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Resumo

As proteinas humanas da familia FEZ (fasciculation and elongation protein zeta) sao ortdlogas
da proteina UNC-76 de C. elegans e estdo envolvidas no crescimento e na fasciculacao dos
axonios através de interacdes que envolvem quinesinas, mitocdndrias e vesiculas sinapticas.
Sua estrutura intrinsecamente desordenada, com regides super-espiraladas (coiled-coil) ao
longo da sequéncia, contribui para sua funcdo e permite a interacdo com outras proteinas, sendo
uma delas a proteina SCOC (short coiled coil) que tem um importante papel na maquinaria de
transcricdo do gene Sox2, precurssor da placa neural em embrides. A interacdo das ortdlogas de
FEZ1 e SCOC, UNC-76 e UNC-69, respectivamente, ja foi descrita, observou-se que ambas
cooperam no crescimento axonal. Além disso, estudos de interactoma da FEZ1 revelaram varias
proteinas fatores de transcricdo, dentre essas a proteina RARA (Receptor de Acido Retindico
alfa) que atua na regulacéo génica em varios processos hiologicos e seu ligante acido retindico
all trans (ATRA) tem um importante papel no desenvolvimento do sistema nervoso. Nesse
trabalho foram estudadas principalmente duas proteinas parceiras de interacdo de FEZ1
envolvidas na regulacao da transcricdo génica durante desenvolvimento do sistema nervoso;
RARA e SCOC, na tentativa de sugerir um papel nuclear para FEZ1, até entdo desconhecido.
Primeiramente pudemos verificar o padrdo de expressdo de FEZ1 durante desenvolvimento
embrionario de aves que pdde ser comparavel com o perfil de expressao da enzima precursora
do acido retindico (RALDH2) no sistema nervoso. Vimos também que FEZ1 e RARA podem
atuar juntos na maquinaria de transcricdo celular, promovendo a transativacdo de luciferase
mesmo na auséncia de ATRA. Um ensaio de anisotropia por fluoréscencia revelou que FEZ1 e
RARA interagem e que FEZ1 provoca monomerizacdo de RARA. Também tracamos o perfil
funcional de SCOC através da identificacdo de seus parceiros de interacédo, dentre eles,
proteinas da familia FEZ, bem como outras proteinas envolvidas no desenvolvimento do sistema
nervoso e/ou formacéo de vesiculas sinapticas (FEZ1; FEZ2; ULK3; Sinaptotagmina; estatimina;
neuroguidina), resultados condizentes com dados da literatura. Todas essas informacdes
sugerem que FEZ1 pode ter envolvimento na regulacao génica durante o desenvolvimento do
sistema nervoso, uma vez que as 3 proteinas estudadas estdo envolvidas nesse processo e
formam complexos entre si.
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Abstract

The human proteins FEZ (fasciculation and elongation protein zeta) are the mammalian
orthologos of the C. elegans protein UNC-76 and are involved in growth and fasciculation of
axons through interactions, involving Kinesin, mitochondria and synaptic vesicles. Its structure is
intrinsically disordered, with coiled-ccils along the sequence, thereby allowing interactions with
other proteins, such as the protein SCOC (short coiled-coil) which has an important role in the
transcriptional regulation of the Sox2 gene, a plate neural precursor in embryos. The interaction
of FEZ1 and SCOC orthologos UNC-76 and UNC-69 were the first interactions characterized in
depth and the cooperation of these protein-pairs has been shown crucial for axonal growth.
Furthermore, studies of the FEZ1 interactome revealed several transcription regulatory proteins,
including RARA (Retinoic Acid Receptor alfa) that acts in the gene regulation of various biclogical
processes and which ligand retincic acid plays an important role in the nervous systems
development. Here, we studied in detail RARA and SCOC, two proteins from the FEZ1
interactome to address a possible regulatory role of these proteins complex in the gene
transcription during the development of the nervous system. Our results included FEZ1
expression patterns during embryonic development of birds that are comparable with the
expression profile of the enzyme precursor of retinoic acid (RALDH2). We also saw that FEZ1
and RARA can act together to promote transcriptional activation of a luciferase reporter in the
absence of ligand ATRA retinoic acid. Fluorescence anisotropy assays in vitro showed out a
strong binding between FEZ1 and RARA and that FEZ1 promotes RARA monomerization.
Finally, we also identified SCOC interacting partners that included FEZ family proteins and other
proteins involved in the nervous system development and formation of synaptic vesicles (FEZ1;
FEZ2; ULK3; synaptotagmin; sthatimin; neuroguidin). All these data suggest that FEZ1 might be
involved in gene regulation during development of the nervous system, since the three proteins
studied are involved in this process and form complexes.
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1.Introducao

1.1 A origem da familia FEZ

Em um estudo para identificar os fatores geneticos basicos de Caenorhabditis
elegans realizado por Brenner S. (1974), observou-se pela primeira vez um grupo de
genes doravante denominados uncoordinated (Unc). Nesse trabalho, utilizou-se o
agente mutagénico Etil metanosulfato (EMS) e observou-se a locomog¢éo dos vermes no
agar para identificar mutantes com movimentos motores alterados. Os animais néao
mutados apresentavam movimentos suavemente sinuosos pela superficie do agar,
enqguanto um grupo de mutantes destacaram-se por apresentarem deficiéncias notaveis
no movimento reverso. Um total de 56 genes mutados foram identificados e relacionados
a esse fendtipo de movimento descoordenado e constituiram o grupo de Uncs. Uma
gama muito ampla de fenotipos de paralisia de movimentos foi identificada nesse grupo,
embora houvesse mutantes com propriedades singulares, a maioria foi dificil descrever,
por isso todos foram agrupados como Uncs. Mais tarde, Bloom e Horvitz (1997) fizeram
um screening genetico em C. elegans mutados para identificar genes relacionados com
fasciculacdo dos ax6énios, o principal gene encontrado foi unc-76, cuja mutacgéo interferiu
ha fasciculacéo, orientacao e adesédo dos neurdnios e na locomoc¢ao do verme, fendtipo
semelhante ao identificado por Brenner (1974). Entretanto, quando o gene humano
FEZ1 foi introduzido em células germinativas de linhagens de C. elegans mutados em
unc-76 nédo se observou mais o fendtipo de locomocido descoordenada, resgatando-se
também a normalidade do crescimento e da fasciculacao axonal (figura 1). Esse trabalho
identificou e caracterizou, pela primeira vez, o gene FEZ1 como homdlogo de unc-786,

agrupando-os como familia FEZ.



Figura 1. Restauragao da locomocao e fasciculagao do cordao nervoso ventral em vermes
mutados em unc-76 por FEZ1. (A -D) Animais foram fotografados (detectando-se as distancias
percorridas e os movimentos corporais) no periodo de 1 hora em placa contendo agar; (A) tipo
selvagem; (B) mutado em unc-76; (C) mutado em wunc-76 complementado com o gene de C.
elegans unc-76; (D) mutado em unc-76 complementado com o gene humano FEZ1. (EG) Cortes
histolégicos de corddes nervosos ventrais posteriormente localizados a cabega de adultos
marcados com anti-GABA. A por¢do anterior esta a esquerda. (E) Tipo selvagem; (F) mutado em
unc-76; (G) mutado em unc-76 e complementado com o gene humano FEZ1. Pontas de seta
incdicam as regides de desfasciculacdo. (Barra: 5 "m.). Reproduzido de Bloom & Horvitz (1997).

1.2 Proteinas Unc envolvidas no crescimento e orientagao de neuritos

Os neurdnios sao células altamente polarizadas e a diferenciacao neural envolve
mudanca coordenada em varios niveis, incluindo expressdo génica, aumento do

citoesqueleto, trafego de proteinas e um aumento massivo da area superficial da célula
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(Futerman e Banker 1996, Tang 2001), de forma que as células neuronais possuem uma
superficie 10000 vezes maior que os outros tipos celulares. O aumento de membrana
ocorre em uma estrutura axonal chamada de cone de crescimento, sendo que todo esse
processo € dependente da —Frans-golgi Network [| (TGN), uma série altamente dindmica
de tubulos interligados e vesiculas na superficie trans do complexo Golgiense. A
extenséao dos cones de crescimento & dependente de vesiculas derivadas do TGN que
se fundem com a membrana plasmatica através de um processo de exocitose regulada.
Sendo assim, o uso de uma neurotoxina (TI-VAMP Tetanus neurotoxin-insensitive
vesicle-associated membrane protein) que atua sobre as proteinas SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor [NSF] attachment protein receptor), componente da
madquinaria protéica envolvida no processo de exocitose, interrompe o crescimento de
neuritos (Martinez-Arca et al. 2001, Sann et al. 2009), uma vez que esse crescimento é
dependente do aumento de membrana proveniente do cone de crescimento.
Componentes do complexo SNARE séao proteinas que possuem pelo menos um dominio
de 70 residuos de aminoacidos comum ao grupo, 4 dominios juntos (de pelo menos 3
proteinas diferentes) formam um nucleo interligado e promovem a fusao de membranas.
Essas proteina estio distribuidas pela membrana plasmatica, sendo que existe uma
quantidade abundante em sitios de sinapses (Galli et al 1995), evidenciando sua
importancia no transporte de neuroctransmissores € na neuritogénese.

Muitas proteinas Unc estdo envolvidas no processo de polarizagado ,elongacao
neuronal e transporte de vesiculas (figura 2). A UNC-51, por exemplo, é conhecida por
atuar na formacdo dos endossomos, estagio inicial do processo de exocitose, e
consequentemente no crescimento dos neuritos através do trafego de endossomos
prematuros (Sann et al. 2009). Trata-se de uma proteina serinaftreonina quinase
conservada evolutivamente que esta associada com autofagia tanto em leveduras, como
em células de mamiferos, nesse caso conhecida como UNC-51 like Quinase (ULK1)
(OQgura et al. 1994, Matsuura et al. 1997, McKnight et al 2012). Muitos estudos
demonstram que a quinase UNC-51 auxilia na distribuicio de receptores essenciais para
a orientacdo da extensdo do axénio. A proteina de D. melanogaster DUnc-51 se liga e
fosforila DUnc-76. DUnc-76 fosforilada interage diretamente com a proteina de vesicula
sinaptica Synaptotagmina-1 (Toda et al. 2008), que & uma proteina essencial para
formacéo sinaptica e desenvolvimento neural, envolvida na formacao de vesiculas por

interagir diretamente com SNAREs.



Além do aumento membranar, para que ocorra neurogénese € necessario que
aconteca o transporte intracelular de cargos (proteinas, organelas etc), para isso existem
proteinas motoras que caminham pelos microtubulos e conduzem os cargos para os
seus destinos, essa funcéo é especialmente importante em células alongadas como os
neurdnios, cujo transporte pode percorrer longas distancias dos corpos celulares para as
juncdes sinapticas, as principais proteinas Unc envolvidas nesse processo sao: UNC
104 e UNC116 ortdlogas das quinesinas de mamiferos KIF1A e KHC respectivamente. A
superfamilia das quinesinas tem o papel de transporte nas células nervosas (figura
2)(Gindhart et al. 2003, Hirokawa e Takemura 2005) e a localizacdo de dendritos,
axdnios e proteinas pré-sinapticas € dependente desse transporte (Mahoney et al.
2006).

Figura 2. Modelo representativo de UNC-51 como uma proteina quinase de UNC-76
(proteina adaptadora de quinesina). UNC-51 age como quinase no transporte via Quinesina 1
através do ax6nio. Quando fosforilada por UNC-51, UNC-76 se liga a cadeia pesada da quinesina
1 (KHC) que caminha no microtibulo (MT) e promove o aumento da afinidade das proteinas de
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membrana da vesicula sinaptica (SV) como Syt-1, UNC-51 também fosforila substratos que séo
essenciais para o transporte pelo axénio (seta vermelha). Diminui¢do ou auséncia da fun¢do de
quinase de UNC-51 pode resultar em menor afinidade de UNC-76 pela membrana da SV e
dissociacdo da mesma da proteina motora. Reproduzido de Toda, H. et a/, 2008

As quinesinas possuem duas cadeias: leve e pesada sendo que a cadeia
pesada da quinesina UNC-116 € necessaria para a distribuicdo subcelular de UNC-76 e
UNC-69, outra proteina envolvida no crescimento e fasciculacdo dos axénios (Su et al.
2006). Knock down de quinesinas ndo so impede a localizacdo dessas proteinas nos
dendritos e ax6nios como também suprime o crescimento dos neuritos por bloguear o
transporte de vesiculas dependentes de quinesinas (Ferreira et al. 1992, Morfini et al.
1997). Em uma triagem com o C-terminal da proteina motora quinesina-I (KHC — kinesin
heavy chain) em uma biblicteca de cDNA de embrido de D. melanogaster na busca por
proteinas parceiras de interacdo, identificou-se a proteina unc-76 interagindo
diretamente com a quinesina | (UNC-116) (Gindhart et al. 2003). Em C. elegans,
mutacdes no gene unc-116 (gene homodlogo a KHC) também foram relacionadas com
deficiéncias de locomocio e desenvolvimento anormal dos axénios. Mutacdes em outras
proteinas que interagem com a cadeia leve da quinesina 1 (por exemplo, Amyloid
precursor protein-like [APPL] e Sunday driver [SYD]) acarretaram no mesmo fendtipo
que mutacdes em unc-76, que se caracterizava por interrupcédo do transporte axonal em

nervos de segmentos larvais de D. Melanogaster.

1.3 A proteina humana SCOC (Short Coiled Coil protein)

A proteina UNC-69 de C. elegans, homdloga de SCOC em mamiferos, €
necessaria para o crescimento axonal, orientagdo, fasciculacdo e organizagdo pre-
sinaptica, atuando juntamente com UNC-76 através de seu dominio de coiled coil no
carboxil terminal conservado evolutivamente. Estudos funcionais revelaram que UNC-76
e UNC-69 colocalizam-se, agindo na mesma via para controle e extensdo dos ax6énios e
regulando a organizacio pré-sinaptica cooperativamente (Su et al. 2006).

SCOC fai identificada primeiramente como parceira de interacdo de ARL1. ARFs
sdo GTPases que agem no complexo de Golgi para regular aspectos do trafego de
membranas com auxilio da proteina G, ARFs ativadas recrutam proteinas adaptadoras
do trafego de membranas a partir do Golgi/TGN. ARL1 desempenha um papel adicional
na regulacédo da dindmica dos microtubulos, ciliogénese e citocinese (Cockcroft et al.
1994).



Northern blot de mRNA de SCOC de tecidos humano identificou sua presenca
predominantemente no cérebro, coracdo e musculo esquelético, caracterizando-a como
uma proteina ubiqua. Através de ensaio com SCOC em cultura de células de mamiferos
foi possivel identificar sua localizacdo no complexo de golgi, citoplasma e membrana
plasmatica. Além disso, foi observada alta identidade (mais de 50%) de SCOC com trés
proteinas (Golgin-95, IMH1 e VPS30) envolvidas no trafego de vesiculas do complexo
de Golgi ( Valkenburgh et al. 2001).

