNA-FLAG® (empty vector), pcDNA-FLAG-
PP2Aca, or pcDNA-FLAG-PP2Aca?2 and submitted to selec-
tion with 1 mg/ml G-418 sulfate (Stratagene). Expression of
FLAG-PP2Aca and FLAG-PP2Aca?2 was analyzed by Western
blot using an antibody against the FLAG tag (mouse anti-FLAG
M2, Sigma).

RNA Isolation and cDNA Amplification by RT-PCR—Total
RNA was isolated from PBMCs and cell lines using the TRIzol
reagent (Invitrogen) or the QIAamp RNA Blood Mini kit (Qia-
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gen) according to the manufacturer’s instructions. RNA quality
and concentration were determined by spectrophotometry.
Total cDNAs were synthesized using the QuantiTect Reverse
Transcription system (Qiagen) according to the supplier’s
instructions or using the MMLYV reverse transcriptase (Invitro-
gen). For MMLV-reverse transcription reactions, initially 500
ng from total RNA, 10 mm dNTPs and10 um oligo(dT) were
incubated at 65 °C for 5 min. Subsequently, the reverse tran-
scriptase (MMLV-RT) and the first strand buffer 5X (250 mm
Tris-HCI, pH 8.3, 375 mm KCl, 15 mm MgCl,) were added to the
reaction, which was incubated at 37 °C for 50 min and at 70 °C
for 15 min. Amplification of the PP2Aca ¢cDNAs by PCR was
performed using the primers 5'-GAA TTC CAT ATG GAC
GAG AAG GTG TTC AC-3' and 5'-GGA TCC TTA CAG
GAA GTA GTC TGG GGT AC-3'. B-Actin partial cDNA
amplification was performed as a control using the primers
5'-GAA ACT ACCTTC AAC TCC ATC-3' and 5'-CGA GGC
CAG GAT GGA GCC GCC-3'. Amplicons were analyzed on
2% agarose gel electrophoresis.

Real-time PCR—To analyze the variation of the total amount
of RNA in the experiment shown in Fig. 34, the same samples
were subjected to real-time qPCR amplification. The reaction
mix contained 12.5 pl of SYBR Green PCR Master Mix 2X
(Applied Biosystems), 1 ul of each primer, 1 ul of cDNA, and
10.5 pl of sterile water. The primers were designed to detect
either the standard (Forwardl: 5'-GAT CTT CTG TCT ACA
TGG TGG TCT C-3' and Reversel: 5'-ACA CAT TGG ACC
CTC ATG GGG AA-3’) or the novel isoform (Forwardl and
Reverse2: 5'-CCA GTT ATA TCC CTC ATG GGG AAC-3').
Primers for detection of HPRT1 (Forward: 5'-TGA CAC TGG
CAA AAC AAT GCA GA-3' and Reverse: 5'-GGT CCT TTT
CAC CAG CAA GCT-3') were used as endogenous control.
qPCR assays were performed on an ABI® PRISM® 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems). To ensure
experimental accuracy, all reactions were performed in tripli-
cate. Gene expression was quantified by the comparative C.
method, normalizing C; values to the housekeeping gene
GAPDH (forward primer: 5'-TGC ACC ACC AAC TGC TTA
GC-3'; reverse primer: 5'-GGC ATG GAC TGT GGT CAT
GAG-3') and calculating relative expression values.

GST Pulldown Assays—GST-PP2Aca, GST-PP2Aca2, or
GST alone were coexpressed in Escherichia coli BL21(DE3)
with histidine-tagged TIPRL, PME-1, LCMT-1, or a4. Protein
expression was induced with isopropyl 1-thio--p-galactopyra-
noside (0.5 mm), and the cells were incubated at 16 °C for 16 h
or at 25 °C for 4 h. Cell lysis and interaction assays were per-
formed as described previously (12).

PP2A Activity Assay—HEK293 cells stably transfected with
pcDNA-FLAG, pcDNA-FLAG-PP2Aca, or pcDNA-FLAG-
PP2Aca2 were suspended in lysis buffer (150 mm NaCl, 30 mm
Tris-HCI, pH 8.0, 3 mm EDTA, pH 8.0, 0.3% Nonidet P-40),
incubated on ice for 15 min, and centrifuged at 20,000 X g for 10
min at 4 °C. The cleared lysates were separated in triplicates
(300 pl each), which were incubated with 1.5 ug of anti-FLAG
M2 monoclonal antibody (Sigma) and 15 ul of Protein A/G plus
beads for 16 h at 4 °C. The beads were harvested by centrifuga-
tion at 550 X g for 1 min at 4 °C and washed three times with
lysis buffer. To perform the phosphatase assay, 40 ul of PP2A
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assay buffer (50 mm Tris-HCI, pH 8.5, 20 mm MgCl,, 1 mm
DTT, 14 mM p-nitrophenyl phosphate) was added to the beads,
and the reactions were incubated at 30 °C for 30 min. PP2A
activity was measured as the absorbance of the supernatants at
405 nm using an EnSpire plate reader (Perkin-Elmer). The
beads were subsequently analyzed by Western blot.

Molecular Docking—The PDB files corresponding to a4
N-terminal domain (PDB: 3QCI1 (18)) and PP2A catalytic sub-
unit (PDB: 3DWS8, chain C (22)) were submitted to automated
docking using the ClusPro 2.0 server (available on-line (23—
26)). Each protein was analyzed both as receptor and ligand.
The five highest scoring models were analyzed using PyMOL
(available on-line (27)).

RESULTS

Identification of a Novel Splicing Isoform of PP2Aca—In a
previous study, we have reported the interaction of type 2A
phosphatase catalytic subunits with TIPRL. The interactions
were initially identified in a yeast two-hybrid screen using
TIPRL as bait to screen a human leukocyte cDNA library (12).
One of the clones isolated in that screen, then denominated
clone 3.4, corresponded to a novel variant of PP2Aca lacking an
internal segment. Analysis of the PP2Aca gene structure
revealed that the missing part corresponds exactly to the 5th
exon, suggesting that the novel variant could result from alter-
native splicing (Fig. 1 and supplemental Fig. S1). Investigation
of PP2Ac cDNAs from human cDNA libraries (leukocyte, fetal
brain, and bone marrow) confirmed the presence of two dis-
tinct bands, one corresponding to the expected molecular
weight of the standard PP2Aca ¢DNA and another to the
shorter isoform (Fig. 14), which we will refer to as PP2Aca2
from here on.

In an attempt to verify the existence of this novel isoform in
cultured cell lines, we amplified the PP2Ac cDNA by RT-PCR
from several immortalized human cell lines, mostly from hema-
topoietic origin. For all the cell lines tested (P19, L450, U937,
K562, RAJIL, Jurkat, and HEK293), there apparently was ampli-
fication of only one PCR product that corresponded to the
molecular weight of the standard PP2Aca ¢cDNA (Fig. 1B).
However, this observation needed confirmation. Therefore, to
determine whether permanent cells lines express the
PP2Aca2 mRNA, we relied on the existence of a unique Xhol
restriction site within exon 5 of PP2Aca (Fig. 1C), which
allows for selective digestion of the PP2Aca cDNA. The RT-
PCR products from two representative cell lines, one adher-
ent (HEK293) and one non-adherent (L540), were digested
with Xhol to selectively digest the PP2Aca ¢cDNA, so that it
would not be amplified in subsequent PCR reactions (Fig.
1D). The faint bands corresponding to the shorter isoform
were purified from gels and used as templates in a second
round of PCR amplification, which resulted in two distinct
bands (Fig. 1E). The shorter PCR product was purified from
the gel and cloned into the pGEM-T vector for sequencing
analysis, which confirmed that it was indeed the cDNA of the
PP2Aca?2 isoform.

The results described above suggested that PP2Aca2
mRNA exists in several immortalized human cell lines, how-
ever at very low expression levels. We, therefore, asked
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FIGURE 1. Identification and cloning of a novel splicing isoform of the
PP2A catalytic subunit a. A, PCR amplification of PP2Ac cDNAs from three
human cDNA libraries (leukocyte, fetal brain, and bone marrow) results in two
distinct bands, corresponding to the canonical and to a novel shorter isoform
(PP2Aca2).Clone 3.4and PPA2caindicate the control reactions containing the
short and the canonical cDNA forms, respectively. B, RT-PCR amplification of
PP2Ac c¢DNAs from immortalized cell lines results in a single band corre-
sponding to the canonical isoform. C, diagram of the PP2Aca cDNAs showing
the unique Xhol restriction site located at exon 5, which is missing in
PP2Aca2. D and E, analysis of PP2Aca cDNA amplification by RT-PCR from two
immortalized cell lines (HEK293 and L540). Following one round of PCRampli-
fication, the PCR product was digested with Xhol to deplete the samples from
the predominant PP2Aca amplification product. The cDNA containing exon 5
is digested with Xhol, producing two fragments (638 and 292 bp), whereas
the shorter cDNA is not digested. E, the undigested PCR product was
extracted from the gel and purified (left) and used as template in a second
round of PCR amplification using PP2Aca-specific primers. This amplification
resulted in two bands of similar intensity. The shorter band was cloned into
pGEM-T easy vector and sequenced, which confirmed its identity as the
shorter PP2Aca2 isoform.