Recentemente, realizou-se um estudo para identificar proteinas moduladoras de
autofagia induzida por privacdo de aminoacidos, onde SCOC foi caracterizada como um
regulador positivo desse processo, atuando no sequestro de FEZ1 do complexo ULK1-
FEZ1 e liberando ULK1, que atua como um regulador positivo na via de mTORC1 (figura
3) (Chan et al. 2009, McKnight et al. 2012).

g . Maturation

Phagophore Autophagosome Autolysosome

Figura 3. O papel de SCOC e FEZ1 durante autofagia desencadeada pela privagao de
aminoacidos. SCOC se liga a FEZ1 que estd em complexo com a proteina UVRAG (gene
associaco a resisténcia a radiagdo UV) ou ULK1. Os resultados sugerem que a inibicdo da
retorna devido a associacdo de SCOC ao complexo ULK1-FEZ1. A privacdo de aminoacido
(starvation) causa dissociacdo de UVRAG do complexo FEZ1- SCOC e isso pode permitir a
associacdo de UVRAG com o Vps34 (proteina envolvida no complexo Beclin 1 fosfatidilinositol 3-
quinase). A hipotese & de que SCOC ou o complexo FEZ1-SCOC podem coordenar a regulagdo
de ULK1 e do complexo Vps34 quinase. Reproduzido de McKnight, N.C., et al 2012.

Outro trabalho, demonstrou que a proteina BERT (homologa de SCOC em Gallus

gallus) interage com o complexo de ativacéo transcricional do gene sox2, responsavel
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pelo desenvolvimento inicial da placa neural (figura 4) (Papanayotou et al 2008),
revelando um possivel papel dessa proteina no nucleo da célula durante

desenvolvimento do sistema nervoso.
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Figura 4. Modelo representativo de SCOC (BERT) em Gallus gallus como regulador
positivo na maquinaria de transcri¢cao do gene Sox2. BERT promove a transcricdo do gene
Sox2 por duas agdes: ao interagir com ERNI fosforilada (uma proteina amplamente expressa nos
epiblastos em estagios precoces e é rapidamente reprimida no estagio 4 de desenvolvimento da
placa neural), que estd ligada a HP1 (repressor de transcri | 0) SCOC impede que a mesma
iniba a maquinaria de transcricdo de Sox2 e, ao interagir com Germinina (uma proteina expressa
no inicio da gastrula¢do e que induz a expressdo de Sox2) ela promove a transcrigdo, uma vez
que Germinina esta ligada ao fator de transcricdo BRM (enzima Brahma remodeladora de
cromatina) que por sua vez, encontra-se no enhancer N2. Sox2 & responsavel pela formacédo da
placa neural em embrido de galinha. Reproduzido de Papanayotou, C. et a/ (2008)

1.4 FEZ1 e SCOC formando um complexo

Como adaptador molecular, a proteina FEZ1 recruta elementos regulatérios e
efetores para o processo de formacao e transporte de vesiculas. De fato, em drosdfila, a
proteina DUnc-76, homdloga de FEZ1, esta envolvida com a Quinesina 1 no transporte
de precursores de vesiculas sinapticas, interagindo com sinaptotagmina quando DUnc-
76 € fosforilada por DUnc-51 (Toda et al 2008), como tambem foi observado em
humanos, onde a proteina FEZ1 interage com a syntaxina 1 (UNC-64), outra proteina
envolvida no processo de exocitose (Chua et al. 2012). Além disso, o complexo FEZ1

SCOC esta envolvido no elongamento axonal, formacéao de vesiculas sinapticas, bem



como na autofagia induzida por privacao de aminoacidos, pela via de ULK1, como ja foi
mencionado anteriomente.

Através de analise de estrutura por RMN (ressonancia magnética nuclear) e por
small angle X-ray scattering (SAXs) realizado pelo nosso grupo (dados nio publicados)
verificou-se que o complexo FEZ1 SCOC esta associado em uma proporgiao
estequiométrica de 2:2 com uma topologia provavelmente antiparalela do dimero de
FEZ1 sendo que FEZ1 forma dimero pelo N-terminal através de ponte dissulfeto
(Alborghetti et al. 2010) e interage com SCOC pelo C-terminal (figura 5). Nesse modelo,
SCOC esta associada com uma calda de GST pelo N-terminal e interage com o dimero

de FEZ1 pelo C-terminal.

GST-SCOCO

Figura 5. Modelo de intera¢ao antiparalela e heterotetramérica de FEZ1 e SCOC. Modelo de
baixa resolu¢do (ab initio) para 6xHis-FEZ1(1-392) com GST-SCOC(2-82) derivada dos daclos
de SAXS . Modelo unico representativo de residuos. Um estado heterotetramérico & observado,
que consiste de duas moleculas de GST-SCOC (azul e rosa) anexadas ao dimero de6xHis-FEZ1
(verde).

Pode-se sugerir que FEZ1 atua como uma proteina adaptadora dimérica e
bivalente in vivo. Nesse caso, a regido coiled-coil que constitui o c-terminal de FEZ1
funcionaria como um dominio de docking promiscuo para um drande numero de

prote nas -eargos|| muitas delas, interessantemente, também possuidoras de dominios



coiled-coils e envolvidas no desenvolvimento do sistema nervoso, como o Receptor do
Acido Retindico Alpha (RARA) (Surpili et al. 2003, Assmann et al. 2006) (figura 6).

Transport machinery
Cargoes and regulation

KIBRA
DRAP1
BAF60a
TIk3
Rab3-GAP
SCOCO
Etc. FEZ1
KIF3/kinesin
JIP1

FEZ1-dimer

Figura 6. Modelo representativo de FEZ1 como um adaptador bivalente no transporte de
cargos. A figura mostra que um dos C-terminais de FEZ1 pode interagir com proteinas motoras
(KIF3A, CLASP2 e JIP1) e concomitantemente, o outro c-terminal é responsavel por carregar os
cargos, uma vez que , a dimerizacdo de FEZ1 ocorre pelo N-terminal e as regides C-terminais
com coifed-coil ficam expostas. Modelos baseados em dados de SAXS das proteinas 6xHis-FEZ1
(1-227) (verde) e 6xHis-FEZ1 (1-392) (azul). As esferas cinzas representam moléculas de agua,
presentes em regides com elevado indice de aminoacidos acidos.

1.5 O papel do acido retindico no desenvolvimento do sistema nervoso

A Vitamina A e seus metabdlitos s&o coletivamente chamados de retindides e
sdo essenciais para o desenvolvimento embrionario adequado. Retindides produzem
efeito pleitropico no embrido uma vez que iniciam sinalizacdo da diferenciacio neural
(Corral e Storey 2004), promovem a diferenciacdo de regides do tubo neural como
rombencéfalo e medula espinhal (Niederreither et al. 2000, Liu et al. 2001) e controlam o
padrao de diferenciacdo dos neurdnios motores espinhais € interneurénios
(Sockanathan e Jessell 1998, Pierani et al. 1999, Novitch et al. 2003), ao regular a

transcricdo génica, permitem que neurdnios imaturos se desenvolvam e respondam ao



NGF (fator de crescimento do nervo) (Plum e Clagett-Dame 1996, Plum et al. 2001,
Clagett-Dame et al. 2006).

A sintese de RA a partir da vitamina A ocorre em dois passos enzimaticos com o
retinaldeido como intermediario (figura 7). Estudos genéticos em ratos demonstraram
que a oxidacdo de retinol para retinaldeido € ubiqua durante o desenvolvimento
embrionario e & controlada especificamente nos tecidos pela enzima RALDH2
(retinadeido desidrogenase). Camundongos nocaute para essa enzima apresentam
defeito de crescimento em fase embrionaria ES,5 para E10,5, (quando coracédo e cérebro
estdo em estagio inicial de desenvolvimento) seguindo para letalidade em E11,5
(Niederreither et al. 1999, Mic et al. 2002). RALDH2 atua no citoplasma na etapa final de

formacéo do acido retindico como mostra a figura 7:
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Figura 7. Os caminhos de gerac¢ao, a¢ao e catabolismo de acido retindico (RA) em células
nervosas. Retinol, ligacdo na RBP4 (retinol-binding protein 4, plasma), € retomacdo pela célula
através do receptor de membrana (STRAB) que interage com RBP4. Em embrides, RDH10
(retinol desidrogenase) metaboliza retinol para retinaldeido (Corral), que é entdo metabolizado
para RA pela RALDHs (retinaldehyde dehydrogenases). RA pode ser liberado do citoplasma e
retomado por uma célula recebedora (sinal paracrino), ou pode agir no ntcleo da mesma célula
onde foi formado (sinal autdcrino). CRABP2 (Cellular retinoic-acid-binding protein 2) auxilia a
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entrada de RA no nucleo. No nucleo, RA liga-se em seu receptor RARs (Retinoic Acid Receptor)
e no RXRs (Retinoid X Receptor), esses heterodimerizam e se ligam em uma sequéncia de DNA
conhecido como RARE (Retinoci Acid Response Element). Esta ligacdo ativa a transcricdo de
genes alvos. RA ¢é catabolizado no citoplasma pela proteina CyP26 (cytochrome P450
hydroxylase). Reproduzido de Maden M. (2007).

A sinalizagédo defeituosa de acido retindico esta diretamente relacionada com
doencas degenerativas tais como Alzheimer e esclerose lateral amiotrdfica (Corcoran et
al. 2002, Goodman e Pardee 2003), enquanto niveis inadequados desse composto
(excesso ou deficiéncia), durante desenvolvimento embrionario, pode resultar em um
conjunto de doencas classificadas como embriopatologia do acido retindico, as quais
podem provocar defeitos no desenvolvimento da crista neural (Mulder et al. 2000, Ross
et al. 2000, Maden 2006), ma formacdo dos membros e outras manifestacdes
esqueléticas (Ali-khan e Hales 2006, Zile 1998).

1.6 FEZ1 e a transcricao

O receptor de acido retindico alpha (RARA) bem como outras 9 proteinas
envolvidas na maquinaria de transcricdo (DRAP1, GTF2IRD2, MCM7, MED7, NMLF1IP,
SAP30, SAP30L, SFRS8, SLTM) foram identificadas em uma triagem por duplo hibrido
como parceiras de interacdo de todas as proteinas da familia FEZ (UNC-76, FEZ1 e
FEZ2)(Alborghetti et al. 2011) sugerindo que, além de um papel como proteina
adaptadora do transporte, FEZ1 tambéem teria funcdo na repressdao ou ativacido da
transcricdo génica.

RAR possui 3 isoformas (alpha, beta e gama), todas elas s&o conhecidas por
promoverem a transcricdo génica apos interacdo com seu parceiro RXR formando um
complexo heterodimérico, sendo que a diferenca entre as isoformas esta no padrao de
expressdo nos tecidos. As isoformas alpha e beta sdo mais abundantes no tubo neural
durante o inicio do desenvolvimento embrionario de camundongos (E 8,5-9,5) (Dolle et
al. 1990, Ruberte et al. 1993). A ativacio da transcricio pelo heterodimero de RAR RXR
€ dependente da interagdo desses receptores com seus respectivos ligantes: acido
retindico all trans e 9 cis. Porém, mesmo na auséncia do ligante, os receptores RAR-
RXR ligam-se em sequéncias conhecidas de DNA e nesse caso, recrutam
corepressores e inibem transcricdo. Esses corepressores modulam negativamente a

transcricdo pelo recrutamento do complexo de histonas desacetilases e a transferéncia
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de radicais metil para o DNA ligado a histonas, estabilizando o nucleossomo. Entretanto,
a interacédo dos receptores com seus ligantes causa mudancas conformacionais no
dominio de ligacdo ao ligante (LBD), promovendo a liberacdo dos corepressores € o
recrutamento de coativadores. Enquanto alguns coativadores interagem com a
maquinaria basal de transcricdo, outros induzem o remodelamento da cromatina e
ativacdo transcricional especifica (Aranda e Pascual 2001, Privalsky 2004). A figura 8

exemplifica o modo de transcricao mediado pelo heterodimero RAR-RXR:

Transcricdo X

‘pe® Acido retinéico RA
A\ Motivo LXXLL

Transcri¢ao
Genes alvos:

Hoxgenes,
RARB, etc

Figura 8. Esquema representativo para ilustrar a transcricio mediada pelo heterodimero
RAR-RXR. Os receptores nucleares RXR e RAR representados em lilas e azul respectivamente,
formam um complexo e estdo constitutivamente ligados ao DNA através de seus dominios DBD
com a sequéncia RARE do DNA localizada antes do promoter. Na auséncia do ligante (esquema
superior) os dominios LBD dos receptores estdo dispostos de forma que as hélices 12 de ambos
estdo escondidas, essa conformacdo facilita a interacdo com corepressores que atuam na
estabilizagdo dos nucleossomos através da desacetilacdo de histonas. Na presenca do ligante
acido retindico, os receptores mudam de conformacdo expondo suas hélices 12 que interagem
com motivos LXXLL de coativadores, promovendo transcricdo de genes alvos, como as proteinas
da familia homeobox responsaveis pela diferenciagdo rostro caudal dos embrides e o proprio
RAR , exemplos citados no esquema acima.



Os dados de interacdao de RARA com FEZ1 obtidos no duplo hibrido também
foram confirmados por teste jn vitro atraves da coexpressdo de 6xHisFEZ1 e GST-
RARA, purificacdo de 6xHisFEZ1 em resina com afinidade para cauda de Histidina
(Hitrap) e identificacdo de ambas proteinas por western blot (dados n&o publicados).
Alem disso, sabe-se que FEZ1 possui um dominio LXXLL (L € o aminoacido Leucina e X
€ qualquer aminoacido) que & comum entre varios coativadores de receptores nucleares,
necessario € suficiente para mediar a associacdo de coativadores € um dominio LBD
(dominio de ligacédo ao ligante) dos receptores nucleares (figura 8). Analise estrutural do
dominio LXXLL revelou que ele forma uma -hélice hidrofobica com as leucinas, essa
conformacido lembra a hélice 12 do RAR que & requerida para a interacdo com
coativadores e tamb m forma uma -hélice anfipatica. Acredita-se que ambos dominios
(LXXLL do coativador e hélice 12 do receptor) estdo envolvidos para formar um modelo
de montagem receptor-coativador (Darimont et al.1998). A figura 9 mostra os principais
dominios de FEZ1, o dominio LXXLL situa-se em sua regido de cofled coil além disso
FEZ1 possui 3 regides acidas, ricas em acido glutamico em seu N-terminal, essa
caracteristica também € comum para coativadores de receptores nucleares (Heery et al.
1997, Torchia et al. 1997, Ding et al. 1998):

95 98 140 82 186

145 1 231 289 293 296

Motivo LXXLL 231-236

Motivo Coiled Coil 231-296

Figura 9. Principais motivos de FEZ1 que podem estar envolvidos no recrutamento de
coativadores da maquinaria de transcrigao juntamente com RARA.



2.0bjetivos

2.1 Gerais

Caracterizacao estrutural e funcional das proteinas FEZ1 e SCOC, bem como

dos complexos entre FEZ1 e suas parceiras de interacdo SCOC e RARA.

2.2 Especificos

Compreender o papel de FEZ1 na regulacdo da transcricdo génica mediada por
RARA;

Estudo do padrido de expressdao de FEZ1 durante desenvolvimento inicial da
neurulacdo em embrido de galinha correlacionando com o padrdo de expressao da
enzima envolvida na formacdo de acido retindico RALDH2 (retinaldehyde

dehydrogenase);

Obter novas pistas sobre a funcdo celular de SCOC através de identificacio de

parceiros de interacao por técnica de duplo hibrido em levedura;
Identificacdo das interfaces de interacédo entre FEZ1 e SCOC por cross-linking;

Expressao, purificacao e cristalizacao da 6xHis SCOC para estudos estruturais e

funcionais
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3. Metodologia

3.1 Ensaios preparatérios de Biologia molecular: clonagem, expressao e

purificacao de proteinas

3.1.1 Clonagem

Os Fragmentos de DNA que codificam as proteinas humanas SCOC e FEZ1

foram amplificados por PCR no termociclador automatico da Applied Biosystems a partir

de biblioteca de ¢cDNA de cérebro fetal humano (clontec obtida em QIlAfilter™ Plasmid

Maxi Kit) como modelo € um par de olinonuclectideos especificos que foram

desenhados exclusivamente para cada uma das sequéncias de DNA de SCOC e FEZ1

(tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos para amplificagdo de SCOC e FEZ1

SCoC

Primer sense: CGG AAT TCA TGG ACG GGT CCA GGA AAG
Primer antisense: GTC GACTTACTTTCTTITGCTTITTGT GTC

FEZ1

Primer sense: CGA GGC TCTGAATGGCAACT
Primer antisense: TAC CGG AATCATTITCACTCTTCTC

As quantidades de cada componente e as condicdes de amplificacdo dos genes

de SCOC e FEZ1 estao descritas nas Tabelas 2e 3

Tabela 2. Reagentes utilizados para preparo de PCR

Componente Volume pL
Agua 14,25
Tampao da enzima*[1mM] 2,50
Biblioteca cDNA [1pg] 2,00

dNTP [0.3mM] 3,00
Primer foward [0.2mM] 1,00
Primer reverse [0,2mM] 1,00
MgSO, [0.75mM] 0,75




Platinum®TaqDNA [0,5U] 0,50

(*) Invitrogen ™.

Tabela 3. Condigbes usadas para preparo de PCR

Estagio Temp (°C) Tempo(s)
Pré-incubagao 95 300
Desnaturagao 95 45
Anelamento 55 60
Extensao 72 120
Pos-ncubagao 72 900

40 ciclos

Os genes amplificados foram extraidos do gel com QlAquick® Gel Extraction Kit
e clonados no vetor pGEME®E-T da Promega em um procedimento também ja descrito no
relatdrio anterior. Usou-se enzimas de restricdo especificas para subclonagem nos

vetores de interesse (tabela 4)

Tabela 4.Vetores de expressdo onde os DNA's de FEZ1 e SCOC foram subclonados

Vetor Finalidade

pET28a modificado Expressdo da proteina recombinante em
bact ria DH5

pBTM116K Expressdo de proteina em levedura

pCDNAFLAG modificado ™ Expressdo de proteina em célula de mamifero

*pPET28a modificado em nosso laboratorio pelo grupo do Prof. Dr. Nilson Zanchin, tendo
sido removido o sitio de clivagem pela Trombina e substituido por um sitio de clivagem
pela protease TEV em fusdo com uma seqliéncia que codifica para a glutationa S

transferase (GST), sendo identificado neste relatério como pET28aTG.
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Recebemos a construcdo pCDNAFLAG RARA (proteina inteira) e pET28a RARA
DL do grupo da Doutora Ana Carolina Migliorini Figueira (LEC-LNBio) . A regiao de
RARA clonada em pET28a contéem o dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e o dominio de
ligacdo ao ligante (LBD), como mostra o esquema abaixo da proteina inteira

comparando-a com a regiao clonada:

RARA completo (462 aa):
L 87 88 153 200 Xih )

RARA DL (88-419):

28 153 200 419

3.1.2 Expressao e purificagao das proteinas em E. coli: 6xHisFEZ1, 6xHisSCOC e

6xHisRARA DL

A inducdo com 0,5mM de IPTG foi realizada em bactérias E. coli BL21 (DE3),
transformadas com as construcdes pPET28aTEVHISFEZ1(1-392) e
pET28aSCOCTEVHIS(42-120), durante 4h a 30°C enquanto para a expressdo de
pET28aTEVHIS RARA DL(88-419) usou-se 0,5mM de IPTG e 10mM de ZnCl; em E.
Coli BL21 Rosetta 2 (DE3) durante 15 horas a 22°C Apods a inducido de 4L em meio
Luria-Bertani (LB), centrifugacdao a 7000rpm por 10 minutos, pET28aTEVHISFEZ1(1-
392) e pET28aSCOCTEVHIS(42-122)foram ressuspendidos em 40mL de tampéao A
(PBS 1X + 15mM imidazol pH 7.,4) e pET28aTEVHIS RARA DLfoi ressuspendido em
tampéao de lise (20mM de Hepes, 300mM de NaCl, 5% de glicerol, 0,014% de -
mercaptoetanol, 0,02%de PMSF e 0,008% de Ilisozima). A lise de
pET28aTEVHISFEZ1(1-392) e pET28aSCOCTEVHIS(42-120) foi realizada com
375ugmL" de lisozima seguida por sonicacdo em 20 ciclos (10s de sonicacéo e intervalo
de 30s) em gelo. A fracdo soluvel foi obtida apos 40 minutos de centrifugacdo em
18000rpm a 4°C em centrifuga HITACHI Himac CR22G. As fragcdes soluveis contendo

as proteinas recombinantes com cauda de histidina foram submetidas a cromatografia
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liquida de afinidade por metal (niquel) e posteriormente, cromatografia por exclusao
molecular. Para a cromatografia de afinidade usou-se coluna HiTrap Chelating 5mL (GE
Healthcare), empacotada com a resina Chelating Sepharose™ High Performance e
carregada com 5 volumes de coluna (VC) com 0,1M NiSO, em um aparelho AKTA FPLC
(GE Healthcare), para a cromatografia de exclusdo molecular usou-se coluna HiLoad®
16/60 Superdex® 75. Ambas purificacdes foram eluidas com PBS, sendo que para a

cromatografia de afinidade acrescentou-se 300mM de Imidazol ao PBS.
3.2 Gel Nativo

Preparou-se o gel nativo com 1,5% de agarose em Tampédo Native PAGE
invitrogen. Os complexos FEZ1 SCOC; FEZ1 RARA foram expressos e purificados
separadamente e incubados durante 1h, 4°C antes de aplicar no gel. As concentracdes
crescentes de FEZ1 (0,5 a 40 M) foram incubadas com 20 M de RAR seguindo as
mesmas condicdes das incubacdes anteriores. Aplicou-se 10 | de cada incubacéo, a

migragéo ocorreu durante 3 horas, 4°C, 60V.

3.3 Cross Linking

As prote nas FEZ1 e SCOC (7 M de cada) foram incubadas durante 30 minutos
a 4°C, posteriormente, adicionou-se 1,8mM de DSS e incubou-se por mais 2 horas em
temperatura ambiente sob agitacdo leve. Essas amostras foram corridas em gel de
acrilamida SDS-PAGE e a bandas obtidas foram retiracdas com bisturi para digestao com

tripsina.

3.3.1 Digestao das bandas com tripsina

A digestio foi feita segundo o protocolo Anal.Chem., 1996 68:850-858 modificado

obtido no site do Lnbio (http:/Inbio.cnpem.br/imassspectrometry/main/sample-

preparation/, 04/01/2013)

3.4 Ensaio de Cristalizagao de 6xHisSCOC (42-122)

Foram feitos varreduras iniciais com kits comerciais de cristalizacdo (Crystal
Screen and Crystal Screen 2 e SaltRx da Hampton Research;, Wizard | e I, Precipitant
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Synergy da Emerald BioSystems ; e PACT e JCSG+ da Nextal/Qiagen). Os ensaios
foram feitos em placas de 96 pocos, com método de difusdo de vapor com gota sentada,
montadas pelo robé de pipetagem HoneyBee 963 (Genomic Solutions ), com gotas de 1

Ldeprotenae1 Lsolu odepo o,com80 L desolu onopo o Asplacas foram
mantidas a 18°C em robd de fotodocumentacao Rock Imager UV (Formulatrix), sendo

fotodocumentadas em tempos especificos com luz visivel e UV.

3.5 Ensaio de Hibridacao de RNA in situ (ISH)

As hibridacdes de RNA in situ foram realizadas em colaboragcdo com a
pesquisadora Dra. Hozana A. Castilllo (LNBio), com embridées de galinha nos estagios:
HH7Y, HH&, HH10, HH12 eHH14 (Hamburger € Hamilton 1951) e usando sondas de RNA

anti sense para FEZ1.

Inicialmente, o cDNA de FEZ1 foi amplificado a partir de uma biblioteca de
embrido de galinha com a enzima Taq polimerase e os oligonuclectideos especificos
para cada gene. Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose 1%, o DNA
foi purificado, clonado no vetor pGEM-T Easy e seqienciado. Os clones foram entédo
digeridos com enzimas de restricdo localizadas a jusante e a montante do gene clonado.
Em seguida, o vetor linearizado foi utilizado na reacdo de transcricdo in vitro, para
sintetizar as sondas de RNA sense e antisense. A transcricdo in vitro foi realizada a
37°C por 3 horas com 1 ug de DNA plasmideal linearizado, 2 pL de tampédo de
transcricdo 10x, 1 uL de DTT 100 mM, 1 UL de mix contendo digoxigenina-11-UTP, 0,5
ML de Rnasin e 2 UL de T7 ou Sp6 RNA polimerase.

O vetor contendo o gene de FEZ1 de galinha foi linearizado com a enzima de
restricdo Nde-/ e em seguida, o vetor linearizado foi utilizado na reacdo de transcricéo
com a T7 RNA polimerase, que sintetizou a sonda de RNA sense. O DNA plasmideal
linearizado com a enzima Apa-/ foi substrato para a reacio de transcricao com a SP6
RNA polimerase e gerou a sonda antisense. Apos a reacado de transcrigdo in vitro, as
amostras foram tratadas com DNasel e incubadas a 37°C por 15 minutos. As sondas

foram purificadas em colunas 450G (GE).

Brevemente, o protocolo de ISH consiste em: Coleta e fixacdo dos embrides de
galinha com paraformoldeido 4%. Desidratacdo em metanol (25%, 50%, 75% e
2x100%). Pode-se armazenar os embrides em -20°C por tempo indeterminacdo. No

primeiro dia da in situ: hidratagdo em bateria de metanol (75%, 50%, 25% e 2xPBS(T).
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Clarear o embrido com H:0,, seguida por lavagens em PBS. Permeabilizacdao com
Proteinase K 10 ug/mL (tempo de incubacédo de acordo com o tamanho do embrido),
seguida por lavagens. Pos-fixacdo com PFA 4%, glutaraldeido 0,2%. Pré-hibridacdo com
solugcao Hyb (50% Formamida, 5X SSC, 30ug/ml Heparina, 500 pg/ml tRNA, 0.1%
Tween-20, 92 pl de acido citrico 1M pH 6.0) em camara umida a 65°C por 3h. Hibridacéo
da sonda (desnaturada e diluida em solugéo hyb) por 16 horas a 65°C. Lavagem quente
com solug¢do de formamida, SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato de sédio, pH 7) para aumentar
a estringéncia de ligacdo da sonda com o mRNA. Lavagem pods-hibridacdo com o
tampéao MAB(T)-levamisole para inativar a fosfatase alcalina enddgena. Incubacéo do

anticorpo anti-digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina por 16 horas a 4°C.

3.6 Ensaio em cultura de ceélula imortalizada HEK293T

3.6.1 Imunocitoquimica: Fixacao e marcagao com anticorpo.

Em cada pogco de uma microplaca de 24 pocos, 150000 células foram
transfectadas com pCDNA-SCQOC e EGFP-FEZ1, utilizando como agente carreador a
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Apos 48 horas da transfeccao, as células foram fixadas
com 300 L de paraformol 2% em PBS, pH 7.4 e temperatura de 37°C. Em seguida, elas
foram lavadas 2 vezes com PBS para retirar o excesso de fixador. A permeabilizacao
das células consistiu em incubacéo das mesmas com Triton X-100 0,3% em PBS por 10
min a temperatura ambiente. Em seguida, foram feitas 3 lavagens de 5 min cada com
PBS e incubadas com anticorpos primarios anti-flag mouse (1:100, Sigma) e anti-RARA
(1:300 abcam) em PBS contendo 0,1% de BSA durante uma hora em temperatura
ambiente, os pocos foram lavados 5 vezes com PBS e incubados com o anticorpo
secundario anti-mouse conjugado a rodamina (1:200, Santa Cruz Biotechnology),
Hoechst 33258 (1 o/mL) foi usado para corar o nucleo. As laminulas foram incubadas
novamente durante 1 hora a temperatura ambiente, e, finalmente foram lavado 10 vezes
com PBS e fixadas na laminas com fluoramount e vedadas com esmalte. Essas laminas
foram fotografadas no microscopia confocal multifdton (DEQ - GMVN - Grupo de
Materiais Vitreos e Nanoestruturas) - Prof Carlos Lenz César (Grupo de Biofoténica,
Departamento de eletrénica quantica, Instituto de Fisica Gleb Wataghin-Unicamp
(IFGW), Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotdnica Aplicada a Biologia
Celular (INFABIC)
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3.6.2 Imunoprecipitacao.

Para ensaio de imunoprecipitacdo de FLAGFEZ1, as células foram transfectadas
com 6E de PEI (Polyethyleneimine) e 15mM NaCl e 20 g de pCDNA FLAGFEZ1 em
garrafa de 75cm?®. Depois de 48 horas que as células foram transfectadas, foram
colocadas no gelo e lisadas com 600 | de tampéo (50mM Tris; 150mM NaCl; 1mM EDTA,;
1%triton; 1 pastilha protease inhibitor cocktail Roche/10 ml de tampdo) . O conteudo foi
transferido para um tubo de fundo cénico de 1,5ml deixado no gelo por 20 minutos e
agitado de 5 em 5 minutos. O lisado foi centrifugado (14000rpm/20 min/4°C), o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 40 | de cada amostra foram
reservados para correr no gel de poliacrilamida (lisado total). A concentracdo de

proteinas totais foi medida pelo método de Bradford.