whether its expression might be induced under specific con-
ditions. As a first attempt to identify such conditions, we
tested serum starvation or addition of rapamycin to block
cell growth. In RAJI and Jurkat cells, these treatments
resulted in a detectable although rather modest increase in
PP2Aca2 mRNA levels (Fig. 24). This effect could also be
observed at the protein level as the Western blot analysis
revealed that the PP2Aca?2 isoform is indeed expressed also
as a protein in both cell lines (Fig. 2B).
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FIGURE 2. Analysis of the PP2Aca2 protein expression in RAJI and Jurkat
cells. A, analysis of RT-PCR products of PP2Aca obtained from the cDNAs of
RAJI and Jurkat cells. The two bands detected correspond to the longer and
shorter PP2Ac isoforms (930 and 768 bp, respectively). L = positive control of
<DNA amplification from a leukocyte cDNA library; 3.4 = positive control of
amplification of PP2Aca2 cDNA. Parallel amplification of a 300-bp actin cDNA
was used as an internal control. B, Western blot analysis of the protein iso-
forms of PP2Aca isolated from lysates of RAJI and Jurkat cells. +, indicates
cells treated with either rapamycin (Rapa) or fetal bovine serum (FCS, 10%) for
48 h, respectively. Actin was used as a loading control in the Western blots.

PP2Aca2 Is Expressed in Resting Human Peripheral Blood
Mononuclear Cells but Inhibited in Cultured Cells—Because
the PP2Aca2 mRNA was expressed at relatively high levels in
c¢DNA libraries obtained from human tissues, including leuko-
cytes, but was barely detectable in immortalized cell lines, we
decided to analyze its expression levels in primary PBMCs. In
freshly isolated PBMCs from healthy donors; only the standard
PP2Aca mRNA could be detected by RT-PCR (Fig. 34). Inter-
estingly, when the cells are left to rest at room temperature, the
alternatively spliced PP2Aca2 mRNA is detected, being as
abundant as that of the PP2Aca mRNA after 12-24 h at room
temperature (Fig. 3A4). A real-time PCR quantification of the
samples analyzed in Fig. 34 showed that the abundance of
PP2A mRNA decreased by 30% after 24 h, whereas the shorter
isoform mRNA showed a 5-fold increase (Fig. 38). The PBMCs
are still viable after this period of incubation at room tempera-
ture as they recover following transfer to culture conditions.
The PP2Aca2 mRNA decreases soon after the PBMCs are
transferred to culture medium. A time course experiment of
PBMCs that have been left to rest for 24 h showed that
expression of PP2Aca2 mRNA was strongly inhibited in the
first 2 h of culture, decreasing to a barely detectable level
after 16 h (Fig. 3C). The PP2Aca2 protein was detected by
Western blot, although the ratio between PP2Aca/PP2Aca2
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FIGURE 3. Analysis of PP2Aca2 expression in PBMCs. A, analysis of the RT-PCR products of PP2Aca in PBMCs isolated from donors #1 and #2. RT-PCR was
performed with RNA samples isolated at the moment of blood extraction (time 0) and 12 and 24 h after extraction. B-Actin was used as a control. B, real-time
qPCR quantification of the samples from A. The numbers on the left indicate the -fold change relative to the sample taken from donor 1 (PBMC #1) at 24 h, which
was used to normalize the other samples. Light gray: HPRT (control), medium gray: PP2Aca2, dark gray: ful-length PP2Aca. C, time course analysis of the RT-PCR
products of PP2Aca in PBMC isolated from donor #8. After resting for 24 h, cells were transferred to culture followed by activation with PHA for the indicated
times. Parallel amplification of a 300-bp actin cDNA was used as an internal control. D, Western blot analysis of the PP2Aca protein isoforms of PBMCs from
donors #7 and #8. After resting for 24 h, cells were transferred to culture followed by treatment or not with phytohemagglutinin (PHA) for the indicated times.
Recombinant PP2Aca2 was used as a reference in the Western blot. £, analysis of RT-PCR products of PP2Aca obtained from cDNAs of PBMCs. After resting for
24 h, cells were transferred to culture for the indicated times. +, indicates the cells treated with phytohemagglutinin (PHA) or rapamycin (Rapa). The two
amplified bands correspond to the longer and shorter isoforms of PP2Aca (930 and 768 bp, respectively). L = positive control of cDNA amplification from
leukocyte cDNA library; a2 = positive control of amplification of PP2Aca2 cDNA.

proteins in PBMCs was not equivalent to the PP2Aca/
PP2Aca2 mRNA ratio (Fig. 3D). Changes in culture condi-
tions by addition of PHA, rapamycin, or serum starvation did
not affect the levels of the PP2Aca2 isoform after the cells
are transferred to culture medium (Fig. 3E). This shows that
generation of the PP2Aca2 isoform takes place only under
very stringent conditions that might involve reduced nutri-
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ent levels, which is the case when the PBMCs are stored for
relatively long periods.