O sobrenadante foi incubado com resina conjugada a FLAG (anti-flag m2 affinity
gel sigma) 16h/4°C e posteriormente, realizou-se a eluicdo com peptideo 150ng/ | (3X
FLAG Peptide sigma) durante 2 horas a 4°C sob agitacio e correu-se gel SDS —PAGE

das amostras para westtern blot.
3.6.2.1 Western blot da imunoprecipitacao

Para a transferéncia das proteinas para a membrana foi utilizado o Semi-Dry
Blotting System (The W.E.P. Company). Para tanto, papéis Whatman 3 MM embebidos
na solucdo de transferéncia (300 mM Tris-HCI pH 10,4 e 10% de metanol) foram postos
em contato com a membrana PVDF (fluorida de polivinilineno) seguida do gel e mais 3
papéis equilibrados também com solucédo de transferéncia sendo estes ultimos postos
em contato com o polo negativo do aparelho. A transferéncia foi feita por um intervalo de
60 a 90 minutos a 1 mA por cada cm? de gel. Apds a transferéncia, a membrana foi
bloqueada em solucdo contendo 5% de Leite em pd Molico desnatado em tampéo TBS
1X (10 mM Tris-HCI pH 7,2; 150 mM NacCl) com 0,05% Tween 20 e incubada por 2 horas

a temperatura ambiente sob agitacdo a 40 rpm ou durante a noite.

Usou-se anticorpo primario anti-flag (1:2000 Sigma) e anticorpo secundario anti-
rabbit (1:5000 Qiagen) sendo que cada um deles foi diluido em TBS 1X e a membrana
de transferéncia foi incubada durante 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo-

primario, lavou-se 3x com TBS 1X e incubou-se com o anticorpo secundario por mais 1

23



hora . A membrana foi lavada novamente trés vezes consecutiva por 10 minutos em
solucdo 1X TBS. Os sinais foram visualizados com o uso do Western Bletting Luminol
Regent (Santa Cruz Biotechnology) e os procedimentos para essa etapa final foram
feitos de acordo com as especificacdes do fabricante. A membrana foi exposta em
Hyperfilm-MP (GE Healthcare) de 2-7 minutos para as membranas com anticorpo anti-

his e de 10 minutos para as membranas com anticorpo anti-flag foram reveladas.

3.7 Transativacao de luciferase (firefly) com receptor do acido retindico RARA

Nesse estudo, objetivou-se entender o papel de FEZ1 na maquinaria regulatéria
de transcricdo onde o RARA esta envolvido. Para isso usou-se um sistema de
transativacdo de luciferase dependente da interacdo do RARA com seu elemento
responsivo DR5. Utilizou-se o elemento responsivo DR5 (2 repeticdo randémica 5'-
AGGTCA-3 com 5 nuclectideos entre elas- RARE) pois essa sequéncia é reconhecida
por RARA que esta localizada posteriormente ao promotor CMV e a enzima luciferase
(como sera descrito a seguir) Esse ensaio foi feito em colaboracdo com a Doutora Ana
Carolina Migliorini Figueira (LEC-LNBio), de quem também recebemos os plasmideos
necessarios para o funcionamento do sistema, sendo eles:

pGL3-DR5tk-Luc; esse vetor € composto pelo RARE DR5 localizado
posterior ao promotor CMV e posteriormente ao promotor, esta localizada a sequéncia de

DNA da luciferase de Photinus pyralis, como mostra o esquema a seguir:

Promotor

5'-AGGTCA-
XXXXXAGGTCA3
=

pRL-CMV; vetor tipicamente usado como controle de transfeccédo para
experimentos de transativacdo, uma vez que ele apresenta a sequéncia de DNA de

Luciferase de Renilla que pode ser transcrito independentemente de transativacao.



Uma vez que o RARA se liga ao DR5, promove a transcricao de lucirefase que é

detectada, indiretamente. Apds lise das células, adicdo do substrato luciferina,

produzindo luninescéncia detectada em lumindmetro (Glomax-Promega). As células

HEK 293T foram plaqueadas e transfectadas nas mesmas condicdes descritas no item

3.6.1. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, os plasmideos utilizados

em cada poco estao descritos na figura 10:

1° dia- Transfeccdo

pRL,DRS

pRL,DRS, pCONAG

pRL,DRS, RARA

pRL,DRS, RARA, FEZ1

pRL,DRS5, RARA, pCDNA@

PRL,RARA

00000

3° dia—tratar com ligante

4° dia— Lise leitura

4 5 6

Hém EPE2 W2 SUe ||e 02Igunal OpIRe ap WTloT Jeuciaipy |

Adigdo de substrato
(luciferina Firefly e Renilla)

Lise

Leitura

Figura 10. Esquema representativo para ilustrar as etapas do experimento de transativa¢ao da Luciferase. Como mostra
0 esquema, no primeiro dia realizou-se a transfec¢do das células em placa de 24 pocos, os plasmideos utilizados estdo
descritos no primeiro quadrante. Apos 24 horas adicionou-se 0,1M acido retindico all tras (segundo quadrante), apos 24 horas

as células foram lisadas e a intensidade de luminéscencia foi medida (terceiro quadrante).

As células foram transfectadas como descrito no item 3.6.1 e apds 24 horas,
M

acido retindico ATRA (Sigma), sendo que a diluicdo foi feita em Dimetil Sulfoxida

retirou-se o meio das células e ao meio novo (DMEM), adicionou-se o ligante (0,1

(DMSQ). Para os pogos que nao receberam o tratamento com o ligante adicionou-se

somente DMSO

(1%).
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3.7.1 Lise, adi¢do do substrato de luciferase (luciferina) e leitura da luminescéncia

Depois de 24 horas da adicdo do ligante, procedeu-se com a lise e leitura de
luminescéncia das celulas com o Kit Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega). Para
o procedimento de lise celular, primeiramente lavou-se as células com PBS, adicionou-
se 100 | de tamp o de lise durante 40 minutos, 37°C, 200rpm. Esse Kit possui um
tampédo de lise e dois substratos de luciferase (luciferina) provenientes de animais
diferentes, um deles € a luciferina de Photinus pyralis (LARIIl), o qual é primeiramente
adicionado ao lisado de células e corresponde ao substrato da luciferase transcrita pela
transativacdo do RARA. Enquanto a luciferina de Renilla (SG) € substrato da luciferase
presente no plasmideo pRL usada nesse experimento como controle de transfeccéo,
uma vez que a transcricao dessa enzima € independente de transativacao. Portanto,
adiciona-se primeiramente LARIl ao lisado, é feita a leitura e, posteriormente, adiciona-
se o substrato SG ressuspendido em tampéao capaz de inativar o efeito da primeira
reacdo e a leitura & feita novamente. O aparelho usado para medir a luminescéncia foi o

leitor de placa de 96 pocos lumindmetro Glomax (Promega).
3.8 Anisotropia de fluoréscencia

A anisotropia de fluorescéncia mede indiretamente a movimentacao e o tamanho
das moléculas, complexos maiores possuirdo maiores valores de anisotropia por se
deslocarem mais lentamente. Essa técnica foi usada para medir a forca de interacéo
proteina-proteina (6xHisFEZ1 e RARA DL) bem como a interacédo entre DR5 e RARA na
auséncia e presenca de FEZ1. Com esses dados, foi possivel calcular o valor da
constante de dissociacdo das interacdes testadas.Todos 0s ensaios de anisotropia
apresentados aqui foram uma média de 3 experimentos independentes. Esses estudos
foram realizados também em colaboragdo com a Doutora Ana Carolina Migliorini
Figueira (LEC-LNBio). Recebemos o clone de RARA DL em pET28a e fizemos

expressao e purificacdo conforme foi descrito no item 3.1.2
3.8.1 Marcacao de RARA DL com sonda fluoresceina FITC

A sonda FITC (isctiocianato de fluoresceina) tem a propriedade de se ligar em
grupos amina e sulfidrila de proteinas por possuir um grupo isotiocianato, o que permite

detectar o padrdo de fluoréscencia protéica de acordo com a mudanca de tamanho da
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molécula. As fracdes puras de RARA DL pods cromatografia por exclusao molecular,
foram concentradas para 542 mg/ml (142 M) em concentrador Amicon Ultra-2 mL
Centrifugal Filters e incubadas com sonda FITC (0,5mM), protegido de luz, durante 16
horas a 4°C. Apods esse periodo a proteina marcada foi inserida em coluna Hitrap
desalting 1ml (GE Healthcare) e lavada com 11 volumes de tampao (300mM de NacCl,
50mM de Hepes, 5mM de Imidazol, 5% de glicerol, ph8,0 ) para retirar o excesso de
sonda livre, a proteina foi eluida logo no inicio da lavagem, na fragdo 3, uma vez que na
coluna de desalting a proteina ndo entra na matriz, somente a sonda, a proteina sai no
volume morto da coluna. Todas as fracdes foram coletadas em tubo de fundo cédnico
(1,5ml) protegidos de luz para medida de concentracao em dois comprimentos de onda :
[280nM] (deteccdo da concentracdo de proteina) e [495nM] (deteccdo de sonda FITC). A
fracdo 3 de eluicdo foi escolhida para ensaio uma vez que apresentou os maiores
valores em ambas medidas de excitacao; [280nm]= 0,06ma/ml (494nM) e [495nm]=0,02.
Nesse procedimento ocorreu uma grande diluicdo da proteina, considerando que antes
desse processo, a concentracdo de RARA DL era de 142 M e depois da marca | o
recuperou-se 494 nM em 1 ml, entretanto essa concentracdo foi suficiente para o
experimento uma vez que foi necessario somente 50 nM de RARA FITC para ensaio de

anisotropia.

3.8.2 Ensaio de titulacao da interacdo de FEZ1 e RARA DL e leitura de

fluoresceéncia.

As proteinas foram incubadas por 16 h, 4°C, em placas de 384 pocos com de 50

| de volume. Sendo assim incubou-se 50nM de RARADL FITC com um gradiente de
concentracdo de FEZ1 de 0 a 25000 nM. Todas as medidas foram feitas em triplicatas,
assim como as leituras de cada poco. As placas foram lidas em fluorescence microplate
reader (ENVISION), utilizando filtros de polarizacdao de excitagcdo e emissao para
fluoresceina, segundo informacdes do fabricante e a analise dos dados feitas no

programa Sigmaplot com ajuste da dados aplicando-se a equacéo de Hill.

3.8.3 Ensaio de titulacao da interacao de DR5, RARA DL e FEZ1 e leitura de
fluoresceéncia.



Ensaio de ligacdo do DNA isotermal DR5 e RARA foram avaliados usando um
espectrofotémetro ISS-PC1 (ISS, Champaign, IL), em geometria de um L°. A excita ' o
foi iniciada com 480 nm e a emissdo captada a 420 nm através de uma onda curta
laranja (filtro OG515). Os valores de anisotropia foram calculados como descrito em

estudos previos (Figueira, A C et al 2010).

3.9 Emprego do sistema de duplo-hibrido para identificacao de proteinas que
interagem com SCOC

3.9.1 Pré-screening: Transformacao de leveduras L40

Antes de iniciar o experimento, acertou-se o banho-maria em 45°C, desnaturou-
se 0 SSDNA, as al¢cas de Drigalski foram descontaminadas com hipoclorito de saédio.
Primeiramente, inoculou-se e ressuspendeu-se 1 colénia grande e isolada da
Saccharomyces cerevisiae L40 (plagqueada em meio YPD sdlido) em 50 L de agua Milli-
Q' em vortex (~20s). Esse conteudo foi adicionado em 50mL de YPD liquido (YPD; 0,5%
extrato de levedura, 1% peptona, 2% glucose) e incubado a 30°C /200rpm / ~24h (até a
fase estacionaria). Posteriormente, 1mL do indculo foi utilizado para cada

transformacao. As transformacdes foram feitas de acordo com os itens da tabela 5:

Tabela 5. Plasmideos usados para transformac¢do das leveduras

pBTM116. SCOC

pBTM116 fez1 full lenght (controle positivo) Grupo 1

pBTM116 fez1 221-392 (controle negativo)
pBTM116 SCOC + pACT vazio

pBTM116 fez1 full lenght + pACT vazio Grupo 2

pPBTM116 fez1 221-392 + pACT vazio

As aligquotas de 1 ml foram separadas em tubos de fundo cénico de 1,5 ml e
centrifugadas 3min / 5000rpm / TA, retirou-se o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspenso em 200 L do tampéo de transformacdo (1340 L PEG 50% 3.350, 200 L
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acetato de litio (2M), 200 L TE 10, 200 L DTT 1M), as amostras foram vortexadas.
Acrescentou-se 5 L de SSDNA 10mg/mL desnaturado 95°C / 10min € 3min em gelo
para evitar renaturagédo e as construgdes dos grupos 1 ou 2. FEZ1 full lenght foi usada
como controle positivo pois a regiao N-terminal dessa proteina acarreta em autoativacao
e a regiao C-terminal, ao contrario, foi usada como controle negativo pois ndo autoativa.
As amostras foram incubadas 40min / 45°C, e eventualmente foram agitadas. Esse

conteudo foi centrifugado 3min / 5000rpm / TA e 100 L do sobrenadante descartado.

As contrucdes do grupo 1 foram plagueadas em meio seletivo SD —\W (meio
diferencial serratia, sem triptofano) e as amostras com as contrucdes do grupo 2 foram
plagueadas em meio seletivo SD-WL ( meio diferencial serratia, sem friptofano e sem
leucina). As colénias gque cresceram no meio SD-W foram ressuspendidas em 50 L de
agua milli-Q estéril e transferidas para duas placas de meio SD-W, uma para fazer teste
de ativacdo do gene rep rter da -galactosidase e a outra para usar o screening
posteriormente. Além disso, as colénias também foram repicadas para 6 placas de SD-
WH (meio diferencial serratia, sem triptofano e sem histidina), uma delas sem 3-
aminotriazole e as outras 5 com concentracdes variadas de 3-aminotriazole (5,10,20,30
e 50mM), para verificar a ativagdo do gene reporter da H/IS3. Todas as placas foram
divididas em 3 partes e para cada construcdo foram feitos 3 pingos de 4 L

separadamente.

3.9.1.1 Teste de autoativagcao dos genes reporteres - galactosidase (teste do
azul)

Com um papel filtro aderiu-se as colénias que cresceram em SD-W, o papel foi
transferido para o nitrogénio liquido por 3 minutos e, posteriormente, embebido de
tampéo Z ( para 50 ml: 0,80g Na-HPO,.7H-O (0.06M) ; 0,289 NaH-PO,.H-0O (0.04M) ;0,5
mL 1M KCI (0.01M) ; 0,05 mL 1M MgSQO, (0.001M); 0,135 mL -mercaptoethanol (BME)
(0.05M) . pH 7,0), X-gal (20 mg/ml). Colocou-se o filtro na estufa a 37°C durante 4 horas

e depois em capela para secar até o dia seguinte.