PP2Aca2 Is Catalytically Inactive, Shows Enhanced Binding
of a4, and Does Not Interact with the Scaffolding Subunit
PR65/A—After confirming the existence of a novel splicing var-
iant of PP2Ac that is expressed as a protein, although at low
levels compared with the standard isoform, the next step in our
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investigation consisted of analyzing the possible functional dif-
ferences between these two PP2Aca isoforms. For this purpose,
we generated stably transfected HEK293 cell lines expressing
FLAG-tagged PP2Aca (clones A4 and C5) or PP2Aca2 (clone
3.4), as well as a control cell line transfected with the empty
vector, and analyzed protein expression, enzyme activity, and
interaction profiles.

Cells expressing FLAG-PP2Aca and FLAG-PP2A a2 showed
proliferation rates similar to the control cells transfected with
the empty vector (not shown), indicating that they are not toxic
to the cell at these expression levels. The cells transfected with
pcDNA-FLAG-PP2Aca showed a corresponding band detect-
able by Western blotting using an anti-PP2Ac antibody (Fig.
4A), whereas in cells transfected with pcDNA-FLAG-PP2Aca2,
the short isoform could be detected only by immunoprecipita-
tion with anti-FLAG antibody (Fig. 4C). In addition, the cells
transfected with pcDNA-FLAG-PP2Aca expressing the stan-
dard isoform showed a reduction in the levels of the endoge-
nous PP2Aca, whereas no changes were observed in cells trans-
fected with the empty vector and FLAG-PP2Aca2 (Fig. 4A).
Transfection with FLAG-PP2Aca2 resulted also in a significant
increase in the protein levels of the PP2Ac regulator a4, as well
as in a decrease in the levels of the PP2A scaffolding subunit
PR65/A, as seen by Western blot analysis (Fig. 4A4).

An in vitro activity assay with p-nitrophenyl phosphate as
substrate and the immunopurified FLAG-tagged PP2Aca iso-
forms showed that PP2Aca2 does not display any detectable
enzymatic activity (Fig. 4B). If this was due only to a defect in
the active site, it would be expected that incorporation of the
defective enzyme into heterotrimeric PP2A complexes
might lead to a dominant negative phenotype. However, no
enhanced phosphorylation of RPS6, a known PP2A target,
was detected in cellular extracts expressing PP2Aca2, indi-
cating that the existence of a catalytically inactive variant of
PP2Ac does not suppress the activity of the endogenous
enzyme (Fig. 4). This explains also why the levels of the
endogenous PP2Aca levels are not affected in the cells trans-
fected with pcDNA-FLAG-PP2Aca2.

The FLAG immunoprecipitates used in the phosphatase
activity assay were analyzed by Western blot to detect interac-
tions of the two PP2Ac isoforms with endogenous proteins.
PP2Aca2 precipitated a significantly higher amount of endog-
enous a4 than PP2Aca, whereas the interaction with TIPRL
remained unchanged. However, a striking finding was that the
interaction of PP2Aca2 with the PR65/A subunit was com-
pletely abolished (Fig. 4C). This finding indicates that PP2Aca2
is not incorporated into the mature PP2A heterotrimeric
complexes.

Binding of a4 to PP2Aca2 Prevents Its Interaction with
PME-1 and LCMT-1—An examination of the position of exon
5 in the three-dimensional structure of PP2Ac heterotrimeric
complex with PR65/A (28, 29) shows that it is close to the active
site (supplemental Fig. S2). This might explain the loss of cata-
lytic activity by PP2Aca2, but the analysis of the structure also
indicates that the residues encoded by exon 5 are distant from
the site of interaction with PR65/A, suggesting that PP2Aca2
interaction with this subunit should not be directly affected by
absence of the exon 5 amino acid residues. Another possibility
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FIGURE 4. Characterization of PP2Aca2 stably expressed in HEK293 cells.
A, Western blot analysis of the whole cell lysates obtained from HEK293 cells
transfected with empty pcDNA-FLAG vector (vector), FLAG-PP2Aca?2 (3.4), or
FLAG-PP2Ac« (A4 and C5) using antibodies to detect the catalytic subunit of
PP2A. Phosphorylation of the ribosomal protein RPS6 is slightly reduced in
clone C5 and unchanged in clones 3.4 and A4. Expression of FLAG-PP2Aca2
(clone 3.4) results in increased expression of a4 and reduced expression of
PR65/A. B, phosphatase assays using FLAG immunoprecipitates from the four
cell lineages described above. PP2Aca2 is catalytically inactive. C, Western
blot analysis of the FLAG immunoprecipitates assayed in B to detect the pres-
ence of the FLAG-tagged proteins (using and anti-FLAG antibody) and their
interaction with endogenous proteins using antibodies specific to a4,
PR65/A, and TIPRL. PP2Aca2 precipitates higher amounts of a4 and does not
precipitates PR65/A.

to be considered is that the preferential binding of PP2Aca2 to
a4 is responsible for its reduced interaction with PR65/A, how-
ever, this implies that exon 5 amino acids participate in the
interaction interface with a4. The interaction site for a4 on
PP2Ac is still elusive due to the lack of structural data and con-
flicting information obtained from biochemical experiments.
Mutation analysis suggested that a4 and PR65/A compete for
PP2Ac binding, indicating that these two subunits share a site
of interaction on the side opposite the catalytic site of the phos-
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phatase (30). However, the observation that okadaic acid treat-
ment induces the dissociation of PP2Ac and a4 suggested that
a4 might occlude the active site of PP2Ac (31).

The PP2A regulators PME-1 and LCMT-1 catalyze, respec-
tively, methylation and demethylation of the C-terminal Leu®"”
residue of PP2Ac, which is located near the catalytic site in the
three-dimensional structure of the enzyme (9, 10). An exami-
nation of the crystal structures of PP2Ac in complex with these
two proteins showed that the amino acids encoded by exon 5
participate extensively in these contacts (supplemental Fig. S2).
We, therefore, sought to determine how this might affect the
interactions of PME-1 and LCMT-1 with the novel PP2Aca2
isoform. We co-expressed recombinant GST-tagged PP2Aca
and PP2Aca2 with histidine-tagged PME-1 or LCMT-1 in
E.coli and performed in vitro pulldown assays. Histidine-
tagged TIPRL was used as a parallel control. This assay showed
that PME-1, TIPRL, and LCMT-1 all bind to both PP2Aca iso-
forms, with TIPRL and LCMT-1 showing a slight preference for
PP2Aca2 (Fig. 5, A-C). We used PME-1 or LCMT-1 to obtain
an indirect indication of the site of interaction of a4 on PP2A,
by performing in vitro binding assays to the preassembled
PP2Ac a4 complex. GST-tagged PP2Aca or PP2Aca2 were co-
expressed in E. coli with histidine-tagged a4, and the lysates of
these co-expressions were mixed with lysates from cells
expressing histidine-tagged TIPRL, PME-1, or LCMT-1. The
GST-tagged proteins were isolated using glutathione-Sephar-
ose beads, and the interacting proteins were analyzed by West-
ern blot (Fig. 5, D-F). Our previous results showed that TIPRL
binds to PP2Ac in the presence of a4 and that residues 210 -309
of PP2Ac are sufficient to interact with TIPRL (12). Consis-
tently, TIPRL was detected in association with the PP2Ac a4
complex in the present assay. However, neither PME-1 nor
LCMT-1 was detected in GST-PP2Ac a4 pulldown assays, sug-
gesting that a4 physically blocks the binding sites for PME-1
and LCMT-1 on both PP2Aca isoforms. The same result was
observed in a similar experiment using purified proteins
instead of cell lysates (not shown). This finding is in agreement
with the fact that the residues encoded by exon 5 of PP2Ac
affect its affinity for binding to a4. An analysis of the FLAG
immunoprecipitations shown in Fig. 4C with an antibody
directed to PME-1 showed that it binds only to PP2Ac«, and
not to PP2Aca2 (Fig. 5G), which is in line with our result
described above (Fig. 4C) of the lack of interaction of PP2Aca2
with PR65/A.

Structural Model of the a4-PP2Ac Complex—The striking
differences observed in the activity and interactions of the two
PP2Aca isoforms led us to investigate what are the possible
structural explanations for these differences. After several
unsuccessful attempts to crystallize the a4-PP2Aca2 complex,
we performed an automated docking of PP2Ac to the recently
published crystal structure of the N-terminal domain of a4
(a4AC) using the Cluspro server. Both proteins were analyzed
as receptor and ligand. The five highest scored models from
each docking were analyzed using PyMOL, and, although
slightly different from each other, these models displayed a
consistent pattern of binding of a4 close to the active site of
PP2Ac (supplemental Figs. S3 and S4). The highest scoring
model obtained using a4 as receptor and PP2Ac as ligand,
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depicted in Fig. 6, suggests that helixes 5 and 6 of a4 bind to
PP2Acinastructure that resembles a clamp. Mutation of aspar-
tate 42 of PP2Ac and arginine 156 and lysine 159 of a4 are
sufficient to disrupt their interaction (18, 30). Interestingly,
these residues appear in close proximity in our model, suggest-
ing that they might form salt bridges that stabilize the complex.
In this model, the loop formed by amino acids encoded by exon
5 of PP2Ac is part of the interaction interface with a4, which is
consistent with the results shown in the previous section. The
fact that PP2Aca2, which lacks exon 5, binds to a4 with higher
affinity than PP2Aca suggests that this is a destabilizing inter-
face, possibly required for the regulated dissociation of the
many complexes that PP2Aca forms in vivo.