3.9.2 Screening de SCOC como isca.

3.9.2.1 Amplificacao de biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (clontec) para
duplo hibrido.
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Foram preparadas 40 placas (150mm?) de meio sdlido Luria-Bertani (LB) com
antibictico ampicilina, cujo plasmideo pACT possui resisténcia. Colocou-se 32,5 L das
bactérias com os cDNAs de cérebro fetal humano (BNN-132 Clontec) em 16 ml de meio
LB, esse conteudo foi plaqueado em meio LB sdlido preparado anteriormente (400 Lem

cada placa).

As placas foram armazenadas na estufa a 37° C durante 18 horas. No dia
seguinte, adicionou-se em cada placa 5 ml de meio LB com 20 % de glicerol e raspou-se
as colénias das placas para um becker estéril. O conteudo do bécker foi transferido para
tubos falcon de 50 ml e estocados a - 80°C. Foram feitas maxipreparacdes dessa

biblioteca.
3.9.2.2 Inoculo e plagqueamento das leveduras L40

Inoculou-se uma colénia de PBTMK116.SCOC (2-82) em 150 ml de SD -W e
dexou crescer por 48horas 30°C/200rpm, apds esse periodo mediu-se a absorbancia do
meio a 600 nm (ODgyp) € estava proxima de 1,5, esse & o ponto ideal de crescimento.
Centrifugou-se o conteudo em tubo estéril 3.500rpm / 21°C / 5min e inoculou-se em 1L
de meio YPD liquido, depois de 1:30 h mediu-se a ODg; que estava em 0,4. O conteudo
foi centrifugado 3000rpm / 21°C / 10min em frascos de 1L .Desnaturou-se o SSDNA
(20mg/mL) de esperma de salmio 15min / 95°C durante 10min no gelo. Lavou-se o

pellet com 400mL TE 1X, centrifugou-se novamente a 3000rpm / 21°C / 10min.

Foram preparados 10mL de tampdo 1XTE LiAc (1mL TE 10X pH 7,5, 1mL
Acetato de Litio 1M, 8mL agua esterilizada) e 100mL PEG/LiAc (80mL PEG 50% 10mL
TE 10X, 100mM Acetato de Litio ) para o procedimento de transformacido com as

bibliotecas de cDNA: cérebro fetal humana e medula dssea (Clontech).

Ressuspendeu-se o pellet em 8mL (total) de 1XTE/LiAc e separou-se 2 aliquotas
de 200 L para controles negativos (agua e pACT vazio); dividiu-se , igualmente, em dois
tubos falcon estéreis de 50mL; acrescentou-se, a cada falcon, 50 L de SSDNA
desnaturado e 75 L da maxiprep especifica (biblioteca cérebro fetal humano e medula
ossea); a cada falcon foi acrescentado 30mL de PEG/LiAc; nas aliquotas controle
acrescentou-se 5 L de SSDNA desnaturado e 10 L de agua esterilizada ou 3 L de
pACT vazio e 0,6mL de PEG LiAc; Vortexou-se; incubou-se 30°C / 30min / 200rpm
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(shaker); deu-se choque térmico: 15-20min / 42°C misturando esporadicamente; 3min
em gelo; centrifugou-se 3000rpm / Smin / 21°C; ressuspendeu-se com SmL TE 1X, para

cada falcon.

Esse conteudo foi dividido em 20 placas de petri 90x15mm , 250 L por placa SD
-WLH (meio diferencial serratia, sem friptofanc, leucina e histidina) + 10mM 3AT).
Acondicionou as placas em estufa 30°C. Titulou-se os indculos: 1:10/ 1:100 / 1:1000 do
duplo-hibrido e plaqueou-se em placa SD - WL para avaliar a eficiéncia da

transformacao.Controles: a agua foi plaqueada em -WH e o pACT em SD-WL

As placas permaneceram na estufa a 30°C durante 11 dias, a partir do quarto dia
surgiram colénias. O aparecimento das colénias foi monitorado e contabilizado

diariamente.
3.9.3 Teste de crescimento das leveduras pds-screening

Todas as colénias que cresceram no screening foram plagueadas novamente em
meio SD-WLH com concentragdes variadas de 3-AT (0, 10, 50 e 100 mM) para avaliar a
eficiéncia das intera¢des e em duplicata SD-WL para teste de ativacao do gene reporter

da -galactosidase e para extracao do DNA.
3.9.4 Extracao de DNA das leveduras

Em uma placa Deep Well inoculou-se em 1 mL de meio SD-L,
independentemente, colénias identificadas no Y2H. Incubou-se a placa a 30°C, 300 rpm
por 46 h. Apds incubacéo, centrifugou-se a 2.700 rpm, 22 °C por 8 min e descartou-se o
sobrenadante.

Ressuspendeu-se as células em 1 mL de rescue buffer’, seguido de
centrifugacao. Apos descarte do sobrenadante, elas foram ressuspendidas em 25 L de
solucéo de lise’e incubadas a 37 °C, 150 rpm por 1 h. Depois, adicionados 25 L de
solucdo SDS 10% e homogeneizacdo, incubou-se a temperatura ambiente por 5 min e

posteriormente foram congeladas a -80 “C por 15 min. Apods descongelamento,

! Rescue Buffer (400ml): 8.0 mL de EDTA 0.5 M. 20,0 mL tris-HCl 1.0 M e1,2mL  -mercaptoetanol.

2 @ = . A -1 1 e -
Soluciio de lise: zimoliaze 2,0 mg mL™ e RNase 0,2 mg mL™" solubilizados em rescue buffer.
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adicionou-se 100 L de acetato de potassio 3M, seguido de homogeneizacdo e

centrifugacao a 4.000 rpm, 4 °C por 15 min.

Recolheu-se 120 uL do sobrenadante de cada extracdo em placa Microamp.
sendo adicionados 84 |L de isopropanol e incubag¢édo a —80 “C por 20 min. Centrifugou-
se a placa a 4.000 rpm, 4 °C por 30 min e descartou-se o sobrenadante. Lavou-se o
pellet com 100 UL de etanol 80 % gelado. Centrifugou-se por 10 min a 4 °C, sendo

descartado o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pelletem 10 L de agua miliQ.

3.9.5 Transformacao das bactérias E. Coli DH5 com os DNAs extrados das
leveduras

Apos a extracdo de DNA das leveduras, usou-se todo o produto obtido ao final do
item anterior para transformar 100 L de c lulas DH5 termo-competente, que foram
entdo plaqueadas em meio LB com ampicilina (100 pg mL") e incubadas a 37 °C
overnight. Verificado o aparecimento de colénias, usaram-se estas para extracao de
DNA plasmidial segundo protocolo em QlAprep® Spin Miniprep Kit (250). A partir deste,
preparam-se amostras para sequenciamento de DNA usando-se o primer do vetor
PACTZ2 (5 AATTCGCGGCCGCGTCGACT') e procedimento em 3130 x/ Genetic
Analyzer da Applied Biosystems Hitichi. Apds o sequenciamento, analisou-se o resultado

com o soffware Chromas® e a ferramenta on fine BLASTX.
3.9.6 Confirmacao do duplo-hibrido em levedura

Apods a identificacdo das presas na varredura do Y2H, o proximo passo
correspondeu a validacao dos resultados. A co-transformacéo de leveduras com isca e
presa, embora seja uma técnica ndao tdo acurada e deterministica, permite-nos ter uma
idéia sobre quais interacdes, dentre as identificadas, possuem maior chance de serem
falso-positivas. Para tanto, usou-se 2 UL de DNA plasmidial das presas (obtido no /tem
3.9.4) para a co-transformacao (conforme protocolo ja descrito no f/tem 3.9.1) de
linhagens de L40 ja transformadas com o plasmideo pBTM116k+SCOC. Apos
transformacao, as leveduras foram plaqueadas em meio restringente SD-WL e SD-WLH
+ 3AT (0, 10, 50 e 100 mM) e incubadas a temperatura ambiente. Vale ressaltar que,
uma vez que no screening algumas presas foram identificadas repetidamente, escolheu-

se apenas um DNA plasmidial destas repeticdes para proceder a validacdo. As coldénias
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contidas em meio SD-WL foram analisadas em teste de ativagéo ja descrito decorridos 3
dias da co-transformacéo. Ja as colénias plagueadas em meio SD-WLH + 3AT foram

deixadas crescer durante 10 dias, apos o qual se comparou o crescimento das colénias.

s
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4. Resultados e Discussao
4.1 Ainteracao de FEZ1 e RARA
4.1.1 O padrao de polarizacao de RARA é alterado com titulacao de FEZ1

Sabendo-se que RARA foi identificado como parceiro de interacdo de FEZ1
(Assmann et al. 2006), realizou-se experimentos para obter mais informac¢des sobre
essa interacdo. Através de fluorescéncia por anisotropia, titulou-se a proteina FEZ1
para uma concentracido constante de 50 nM de RARA marcada com sonda FITC. Nesse
estudo, pudemos observar o padrao diferenciado de polarizacdo conforme aumentou-se
a concentracdo de FEZ1. Com esses dados, calculou-se a constante de dissociacéo
(Kd) da interacéo das proteinas e verificou-se a cooperatividade da interacio através do
calculo da constante de Hill (n) (tabelas 7 e 8). Interessantemente, observamos que o
aumento da concentracdo de FEZ1 provocou uma diminuicdo no padrao de polarizacéo

o que caracteriza a diminuicdo do tamanho da molécula de RARA marcada com FITC
(figura 11).
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Figura 11. FEZ1 provoca dissocia¢dao do estado oligomérico de RARA. A Curva de
fluoréscencia por anisotropia devido associacdo de FEZ1 com RARA DL marcado com sonda
fluorescente (FITC). Nessa curva usou-se 50 nM de RARAFITC e uma concentracdo crescente
de FEZ1 (0 a 25000 nM) na presenca e na auséncia de ATRA(dados ndo tratatos). B. Controle,
curva de fluoréscencia por anisotropia devido associagdo de SCOC com RARA DL marcado com
sonda fluorescente (FITC)

Antes de iniciar a titulacdo de FEZ1, RARA apresentou-se com movimento lento,
por ser um oligémero de alto peso molecular (um provavel dimero ou tetramero), com o
aumento da concentracdo de FEZ1, provavelmente, ocorreu dissociacdo do oligbmero, a
polarizacdo diminuiu devido a monomerizacdo de RARA, agora em complexo com FEZ1.
Até o momento, ndo existem relatos na literatura para comprovar que RARA forma
oligbmeros. Sabe-se que RXR pode formar dimero e tetrdmeros em solucido em
concentracdo 7 vezes menor que a concentracdo fisioldgica e a dissociacdo do

tetramero pode modular a viahilidade do receptor e, assim, contribuir na regualacado da
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transcricdo (Kersten ef al. 1995). Sabe-se ainda, que receptores nucleares da
superfamilia dos receptores de horménios esterdides/firedide, da qual RARA € membro,
dimerizam pelo dominio de ligacdo ao ligante (LBD) (Zhang et al. 1994), mesma regiao
onde possivelmente ocorre interacdo de FEZ1 com RARA. Todas as isoformas de RAR
possuem em seu LBD 9 repeticdes de 7 aminoacidos HPPHCPC, onde H pode ser
qualguer aminoacido hidrofébico, P aminoacidos polares e C aminoacidos carregados,
essa sequéncia forma uma superficie hidrofébica em coiled coil , denominado ziper de
leucina que pode agir como interface de dimerizacdo do receptor (Forman e Samuels
1990).

Vimos ainda que a interacdo das proteinas ocorre em uma constante de
dissociacdo aproximada de 4 M (tabela 7). Interacdes entre receptores nucleares que
geralmente ocorrem em constante de dissociacdo na ordem de nM (Kawai et al. 2004),
mas Kd's na ordem de uM, como identificado aqui, sdo frequentes para a maioria das
interacdes proteina-proteina em células (Nooren e Thorston 2003). E também
constatado que interacSes fracas (na ordem de mM) podem ocorrer em processos
celulares reversiveis e dinamicos, como por exemplo, na regulagdo da transcricao
(Vaynberg et al. 2005). Por outro lado, ao analisar comparativamente as constantes de
dissociacdo (Kd) de FEZ1 e RARA na presenca € na auséncia do ligante, ndo foi
observado diferenca estatisca consideravel (tabelas 6 e 7), uma vez que o Kd ndo sofreu
alteracdo significativa e a diferenca entre ambas constantes de dissociacdo de FEZ1 e
RARA na presenca e na auséncia do ligante variaram entre 413 M e 3,5 M,
respectivamente, essa diferenca estava dentro do limite de erro calculado pelo
programa Sigma Plot. Além disso, com o calculo da constante de Hill (n) (~1), pudemos
inferir que a interacdo entre FEZ1 e RARA néo & cooperativa, ou seja, a ligacédo entre
uma molécula de FEZ1 e uma molécula de RARA néo facilita a ligacdo das moléculas

seguintes.

Tabela 6. Valores de interagdo de FEZ1 e RARA sem ligante (ATRA) obticos no ensaio
de fluorescéncia por anisotropia



FEZ1 sem ligante
modelo Hill
Costante dis. (K) 413 M
n 0,97
Erro padrao 1,9 M
equagao f=aiHafal)* (((x*n))/ (k*n))/ (1Hx"n)/ (k"*n)))

Tabela 7. Valores de interagdo de FEZ1 e RARA com ligante (ATRA) obtidos no ensaio
de fluorescéncia por anisotropia

F=Z1 comligante
modelo Hill
Gostante dis. (K 35 M
n 1,09
Bro padrao 05 M
equacao f=aiHafai)™ (((x*n))/ (k*n))/ (1+(x"*n)/ (k*n)))

Os dados obtidos do ensaio de fluoréscencia por anisotropia (figura 11) foram
tratados para facilitar a analise de interacdo de FEZ1 com RARA. Na figura 12, os dados
de polarizacdo foram convertidos entre 0 e 1 (Bound Fraction) e subtraiu-se o menor

valor de polarizacao do maior valor para inverter a curva, segundo a equacao:

[Xnm FEZ1]= (1H$polarizacdo$maior valor- x)/ ($polarizacio$menor valor-$Ebmaior valor))

Assim pudemos notar que a fracdo de FEZ1 ligada em RARA aumentou com o

aumento da concentracéo de FEZ1.
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Figura 12. RARA DL (dominio de ligacdo ao ligante) liga-se a proteina FEZ1. Curva de
fluoréscencia por anisotropia devido associacdo de FEZ1 com RARA DL marcado com sonda
fluorescente (FITC). Nessa curva usou-se 50 nM de RARAFITC e uma concentragdo crescente
de FEZ1 (0 a 25000 nM) na presenca e na auséncia de ATRA(dados tratados).

4.1.2 Analise da proporcao estequiométrica de interacao entre FEZ1 e RARA
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Em gel nativo foi analisada o padrdao de migracdo de FEZ1 e RARA
separadamente, bem como, a proporcao em que FEZ1 e RARA formam um complexo. O
perfil de migracdo de RARA €& similar ao de proteinas que formam oligémeros, como o
RXR (Kersten et al. 1995) e FEZ1 (Lanza et al. 2009, Alborghetti et al. 2010) (figura 13),
fato condizente com o resultado de anisotropia, onde também observamos uma possivel
oligomerizacio do receptor. O perfil do cromatograma da Gel filtracido de RARA também
revela uma possivel formacao de oligémeros, uma vez que € observado mais de um pico
de absorbancia no momento em que a proteina é eluida (dados nao apresentados).

Para analisar o complexo formado entre FEZ1 e RARA, titulou-se FEZ1 (de 0,5 a
40 M) contra uma concentracdo constante de RARA (20 M) e foi observado um
padrdo diferenciado de bandas com o aumento gradativo da concentracdo de FEZ1.
Esses resultados sédo evidéncias de que ambas proteinas estdo interagindo e, a partir de
24 M de FEZ1 houve um deslocamento maior no padrdo de bandas, enquanto com 40

M de FEZ1 foi poss vel notar que havia FEZ1 livre, pois o padr o de bandas foi similar
ao encontrado no pogo onde aplicou-se somente FEZ1, isso significa que a interacao
ocorreu huma proporcao aproximada de 1 para 1 (FEZ1/RAR) (figura 13). O mesmo
experimento foi realizado com adicdo do ATRA e n&o houve diferenca no padrdo de

bandas (dados n&o apresentados).

40



Figura 13. Titulacido de FEZ1 em RARA para identificar proporcio estequiométrica de
interacdo. Gel nativo 1,5% agarose (Tampdo Native PAGE invitrogen). As concentragdes
crescentes de FEZ1 foram incubadas com 20 M de RARA.

Também realizou-se cross linking entre FEZ1 e RARA para mapear a interface
de interacdo e confirmar a proporgéao estequiométrica observada em gel nativo. FEZ1
possui 49 KDa porém migra em gel de acrilamida com 70 KDa, RAR(DL) possui 39 KDa
e migra nesse tamanho, o complexo formado migrou com mais de 170 KDa como
mostra figura 14. Os peptideos que serdo obtidos apods analise do cross linking,
fornecerdo informac8es importantes sobre a regido de interacdo das proteinas e essa
informacéo pode ser aplicada para entender o modo de atuacdo de FEZ1 e RARA
durante a transcri¢do (dados que serdo apresentados a seguir).
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Figura 14. Mapeamento da interface de interagao entre FEZ1 e RAR por cross linking. Para
identificacdo de ligagbes covalentes com DSS (Suberic acid bis (N-hydroxysuccinimide ester)
diluido em solvente organico DMSO, 7 mM de cada proteina foi incubado durante 2 horas/Temp
ambiente com DSS 1,8mM . Corricda durante 5h e 30min, 40V. Para controle as proteinas foram
também incubadas somente com DMSO (esquerda do gel) que ndo aparecem porque sairam do

gel devido ao longo periodo de migra¢do. O retangulo vermelho destaca a banda cortada para
identificacdo por espectometria de massas.

As bandas destacacdas da figura 14 foram digeridas com tripsina e seréo lidas em

espectdbmetro de massas (NanoAcquity Ultra Performance LC coupled with
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nanoelectrospray source on Q-TOF Ultima mass spectrometer, Waters), porém os

resultados ainda ndo foram analisados.

4.2 FEZ1 e RARA colocalizam naregiao perinuclear

Bloom e Horvitz (1997) observaram que FEZ1 néao possui dominio
transmembrana, nem sequéncia sinal caracteristica de proteinas de matriz extracelular,
caracterizando-a como proteina intracelular. Mas tarde, verificou-se que FEZ1 pode ser
translocada da membrana plasmatica para o citoplasma apos fosforilacdo por PKC zeta
(Kuroda et al.1999). Atraves de fracionamento celular de HEK 293 foi possivel observar
FEZ1 tanto no nucleo como no citoplasma e além disso, foi predito um motivo sinal de
localizacdo nuclear (NLS) no C-terminal de FEZ1 (Lanza et al. 2008). Esses dados,
juntamente com o fato de que FEZ1 interage com varios fatores de transcricao, sendo
RARA um deles, sugerem uma funcdo nuclear para a proteina.

Em colaboracdo com o mestre Deivid Migueleti foram realizados ensaios de
imunocitoquimica para identificar a localizac&o intracelular de FEZ1 e RARA, bem como,
colocalizacdo de ambas. Para isso transfectou-se GFP-FEZ1 e usou-se anticorpo para
a identificacdo de RARA enddgeno em células HEK 293, os preparacdos foram
observados em microscopio confocal. Vimos uma colocalizacao parcial das proteinas na
regiao citoplasmatica proxima ao nucleo (figura 15). Sabendo-se que o deslocamento de
RARA do citoplasma para o nucleo € dependente de mudancas pos-traducionais como
fosforilagdo por PCK e sumcilacdo (Kim et al. 2005, Zhu et al. 2009), esses resultados
mostram que FEZ1 e RARA podem apresentar uma fun¢éo dindmica na célula ou ainda,
que a cauda GFP pode influenciar na localiza¢éo intracelular de FEZ1, impedindo, por

exemplo, sua migracao para o nucleo.



GFP FEZ1 : RAR endégeno

Figura 15. FEZ1 e RARA colocalizam proximos ao nucleo. Imunocitoquimica em HEK 293
mostrando colocalizacdo de GFP FEZ1 (verde) e RARA enddgeno (vermelho) préximo ao nucleo.
A seta laranja destaca os pontos de colocaliza¢do parcial préximos ao nucleo.

4.3 Aimportancia da interacaoc RARA e FEZ1 na transcricao génica

Com o objetivo de observar a influéncia de FEZ1 no nucleo € o seu envolvimento
com a magquinaria de transcricdo de RARA, realizou-se um ensaio de transativacdo de
Luciferase com o Receptor de Acido Retinoico (RARA) e o elemento responsivo (RARE)
DR5 (2 repeticdo randdémica 5-AGGTCA-3 com 5 nuclectideos entre elas) em
colaboracdao com a Doutora Ana Carolina Migliorini Figueira (LEC-LNBio). O receptor de
acido retindico RARA foi encontrado em uma triagem das proteinas da familia FEZ
(FEZ1 e FEZ2) (Alborghetti et al. 2011). Sabe-se que RARA atua como fator de
transcricdo (Chambon 1996, Maden 2001) juntamente com o seu parceiro RXR (receptor
de retindides) (Plum et al. 2001) formando um heterodimero e a acao deles ocorre na

presenca ou na auséncia de seus ligantes, acido retindico all trans e 9 cis,
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respectivamente. E proposto que todas as isoformas de RAR estdo constitutivamente
ligadas em seus sitios alvos (elementos responsivos), sendo que, na auséncia do ligante
elas recrutam corepressores e inibem a transcricdo e na presenca do ligante recrutam os
coativadores e promovem a transcricdo (Niederreither e Dolle 2008). Foi possivel
observar essas afirmac¢fes em nosso experimento de transativacéo por teste do modelo
basico padrao (figura 16).
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Figura 16. Transativacdo de luciferase com RARA e acido retindico ATRA. A Grafico
mostrando resultados de transativacdo com o sistema basico, ou seja, RARA, elemento
responsivo DR5 e o ligante acido retindico ATRA, sendo que o eixo y apresenta a variagdo de
luminescéncia e o eixo X apresenta as condicdes de transfec¢do. pRL € um plasmideo usado
como controle de transfec¢do que expressa luciferase (Renilla) sob controle do promotor , porém,
independentemente de transativacdo. B Esquema representativo mostrando que ndo ha
expressao de Luciferase apds a transfeccdo dos plasmideos do item A na auséncia do ligante
ATRA. C Esquema representativo mostrando que ha expressao de Luciferase apos a transfecgéo
dos plasmideos do item A na prenseca do ligante ATRA.

Na figura 16A é possivel ohservar que somente na presenca do ligante ATRA
ocorreu transativacdo de luciferase (ultima coluna do grafico), pois, como mostra os
esquemas (16B e C) a ativacédo da transcricao € dependente de ATRA pelo mecanismo
ja descrito no item 1.6 da introducdo. Os diferentes elementos responsivos (RARES),
regides de sequéncia especifica e repetitiva do DNA, onde os dominios de ligagdo ao

DNA (DBD) dos receptores nucleares reconhecem e se ligam para iniciar transcricao
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possuem afinidade de interacdo que varia entre os receptores nucleares. Desse modo,
enquanto o elemento DR5 € descrito na literatura por ligar-se predominantemente ao
heterodimero RAR RXR in vitro (Yu et al. 1991, Leid et al. 1992, Kliewer et al. 2002), o
elemento DR1 (sequéncia de 2 repeticdes randémicas 5'-AGGTCA-3 espacados por
um nucleotideo) tem afinidace tanto pelo complexo (RAR RXR) como pelo homodimero
de RXR RXR (Zhang et al. 1992, Zhang et al. 1994, Nakshatri € Chambon 1994).
Optamos pelo DRS em nosso experimento uma vez que o nosso interesse foi analisar o
papel de RARA e uma possivel interferéncia/contribuicdo de FEZ1 nesse sistema. A
presenca endodgena do receptor RXR de HEK 293 possibiltou a formacido do
heterodimero RARA RXR e, consequentemente, o funcionamento do sistema, uma vez

que RARA sozinho ndo tem a¢édo nessa via.

Ao inserir a proteina FEZ1 nesse sistema (figura 17), verificamos que,
surpreendentemente, deixou de ocorrer repressido da transcricdo de luciferase na
auséncia do ligante como ocorreu no modelo basico (figura 16). A presenca simutanea
de FEZ1 e RARA promoveu uma transativacdo surpreendente de 200 vezes
comparando-se com a ativacdo na auséncia da proteina FEZ1, sugerindo que RARA, na
auséncia do ligante ATRA, deixa de interagir com reguladores negativos da transcricdo e
interage com FEZ1 que, por sua vez, pode recrutar coativadores da transcricdo. Um
indicio para suportar essa hipétese € que FEZ1 possui um motivo LXXLL que € comum
entre coativadores de receptores nucleares (assunto descrito noitem1.6) (figura 9).

Entretanto, na presencga do ligante ATRA, a transativagdo diminuiu cerca de 3
vezes em relacdo a ativacdo com FEZ1 sem ligante (figura 17). Sabe-se que RARA
sofre mudanca conformacional na estrutura terciaria na presenca de ATRA provocando
a exposicdo do motivo AF2 presente na -hélice 12 que € uma regido hidrofdbica e
responsavel por interagir com o motivo LXXLL, esse & o processo comum para que
ocorra a transcricdo mediada pelos receptores RAR RXR (figura 8) (Darimont et al.
1998).
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Figura 17. Transativacdo de luciferase com RARA, ATRA e FEZ1. A Grafico com resultados
ndo normalizados mostrando resultados de transativagdo com inser¢cdo de FEZ1 no sistema
basico, sendo que a luminescéncia aumenta somente na auséncia do ligante, fato contrario ao
observado na figura anterior. pRL &€ um plasmideo usado como controle de transfec¢do que
expressa luciferase (Renilla sob controle do promoter , porém, independentemente de
transativacdo. B Contem os mesmos dados de A normalizado.C a F Esquema representativo
mostrando resultados obtidos no grafico. C e D ndo ha superexpressdo de FEZ1. E e F com
superexpressao de FEZ1 (ensaio completo com todos os controles usados estdo em anexo).

Um fato importante & que coativadores do heterodimero RAR RXR possuem dois
motivos LXXLL em sua estrutura primaria que se ligam simultaneamente nas duas -
hélice12 formadas pelo heterodimero, sendo uma delas pertencente ac RAR € a outra
ao RXR (Aranda e Pascual 2001). FEZ1 possui apenas um motivo LXXLL, entretanto, ja
foi observado (in vivo e in vitro) que a proteina pode formar dimero, através de ponte
dissulfeto no N-terminal expondo os C-terminais onde estdo localizados os motivos
LXXLL (Assman et al. 2006, Lanza et al 2009, Alborghetti et al. 2010) (figura 5).
Sabendo-se que FEZ1 é intrinsicamente desordenada e, portanto, flexivel, pode-se
sugerir, assim, que para sua atuacdo como coativadora, ela esteja dimérica €, mesmo

na auséncia de ATRA quando a -hélice 12 de RARA néo esta disponivel, a flexibilidade
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de FEZ1 permite sua interacdo com o motivo AF2 nédo exposto do receptor, o que

explicaria a transcricdo mediada por RARA na auséncia do ligante (figura 18).

Transcricao

Genes alvos:
Hoxgenes,
RARB, etc

' »e® Acidoretindico RA |

Y
& A@ A Motivo LXXLL _'

o) (® Transcri¢cdo
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RARB, etc

Figura 18. Esquema representativo para ilustrar o papel de FEZ1 na transcricao mediada
pelo heterodimero RAR-RXR. Os receptores nucleares RXR e RAR representados em lilas e
azul respectivamente, formam um complexo e estdo constitutivamente ligados ao DNA através de
seus dominios DBD com a sequéncia RARE do DNA localizada antes do promoter. Na auséncia
do ligante (esquema superior) os dominios LBD dos receptores estdo dispostos de forma que as
hélices 12 de ambos estdo escondidas e o dimero de FEZ1 tem o papel de coativador . Na
presenca do ligante acido retinodico, outros coativadores competem com FEZ1 pela transcrigdo,
promovendo uma transcricdo menor dos genes alvos.

Com a mudanca de conformacao provocada pela ligacdo do ATRA, a interacéo
com FEZ1 pode diminuir e isso também justifica a queda na transativacdo apds o
tratamento com o ligante. Apesar dessa diminuicao, a transativacao permanece cerca de

3 vezes maior em relacéo aos resultados obtidos na auséncia de FEZ1 (17), indicando
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que FEZ1 promove uma coativacdo que sofre interferéncia de ATRA mas nao € inibida
por este. Um ensaio de fluorescéncia com sonda de DRS5, onde primeiramente
incubamos o RARA com ATRA e depois titulamos contra a sonda de DR5, observamos
uma afinidade 2 vezes menor em relacdo ao ensaio onde incubamos RARA, ATRA e
FEZ1 e depois titulamos no DRS5. Isso mostra que a presenca de FEZ1 provocou um

aumento na afinidade entre DR5 e RARA (figura 10)

A
9 ?ﬂ}
Maior afinidade
ﬂ . RARA/DRS
D
DR5 DR5
B
Ky (nM) n Ajuste da curva
RAR+ écido retindico 429+12 08+0,1 0,94618
FEZ:RAR + acido retindico 196 +21 1,4+0,2 0,99320

Figura 19. Ensaio de fluorecencia com sonda de DNA revelou que FEZ1 provoca aumento
da afinidade de RARA pelo DNA (DR5). A Esquema representativo para ilustrar aumento da
afinidacde de RARA e DNA (DR5) na presenca de FEZ1. B Tabela com os valores de Kd na
auséncia e na presenca de FEZ1.