DISCUSSION

The catalytic subunit of PP2A can associate with a variety of
proteins and dephosphorylate innumerous substrates, acting
like a hub in cellular signaling networks and controlling innu-
merous cellular processes (1-4). Such important tasks need
many forms of fine regulation. Here, we describe a novel iso-
form of PP2Aca generated by exon 5 skipping. The finding that
the shorter PP2Aca2 isoform is found in PBMCs that are main-
tained in conditions similar to those used for storage of trans-
fusion blood is intriguing and reveals a mechanism of alterna-
tive splicing that mediates a novel mode of PP2Aca regulation.
This mechanism seems to be associated to nutrient restric-
tions, or it might also be possible that it is a mechanism
found in resting cells, which would explain why the levels of
the shorter PP2Aca2 isoform decrease soon after transfer to
culture medium. Despite many attempts to detect endoge-
nous PP2Aca? in cultured cell lines, it could only be found in
trace amounts relative to the standard isoform and under
specific conditions, such as starvation of RAJI and Jurkat.
Whether this isoform might represent a conspicuous protein
in any cell type or condition still remains an open question.

To characterize the catalytic activity and interaction profile
of this new PP2Aca isoform, we generated stable HEK293 cell
lines expressing FLAG-tagged PP2Aca or PP2Aca2 and also
expressed recombinant GST-tagged proteins in E. coli. Inter-
estingly, no significant differences in binding affinity for the
PP2A regulators TIPRL, a4, PME-1, and LCMT-1 were noticed
when comparing the two GST-tagged PP2Aca isoforms
expressed in bacteria. However, when we analyzed the same
proteins expressed in mammalian cells, we found that PP2Aca2
precipitated at least twice as much a4 as compared with the
standard 309-residue isoform, whereas the interaction with the
PR65/A subunit virtually disappeared while the interaction
with TIPRL remained unchanged. Changes in the expression
levels of a4 and PR65/A caused by expression of PP2Aca2 were
consistent with these interaction profiles, with a marked reduc-
tion in PR65/A, and an increase in o4 levels. It is possible that
PR65/A is destabilized by the unbalance caused by expression
of the PP2Aca2 isoform and is targeted for degradation,
whereas a4 is stabilized by its enhanced interaction with the
PP2Aca2 isoform.

The most striking differences between the PP2Aca isoforms
is the fact PP2Aca2, lacking amino acids encoded by exon 5, is
catalytically inactive toward p-nitrophenyl phosphate and does
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FIGURE 5. GST pulldown assays using recombinant proteins. A-C, interaction assays of TIPRL, PME-1, and LCMT-1. Fusions of the indicated phospha-
tase catalytic subunits were co-expressed in E. coli with histidine-tagged TIPRL, PME-1, or LCMT1. GST was used as a negative control. GST fusion
proteins were isolated from extracts by binding to glutathione-Sepharose beads. Bound proteins were resolved by SDS-PAGE and detected by immu-
noblotting with anti-His or anti-GST primary antibodies. Both PP2Ac isoforms interacted specifically with the regulatory proteins tested. D, Western blot
analysis using anti-hexahistidine antibody of E. coli extracts expressing histidine-tagged TIPRL, PME-1, and LCMT-1. E and F, interaction assays of the
PP2Ac:a4 complexes and TIPRL, PME-1, or LCMT1. GST fusions of the indicated phosphatase catalytic subunits were co-expressed in E. coli with
histidine-tagged a4, and the extracts were mixed with the extracts shown in D and incubated for 2 h as 4 °C. Bound proteins were resolved by SDS-PAGE
and detected by immunoblotting with anti-hexahistidine antibody (upper panels) or anti GST (lower panels). Only TIPRL interacted with PP2Ac in the
presence of a4. The asterisk indicates a proteolysis product of a4. G, Western blot analysis of the FLAG immunoprecipitates shown in Fig. 4C to detect
the presence of endogenous PME-1 using anti PME-1 antibody.

not interact with the PR65/A subunit. However, the interaction  isoform for a4 favors the stabilization of a trapped intermediate
analysis of the phosphatase regulator o4 also produced impor-  complex in the maturing process of PP2A, which is unable to
tant findings for the understanding of the functional differences  reach the final active state in the heterotrimeric complex.

between the two PP2Aca isoforms. It has long been discussed In vitro binding assays using recombinant proteins showed
whether a4 is a phosphatase inhibitor or an allosteric regulator; ~ that a4 prevents PME-1 and LCMT-1 from interacting with
however, recent findings suggested that the primary functionof ~ both PP2Aca2 and PP2Aca, suggesting that these proteins
a4 is to stabilize an immature form of the PP2A catalytic sub-  share a common interaction site on the catalytic subunit, which
unit and to promote its assembly into the canonical heterotri- includes residues encoded by exon 5 and is close to the phos-
meric complexes (14). According to this model, the «4-PP2Ac  phatase active site (9, 10). Molecular modeling of the a4-PP2Ac
complex is catalytically inactive, and the function of @4 would complex supports this proposal while accommodating also pre-
be to stabilize and to direct the catalytic subunit to the correct vious information from point mutations (18, 30). Taken
complexes, where it would become active. Our findings agree together, our data indicate that a4 blocks the PP2Ac active site,
with this model, because the higher affinity of the PP2Aca2  however, okadaic acid does not induce the dissociation of a4
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o4