Esses dados sdo condizentes com os resultados obtidos no ensaio de
transativacdo, onde a presenca de FEZ1 promoveu um aumento na transcri¢do tanto na
presenca como na auséncia do ligante. O ensaio de cross linking entre FEZ1 e RARA
(figura 14) permitira um mapeamento dessa interacdo e nos trara detalhes da interface
de interacéo, assim, saberemos se de fato, a interacdo ocorre entre o motivo LXXLL de
FEZ1 e o motivo AF2 de RARA, permitindo-nos confirmar que FEZ1 age como um

coativador de receptores nucleares.

4.3.1 Imunoprecipitacao de FEZ1
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Também foi feita imunoprecipitacao de FLAGFEZ1 (figura 20) com o objetivo de
padronizacdo de transfeccdo e imunoprecipitacdo da proteina para proceder,
posteriomente, com a coimunoprecipitacdo de FEZ1 e RARA na presenca e na auséncia
de ATRA e identificar por espectrometria de massas o interactoma envolvido com esse
complexo proteico nas duas situacdes citadas. Obteve-se um bom rendimento de
proteina apds a imunoprecipitacdo, o que indica que o protocolo utilizado pode ser

repetido para os ensaios posteriores de coimunprecipitacao.

IP: FLAG

KDa

Lisado
Resina/Anticorpo
Peptideo eluigao

Figura 20. Imunoprecipitacao de FEZ1FLAG. Western Blotting anti-Flag para deteccdo de
FEZ1FLAG transfectado em células HEK 293T .O lisado total foi incubado com resina conjugada
a FLAG, sendo que a banda de 35 Kda corresponde a cadeia leve do anticorpo e a banda na
altura de 70 Kda corresponde a proteina FEZ1, presente no lisado total e na imunoprecipitacéo e
grande quantidade. As duas bandas presentes a direita da figura correspondem a resina (apds
eluicdo) usada para imunoprecipitacdo, mostrando que mesmo depois da eluicdo ainda restou
proteina FEZ1 conjugada a resina.

4.4 Padrao de expressao de FEZ1 durante o desenvolvimento inicial e neurulacao

em embriao de galinha

Nossos experimentos de hibridizacdo in situ (ISH) foram realizados com
embrides de galinha de HH7 a HH14, estagios classificados por Hamburger and
Hamilton (1951). Os estagios de HH5-8 ocorre neurulacao iniciada pela formacao do
tubo neural e de HH6-14 ocorre somitogénese, sendo que em todas essas etapas €

possivel notar a expressdo de FEZ1 (figura 21). Assim, vimos que o gene FEZ1 &
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expresso estritamente em tecidos neurais desde o inicio da neurulacao até o ultimo
estagio de desenvolvimento analisado, quando o processo de neurulacdo esta no fim
(formacéo dos somitos). Em HH7, FEZ1 € expressa nas pregas neurais, estruturas que
marcam o inicio da neurulacdo e que ao fundir-se dorsalmente formam o tubo neural.
Deste estagio de desenvolvimento até o ultimo estagio analisado (HH14), FEZ1 e
expressa em todo o tubo neural ao longo de sua formacdo, que ocorre antero-
posteriormente, € em orgaos que se formam a partir do tecido neural, como vesiculas
optica e auditiva (Figura 21 E).

Os resultados de hibridacdo in situ apresentados séo inéditos, pois ndo ha dados
publicados sobre o padrao de expressdo de FEZ1 aolongo do desenvolvimento de aves.
O padrido de expressao deste gene em aves € condizente com o encontrado em rato e
embrides de camundongo. Kuroda S. et al 1999 identificou o padréo de expresséo de
MRNA de FEZ1 em tecido de rato adulto por Northen blot, onde destacou a
predomindncia e abundancia de FEZ1 no tecido cerebral de rato adulto. Além disso
Fujita T. e colaboradores (2003), acompanharam o padrido de expressao de cDNA de
FEZ1 em camundongos, onde verificou-se expressdo de mRNA de FEZ1
exclusivamente durante neurogénese. A expressio de FEZ1 no cérebro de rato adulto
foi confirmada por Honda A. et al. (2004), em um trabalho onde comparou-se o padrao
de expressdo do mRNA de FEZ1 (339-686) com o mRNA de DISC1 (450-1174), uma
proteina relacionada com esquizofrenia, em cérebros de rato adulto e também em
cérebros de embrides de camundongo nos dias embricnarios (E) E16, E18 e E20. Neste
trabalho viu-se que ambas proteinas estavam presentes nas mesmas regides cerebrais,
sendo que nos estagios E16 e E18, observou-se a presen a dos mRNA's difusos no
hipocampo enquanto no estagio E20 a expressao foi observada nas células piramidais e
células granulares do giro dentado. Esse experimento foi feito em colaboracdo com a
assistente de pesquisa Doutora Hozana Andrade Castilho e o pesquisador Doutor José

Xavier Neto do laboratdrio de modificacdo do genoma (LNBio)



Figura 21. Hibridizagdo in situ de FEZ1 em embrido de galinhas no estagio de neurulagao e
somitogénese HH7 a HH14. A-E estagios embrionarios mostrando a expressdo de FEZ1 ao longo
do desenvolvimento neural.

A sintese enddgena dos retindides é dependente de um conjunto de enzimas, a
principal enzima responsavel pela formacédo do acido retindico € a Desidrogenase
Retinal tipo 2 (RALDH2). Essa enzima pode atuar como um marcador da presenca do
acido retindico durante embriogénese. Foi detectada a presenca de RALDHZ2 e acido

retindico desde o estagio de formacéao da linha primitiva até o desenvolvimento da placa
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neural em embrido de camundongo (Ulven et al 2000), isso sugere uma possivel
colocalizacao temporal entre RALDH2/acido retindico e FEZ1.

Embrides no estagio de desenvolvimento HH12 apresentam 16 somitos, regiao
que dara origem as estruturas segmentadas (véertebras, costelas, intervértebras), sendo
que no primeiro somito ha expressdao de RALDH2 (Swindell et al. 1999). Vimos que o
padrao de expressao de FEZ1 na medula espinhal & concentrado nas regides entre os

somitos (figura 22)
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\\ = Prosencéfalo
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Figura 22. FEZ1 é expressa exclusivamente no Sistema Nervoso Central. Embrido de galinha no
estagio HH12 apresenta expressdo de FEZ1 em todo o Sistema nervoso Central desde a flexura cranial
(prosencéfalo, mesencéfalo e robencéfalo} e segue por toda a medula espinhal. Nesse estagio de
desenvolvimento, o embrido apresenta 16 somitos que estdo dispostos préximos a medula espinhal (figura
a esquerda) onde ndo ha expressdo de FEZ1, mas é possivel observar,que ha uma expressio maior de
FEZ1 naregido de medula espinhal entre os somitos.

Assim podemos sugerir que nesse estagio de desenvolvimento ocorre producgéao
de acido retindico no somito que se difunde até a medula espinhal onde ha expresséao
de FEZ1 e que, portanto, FEZ1 € RARA podem ter um papel importante nesse periodo

de desenvolvimento nervoso.

4.5 Ensaios de interacao de FEZ1 e SCOC
4.5.1 Duplo hidrido de SCOC identificou FEZ1 e FEZ2 como parceiros de interagao

N
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Identificaram-se no screening de SCOC 37 diferentes proteinas parceiras
de interacdo a partir de bibliotecas de ¢cDNA de medula o0ssea e cérebro fetal
humano. Sendo elas proteinas envolvidas na transducdo de sinal: ACAP3,
STMN2 estathimina like 2, proteina de ligacdo ao nucleotideo guanina GNG3;
proteinas envolvidas na traducdo: neuroguidina, proteina do ribossomo
mitocondrial L21, proteina ribossomal S4; proteina de ligacdo a histona:
cathepsina e um importante grupo de proteinas relacionadas a orientacdo de
axénio e formacéo de vesicula sinaptica: FEZ1, FEZ2, spectrina, sinaptogamina
e ULK3, homodloga de UNC51 de C.efegans (figura 21).

— Cathepsin ASTMN2

W
~ Neuroguidin

| ACAP-3

—‘ |

| UNC-51 like ULK-3 |

Figura 23. Principais proteinas parceiras de interacao de SCOC. Duplo hibrido de SCOC
identificou proteinas relacionadas com orientacdo de axdnios e formacao de vesiculas sinapticas.

Algumas proteinas mereceram destaque por terem fun¢do conhecida e
desempenharem papel importante nos processos celulares, como €& o caso da
estatimina 2 (STMN2) que, assim como FEZ1, esta envolvida com os microtubulos no
processo de desenvolvimento neuronal. Quando fosforilada por MAPKS8, STMN2
estabiliza os microtubulos e, consequentemente, controla o crescimento dos neuritos
dos neurdnios corticais. No desenvolvimento cerebral, regula negativamente a taxa de
finalizacdo do estagio multipolar e retarda a migracdo radial da zona ventricular
(Anderson e Axel 1985). QOutra parceira de SCOC envolvida com citoesqueleto € a
espectrina (Spectrin), a proteina mais abundante do citoesqueleto dos eritrocitos. Esta
associado com banda 4.1 e actina para formar a superestrutura do citoesqueleto do

eritrocito. Tambéem identificaram-se duas proteinas G; GNG3 e ACAP3 envolvidas como
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moduladores ou transdutores em varios sistema de sinalizagao transmembrana. Além
disso, outras duas proteinas foram classificadas no processo de degradacdao de
proteinas e autofagia, sendo que ja foi descrito essa funcido para a proteina SCOC
(McKnight et al. 2012), sendo elas; ULK3 (Proteina Serinefthreonine Quinase) um
regulador da sinalizacdo do Sonic hedgehog (SHH) e autofagia, promove autofagia apos
senescéncia celular (Young et al. 2009) e cathepsina L (Cathepsin) importante para

todas as degradac¢des de proteina que ocorrem nos lisossomos (Kaasik et al. 2005).

Qutra proteina identificada foi a synaptotagmina VI que, assim como SCOC, esta
envolvida na exocitose de vesiculas secretorias (Castillo et al. 2010) Ja foi descrito que a
sinaptotagmina 1 (syt1) interagi com FEZ1 e promove o transporte de vesicula sinaptica
pelo axénio. Syt1 pode atuar como um sensor de Ca”* no processo de trafego de
vesicula e exocitose (Toda et al. 2008). Ja a proteina neuroguidina (Ngd), também
destacada na figura 20 por interagir com SCOC, & amplamente expressa no sistema
nervoso de mamiferos e detectada pontualmente em axdnios, dentritos e cones de
crescimento tambem € encontrada no sistema nervoso embrionario e na crista neural.
Knockdown de Ngd provoca falha no fechamento do tubo neural e inibe a migracéo de
células da crista neural, esses dados indicam que Ngd atua como uma importante
proteina regulatéria traducional durante o desenvolvimento do sistema nervoso de

vertebrados (Jung et al. 20086).

As interacdes com as proteinas da familia FEZ s&o congruentes com as
informacdes da literatura, onde Su C. W. e colaboradores (2006) destacaram o
papel neural da homologa de SCOC (UNC69). Nesse trabalho, mutantes de unc69
apresentam deficiéncia no crescimento, fasciculacdo e orientacdo dos axdénios e,
estudos funcionais revelaram que UNC-76 (homodloga de FEZ1) e UNC-69 colocalizam,
agem na mesma Vvia para controle e extensao dos axdénios e regulam a organizacao pre-
sinaptica cooperativamente. Foram identificados 5 clones de FEZ1 no duplo hibrido de
SCOC, todos provenientes da biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano, o que condiz
com os dados literarios uma vez que FEZ1 € expressa predominante e abundantemente
no cérebro (Kuroda et al. 1999). Fujita T. e colaboradores (2004) identificaram, por
analise computacional, 4 regibes de FEZ1 com potencial para formar héelices anfipaticas
que constituem os coiled coils, mas somente uma dessas regides preditas de FEZ1
(231-265) foi crucial para as interacdes com outras proteinas, uma vez que construcdes

de FEZ1 sem essa regido inibiu sua interacdo com a maioria das proteinas testadas
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(Assmann et al. 2006). Os clones de FEZ1 identificados no duplo hibrido de SCOC
apresentaram regides variadas de interacdo, entretanto, o sequenciamento foi feito
utilizando-se somente o oligonucleotideo iniciador do vetor onde os cDNAs da biblioteca
estava clonado. Com mostra na tabela 8, destacado em verde, 4 dos 6 clones
apresentaram em sua regido as duas Leucinas nas posicdes 254 e 260, vistas como
essenciais para a interacdo de FEZ1 e SCOC (McKnight et al. 2012) (tabela 8)

Tabela 8. Lista de clones de FEZ1 identificados no duplo hibrido de SCOC

Clone Aminoacidos
FEZ1

1 24-256

2 123-392

3 23-312

4 199-392

5 1-237

6 199-309

Além disso, também foram identificados 3 clones de FEZ2, dois provenientes da
biblioteca de medula dssea e um de biblioteca de cérebro fetal humano, por tratar-se de
uma proteina ubiquamente expressa esses dados também séo condizentes com o
esperado (Fujita et al. 2004).

4.5.2 FEZ1 e SCOC colocalizam em células de mamiferos

As proteinas ortdlogas de FEZ1 e SCOC, UNC-76 e UNC-69 respectivamente,
cooperam para regular o tamanho e posicdo das vesiculas sinapticas e colocalizam
pontualmente nos axénios e corpos celulares (Su et al. 2006). Aqui, vimos que FEZ1 e
SCOC colocalizam no citoplasma e tambeéem & possivel identificar um marcacdo mais
intensa de ambas proteinas proxima ao nucleo, essa regido provavelmente & o
complexo de Golgi pois ja foi descrito na literatura que SCOC localiza nessa organela
(Valkenburgh et al. 2001)(figura 22).
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Figura 24. Imunocitoquimica em HEK 293 mostrando colocalizacao de GFP FEZ1 (verde) e
FLAGSCOC, aregido vermelha mais intensa corresponde, possivelmente, ao complexo de golgi.

4.5.3 Mapeamento da interacao de FEZ1 e SCOC

Atraves de ensaio de co-purificacdo e SAXS de FEZ1 e SCOC durante periodo
de iniciacédo cientifica em colaboracdo com o Dr. Marcos Rodrigo Alborghetti vimos a
natureza heterotetramérica da proteina FEZ1 complexada com a proteina SCOC (figura
4). Para refinar o modelo, analises por RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) indicaram
que a homodimerizacdo de FEZ1, pelo N-terminal, ocorreu de forma antiparalela. Em
conjunto, estes dados demonstram que proteinas da familia FEZ poderiam atuar como
adaptadoras bivalentes no processo de transporte, interagindo com 2 cargas
simultaneamente (figura 6). Com esses dados, estda em elaboracdo um manuscrito,
intitulado -Structural studies by SAXS and NMR of the FEZ1 dimer and the tetramer
FEZ1/SCOC]||(anexo).