FIGURE 6. Sch i p ion of the high scoring model
obtained using a4 (PDB:3QC1) as receptor and PP2Ac (PDB: 3DWS8, chain
C) as ligand. a4 is colored in yellow, and PP2Ac is colored in pink. Exon 5 of
PP2Ac s colored in gray. Residues Asp*? of PP2Ac and Arg'*® and Lys'*° of a4
are represented as sticks. The model was obtained from automated docking
using ClusPro 2.0 (available on-line) and rendered using PyMOL (available
on-line).

from either one of the isoforms (Ref. 12 and data not shown).
Incubation with a molar excess of PME-1 or LCMT-1, or even
the drug metformin, which was recently reported to induce
dissociation of this complex in HeLa cell extracts (32), were
unable to dissociate a4 from PP2Ac in vitro (data not shown).
Our results also suggested that PP2Aca2, but not PP2Acq, is
unable to dissociate from a4, but due to the high stability of this
complex it was not possible to study the dissociation process in
vitro.

One important question to be answered is whether PP2Aca2
is catalytically inactive due to a defect in the active site or simply
because it is prevented from being incorporated into the active
holoenzyme, because it does not interact with the PR65/A sub-
unit. It was not possible to test the activity of the recombinant
protein expressed in E. coli, because even the standard isoform
is inactive when expressed in bacteria (data not shown). Most
probably, we observed a combination of these two factors,
which raises an interesting question: could these effects be sep-
arated by generating a PP2Ac mutant, which is enzymatically
inactive but still is incorporated into heterotrimeric com-
plexes? In a recent work, a PP2Ac active site mutant (H118N)
was found to completely lose its interaction with the PR65/A
subunit, whereas the interaction with a4 remained unchanged
(33). This suggests that the regulation of PP2Ac by a4 might be
so robust that any modification that results in a defective
enzyme is readily detected and sequestered in an inactive form.

In summary, the results presented in this work strongly sug-
gest a new regulatory mechanism for PP2A which is, to our
knowledge, the first case of alternative splicing described for
PP2Aca. This work also sheds new light on the mechanism of
regulation of the canonical PP2Aca isoform by 4.
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7.2. Figuras suplementares do artigo.
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Figure S1
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Figure S1. Nucleotide and amino acid sequences of human PP2Aca (NM_002715.2, ) showing the

fifth exon, which is missing in PP2Aca2, highlighted in red.
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Figure S2
A

PR65/A PR65/A

Figure S2. A. Three-dimensional structure model of heterotrimeric PP2Ac in complex with okadaic acid (PDB
2IAE). The box shows a closer view of okadaic acid (OA) and part of the exon 5 (dark gray). B, C. Three
dimensional structure of PP2Aca core enzyme in complex with PME-1 (PDB 3C5W) and PP2Ac in complex
with LCMT-1 (PDB 3P71) showing that exon 5 (dark grey) may participate in intermolecular interactions with
these proteins. The images were generated using Pymol (www.pymol.org).
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Figure S3

Figure S3. A-E. Cartoon representation of the five highest scoring models obained using PP2Ac (PDB

3DWS8, chain C) as receptor and a4 (PDB 3QC1) as ligand. a4 is colored in yellow and PP2Ac
is colored in pink. Exon 5 of PP2Ac is colored in grey. A superposition of the models is shown in F.
The models were obtained from automated docking using ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/) and

rendered using Pymol (http://www.pymol.org).

80



Figure S4

Figure S4. A-E. Cartoon representation of the five highest scoring models obtained using a4 (PDB

3QC1) as receptor and PP2Ac (PDB 3DWS8, chain C) as ligand. a4 is colored in yellow and
PP2Ac is colored in pink shades. A superposition of the models is shown in F. The models were
obtained from automated docking using ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/) and rendered using

Pymol (http://www.pymol.org).
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[ ]-doutorado direto, [ ]-p6s-doutorado, [ ]-nivel técnico, [ ]-outro, especifique:

Resumo do projeto:

A proteina UNC-76 foi identificada como necessaria para a fasciculagdo e elongagdo de axdnios do verme Caenorhabditis
elegans. Os defeitos das larvas mutantes unc-76 sugerem uma fungdo para UNC-76 durante o desenvolvimento do sistema
nervoso tanto neste verme, quanto em Drosophila melanogaster. Da mesma forma, a proteina homéloga de mamiferos FEZI
apresenta altos niveis de expressio de seu transcrito em tecidos neuronais e camundongos knockout para o gene FEZI
apresentam desvios de comportamento que remetem desordens neurolégicas. O papel de FEZ1 para o correto desenvolvimento
do sistema nervoso parece residir na sua associagdo com elementos do citoesqueleto e vias de sinalizagdo (e.g., PKCI)),
contribuindo assim para o crescimento axonal e a polarizagdo celular. Trabalhos do grupo mostraram que FEZ1 ¢é uma proteina
multifuncional (hub), capaz de interagir com inimeras proteinas, através de dominios coiled-coil C-terminais. Além disso,
estudos estruturais mostraram que FEZI ¢ uma proteina naturalmente desenovelada e se apresenta como um dimero em
solugdo. Isso suporta a hipotese de que FEZ1 atua junto ao citoesqueleto como uma proteina adaptadora dimérica ¢ bivalente.
Hipotese reforgada pelas observagdes de que FEZI interage e colocaliza com elementos do citoesqueleto (e.g., Nekl ¢
CLASP2). Ademais, a superexpressio de FEZI, em células HEK293, provoca o aparecimento de nucleos multilobulados
(“flower-like™) em mais de 40% das células transfectadas, 64 horas ap6s a transfecgdo, e tal fendtipo ¢ revertido sob tratamento com
nocodazol, uma droga que despolimeriza microtibulos. Interessantemente, tal fen6tipo ¢ comum em alguns tipos de leucemia e ja foi associado &
resisténcia a drogas. Tendo isso em vista, esse projeto visa estudar o papel funcional da proteina FEZ1 na progressio de subtipos de
leucemia miel6ide aguda, bem como a mecanistica por tras da formagido do fendtipo de nicleos multilobulados. Para tal, blastos
leucémicos de pacientes com os subtipos M4 ¢ M5 da LMA serilo avaliados, por Real Time PCR e imunofluorescéncia, quanto & superexpressio
de FEZ1. Através da construgiio de mutantes de FEZI e posterior transfecgio de células em cultura, serd investigado como a dimerizagio de
FEZI1 contribui para a formagdo do fendtipo “flower-like”. Finalmente, serd investigado, por ensaio colorimétrico de viabilidade celular (MTT),
se a aquisigdo de tal fendtipo mediante a superexpressio de FEZ1 promove aumento ou diminuigdo da viabilidade celular, bem como confere
resisténeia a quimioterapicos.

4.3 210

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia:

Parecer final: [X]-projeto aprovado, [ ]-projeto recusado, [ ]-projeto com deficiéncias, favor
comentarios abaixo:

PR A

Presidente déb[Blo ABTLEAS
Prof. Dr. Jor M

Membro da CIBio - ABTLuS

Pro elso I;d enedetti
A 1/ \/ Uv»&

Membro da CIon - ABTLuS

Profa. Dra. Andrea Balan
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PARECER CEP: N° 1109/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 4846.0.000.146-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS EM MECANISMOS DE
FORMACAO DO FENOTIPO DE NUCLEOS MULTILOBULADOS (“FLOWER-
LIKE”) EM CELULAS NEOPLASICAS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA DOS
SUBTIPOS M4 E M5”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: J6rg Kobarg

INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/11/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/11/10 (O formulério encontra-se no sife acima)

I1 - OBJETIVOS

Avaliar o fenétipo “flower like” em mondcitos ¢ promondécitos de pacientes com LMA
dos subtipos M4 eMS5.

I11 - SUMARIO

Estudo prospectivo, que envolve pacientes com LMA M4 ¢ M5 do Hemocentro -
Unicamp. Serdo analisadas as laminas de sangue periférico, analise por imunofluerescéncia e
RT-PCR para identificar expressdo das protefnas FEZ2, NEKs, Ki/ 1-57, SMC3 ¢ CLASP2.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O presente estudo mostra-se bem estruturado, com metodologia bem definida. Néo esta
claro o nimero amostral do estudo: quantos pacientes com subtipo M4 e M5 serdo analisados e
se este nimero é importante. Por ser um trabalho prospectivo, temos que levar em conta que 0
ntimero de casos novos de LMA/ ano no Hemocentro é de aproximadamente 32-35 pacientes,
sendo que os subtipos M4 e M5 devem perfazer cerca de 50% dos casos. Como 0 material para o
estudo requer apenas material em laminas, sendo necessario ou se houver alguma dificuldade em
se obter amostras, fica como sugestdo a utilizagdo de material de pacientes ja diagnosticados que
ficam em arquivo no laboratério do Hemocentro.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Meédicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
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restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como

todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.'
O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do

CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.€)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos

estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VIl - DATA DA REUNIAO
Homologado na X1 Reunido Ordinéria do CEP/FCM, em 24 de novembro de 2009.

Profa. Dra. 6arma Silvia Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE do CO DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

86