Vimos aqui que a interacdo entre FEZ1 e SCOC é detectavel em gel nativo. Apds
a incubacdo de 6xHisFEZ1 e 6xHisSCOC recombinantes e purificadas, pudemos

constatar que as proteinas juntas possuem um padrao diferente de migracio em relacido



ao observado nos poc¢os onde as proteinas foram aplicadas separadamente, isso sugere

que ambas proteinas interagem (figura 23).
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Figura 25. FEZ1 e SCOC interagem in vitro e a interacdo é detectavel em gel native. O
complexo FEZ1.SCOC foi expresso e purificado separadamente e, posteriormente, incubados
durante 1h , 4°C antes de correr no gel nativo 1,5% agarose (Tampdo Native PAGE invitrogen).

Para identificar os residuos de aminoacidos envolvidas na interacdo entre as
proteinas e, confirmar os resultados obtidos no SAXS, fizemos um ensaio de cross
linking, onde as proteinas foram tratadas com DSS, reagente responsavel pela formacéao
de ligacdo covalente entre aminas primarias de lisinas (figura 24).
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Figura 26. Esquema para ilustrar a formag¢ao de ligacdo covalente entre aminas primarias
de lisinas induzida por DSS. Como mostra o esquema, as lisinas devem estar posicionadas em
uma distancia maxima de 114 A e em ambiente hidrofébico para que a ligagdo covalente seja
induzida. Os residuos préximos a essas lisinas podem ser identificados por espectrometria de
massas, como no exemplo, onde os residuos destacados em azul pertencem a proteina FEZ1 e
os residuos destacados em verde pertencem a proteina SCOC.

Apds cross linking, fizemos gel de SDS PAGE onde verificou-se a formacéo de
uma banda diferenciada somente no poco que estava presente o complexo FEZ1
SCOC, uma vez que as proteinas FEZ1 e SCOC separadamente, também foram
submetidas a ligacdo covalente e aplicadas no gel para controle. A banda mais alta
(=170Kda, numero 1) da figura 25, assim como as duas seguintes 2 e 3 (~130 e 70
respectivamente) foram cortadas do gel, digerida e submetidas a analise por

espectometria de massas.
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Figura 27. Mapeamento da interface de interacao entre FEZ1 e SCOC por cross linking.
Para identificacdo de ligacdes covalentes com DSS (Suberic acid bis (N-hydroxysuccinimide
ester)diluido em solvente orgdnico DMSO, 7 mM de cada proteina foi incubado durante 2
horas/Temp ambiente com DSS 1,8mM . Corrida durante 5h e 30min, 40V. Para controle as
proteinas foram também incubadas somente com DMSO (esquerda do gel). As setas vermelhos
destacam as bandas cortadas para identificacdo por espectometria de massas, por serem
bandas diferenciadas que apareceram somente no complexo FEZ1 SCOC com DSS.

As bandas destacadas da figura 27 foram digeridas com tripsina e lidas em
espectdmetro de massas (NanoAcquity Ultra Performance LC coupled with
nanoelectrospray source on Q-TOF Ultima mass spectrometer, Waters). Os dados da
literatura apontam que a maioria das interacdes de FEZ1 acontecem pela sua regido de
Coiled Coil 231-266 (figura 9) (Assmann et al. 2006) e, recentemente, verificou-se que
dois residuos Leucina nas posicdes 254 e 260 sdo necessarios para sua interacdo com
SCOC (McKnight et al. 2012). Os dados de cross linking revelaram um peptideo de
FEZ1 muito proximo a essa regiao (280-285) interagindo com o extremo C-terminal de

SCOC (118-121) como mostra a figura 26.
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Figura 28. Cross linking identificado entre as proteinas FEZ1 e SCOC. O retangulo superior
apresenta a sequéncia primaria de FEZ1, sendo destacado em marrom a regido de Coiled Coil
(231-266), em lildas as Leucina 254 e Leucina 260 e em vermelho o peptideo identificado no cross
linking (280-285). O retangulo inferior apresenta a estrutura primaria de SCOC, sendo destacado
em verde o peptideo identificado no cross linking (118-121).

4.6 Cristalizacao de SCOC

As proteinas da familia FEZ, de uma forma geral, podem ser classificadas como
intrinsecamente desestruturadas. Além de dados obtidos através de softwares de
predicdo de organizacao estrutural, experimentos de SAXS com a proteina FEZ1 e
dicroismo circular, evidenciaram seu carater intrinsecamente desestruturado (Lanza et
al. 2009). Como a estrutura de FEZ1 n&o pode ser obtida por cristalografia, optou-se em
explorar este aspecto em parceiros de interacdo para posteriores estudos estruturais
destes, isoladamente e em complexo com FEZ1. Na tentativa de entender melhor a
estrutura de SCOC e também conectar essas informagdes no contexto da interacdo com
FEZ1, realizou-se expressao e purificacdo de 6xHisSCOC (42-122), obtivemos alto
rendimento de proteina pura (figura 27) e submetemos para ensaio de padrdes de

cristalizacéo.
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Figura 29. Rendimento de 6xHisSCOC apés purificagcdo (cromatografia de exclusao
molecular). 6xHisSCOC pds-afinidade com coluna Superdex 16/60 200 (GE Healthcare). A.1
Fragbes de 5 a 14 poés-afinidade dialisadas e concentradas;1-26Fra¢des de eluicdo. M Page

Ruler protein

As amostras da figura 29 foram concentradas e duas concentracdes diferentes,
sendo que as fracdes de 2 a 6 foram concentradas para 7,0 mg/ml e as fracdes 7 € &
foram concentradas para 1,8mg/ml. Apds concentracéo, correu-se gel SDS-PAGE para
saber se a proteina sofreu degradacao (figura 30) e ainda fizemos ensaio de DLS para
nos certificar de que a proteina estava pura e monodispersa (dados nao apresentados).
Essas amostras foram enviadas para ROBOIlab.

1 2 M KDa
-:: 70

25

v -.
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Figura 30. Amostras de 6xHisSCOC enviadas para ensaio de padrées de cristalizagdo. 1 As
fragcdes de 2 a 6 da Gel filtragdo foram concentradas [7,0 mg/ml]. 2 As fragdes 7 e 8 foram

concentradas [1,8mg/ml]

Obtivemos cristais em algumas condi¢cdes testadas, sendo que o maior deles foi
com a amostra de 1,8mg/ml, apos 24 horas a 4°C (figura 31), porém na imagem de UV
ndo é possivel notar absorbancia, uma vez que a proteina SCOC néo possui 0s

aminoacidos tirosina e triptofano responsaveis pela absorbancia no comprimento de
280nm.
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Figura 31. Apés 24 horas ocorre formacao de cristal de SCOC. Imagem tirada apds 56 dias
de exposicdo da proteina em placa de 96 pocos com o Kit JCSG+Suite. Sendo que o poco G3 foi
exposto as seguintes condicbes: Sulfato de Zinco 0,01 M;Tampdo MES 0,1 M; 25%v/v
Polietileno glicol monometil éter 550, pH 6.5 4°C 56 dias.
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5. Conclusodes

FEZ1 esta envolvida na regulagdo da transcricdo génica mediada por RARA

agindo como coativador;

O trabalho apresenta resultados pioneiros com evidéncias de que FEZ1 tem
um papel na regulacédo transcricional juntamente com RARA. Considerando que a
proteina FEZ1 tem outros 9 parceiros reguladores de transcricdo (DRAP1, GTFIRD2,
MCM7, MED7, MLF1IP, SAP30, SAP30L, SFRS8, SLTM), esses dados podem tambem
corroborar para o entendimento do modo de atuacdo de FEZ1 nas outras vias
regulatdrias. Vimos aqui que RARA pode atuar na ativacéo da transcricdo quando ha
superexpressao de FEZ1 mesmo na auséncia do ligante ATRA sendo que até o
momento achava-se que RARA regulava positivamente a transcricAo somente na
presenca de ATRA. Uma suposta explicacdo para esse resultado € que em condicéo
de superexpressao de RARA e FEZ1 em células de mamiferos, o RARA interage com
FEZ1 e essa, por sua vez, age como coativador e/ou recruta coativadores para
promover a transcricdo. Por outro lado, na presenca do ligante ATRA, RARA sofre
modificacdo conformacional e a interacido com FEZ1 diminui o que é refletido em uma
menor transcricdo em relacdo ao caso anterior e também foi visto por fluorescéncia
que a interacdo de RARA com DNA €& maior na presenca de FEZ1. Além disso, foram
realizados outros experimentos para comprovar a interacdo de FEZ1 com RARA in
vitro (fluoréscencia por anisotropia, gel nativo, colocalizacdo em célula) e
consequentemente, validar nossas hipoteses. Nesse ensaio constatamos que a
presenca de FEZ1 pode dissociar um possivel oligdmero de RARA, fato que também
observamos em gel nativo, onde o padrdo de migracédo de RARA foi similar ao padrdo

de migracéo de proteinas que formam oligémeros.

O perfil de expressao de FEZ1 durante desenvolvimento inicial da neurulagao em
embriao de galinha é similar ao padrao de expressao da enzima envolvida na

formacao de acido retinoico RALDH2 (retinaldehyde dehydrogenase);

Os resultados de hibridacao in situ de FEZ1 ao longo do desenvolvimento de aves
apresentados aqui sdo inéditos e condizente com o encontrado em rato e embrides de
camundongo. Esses dados podem oferecer pistas de como FEZ1 atua durante a
formacéo e desenvolvimento embrionario e se sua expressao esta relacionada com o
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padrao de distribuicdo de acido retindico também nesse periodo de desenvolvimento. Isso
€ possivel através da comparacdao do padrdao de expressdao de uma das principais
enzimas responsaveis pelo processo de formacao do acido retinocio RALDH2, a qual ja
esta estabelecido o padrio de expressédo em embrido de galinha. RALDH2 foi
primeiramente detectada no estagio HH4 na mesoderme posterior do nddulo de Hensen
(Swindell et al. 1999), a regido destinada a formar os somitos intermediarios proximo a
medula espinhal, onde também & possivel identificar expressao de FEZ1 em estagio mais
avanc¢ado, HH12 (figura 21D), enquanto no estagio HH7 ha expressdo abundante de
RALDH2 mesodermal no primeiro somito. Pode-se supor que o acido retinodico formado
por intermédio de RALDH2 difunde-se para sistema nervoso central, agindo juntamente
com FEZ1 para desenvolvimento embrionario. Sendo assim, uma analise minuciosa da
expressio cotemporal de RALDH2 e FEZ1 permitira entender se existe correlacdo do

acidoretindico e de FEZ1 durante o desenvolvimento neural embrionario.

A proteina humana SCOC esta envolvida no desenvolvimento neuronal e transporte

de vesiculas;

O screening do duplo hibrido de SCOC foi importante para entender a funcéo da
proteina nos processos celulares, bem como seu papel no sistema nervoso, uma vez que
foram encontradas proteinas envolvidas em formagao de vesicula sinaptica e extenséao e
fasciculacdo de axénios sendo elas: FEZ1, FEZ2; ULK3 (UNC51 like Quinase 3);
Sinaptotagmina; sthatimin; neuroguidin. Sendo que FEZ1, ULK3 e sinaptotagmina podem
estar envolvidas no processo de formacédo e transporte de vesiculas sinapticas em
humanos, assim como ocorre com suas respectivas homologas em drosdfila. Desse
modo, podemos inferir que, assim como UNC-69 (homologa de SCOC), SCOC também
esta envolvida com FEZ1 no desenvolvimento neural. Como perspectiva de fechamento
dessa vertente do trabalho, pretende-se fazer hibridacao in situ de SCOC ao longo do
desenvolvimento embrionario de aves para identificar se ambas proteinas sdo expressas
no mesmo periodo embrionario.

Até o momento confirmamos que as proteinas FEZ1 e SCOC interagem por
diversos métodos diferentes; duplo hibrido, gel nativo, imunocitoquimica e colocalizacao.
E ., por cross linking foram identificados os peptideos que intermedeiam a interacido desse
complexo, com esse ensaio esta em elaboracdo um modelo que mapeia a interface de

interacao dessas proteinas.
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FEZ1 pode ter funcao nuclear durante desenvolvimento neuronal;

Todas essas informacées sugerem que FEZ1 pode ter envolvimento na regulacao
génica durante o desenvolvimento do sistema nervoso, uma vez que as 3 proteinas
estudadas estdo envolvidas nesse processo e formam complexos com FEZ1 in vivo e in

vitro.
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6. Perspectivas

Analise do cross linking entre RARA e FEZ1 e mapeamento da interface de interacéo;

Estudo do cristal de SCOC para modelagem estrutural;

Estudos de titulagdo para determinar a afinidade de RARA DBD (dominio de liga¢do ao
DNA) com o elemento responsivo DR5 na presen¢a e na auséncia de FEZ1, para confirmar
resultados obtidos no ensaio de transativa¢éo de luciferase com RARA e FEZ1,

Co-imunoprecipitacdo de FEZ1 e RARA na presenca e na auséncia do ligante ATRA e
analise do interactoma por espectometria de massas. Ensaios de transfeccdo e imunoprecipitacdo
ja foram padronizados para a realizacdo desse experimento (figura 11);

Microarray de células que superexpressam FEZ1 e RARA para identificar os genes alvos
regulados nessa condicdo.

Ensaio de fluoréscencia competitivo (RAR marcado com sonda e titulacdo de FEZ1 e RXR
para saber se ambos competem por RAR

Ensaio de fluoréscencia com dominios/mutantes de RAR (LED,DED e DBD sem hélice 12)
e FEZ1 e dominios de FEZ1.

Ensaio de co-localizacdo de FEZ1 e RAR (proteinas inteiras e dominios) em células HEK
(com e sem ligante ATRA).
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Transativacao de luciferase com RARA, acido retindico ATRA e FEZ1. Experimento completo de
transativacdo de RARA mostrando todos os controles utilizados.A insercdo de FEZ1 no sistema basico produz
a maior luminescéncia mesmo na auséncia do ligante, fato contrario ao observado sem a presenca de FEZ1
no sistema basico. pRL é um plasmideo usado como controle de transfecgéo que expressa luciferase (Renilla)
sob controle do promoter, porém, independentemente de transativacdo. CMV é o plasmideo vazio onde o
RARA foi clonado para mostrar que ¢ plasmideo nao influenciou na transativacao.
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Experimento em andamento para finalizagcao do manuscrito: cross linking de FEZ1 e

SCOC para mapeamento da interacéo.

Structural analysis of the interchains interactions in the kinesin adaptor complex
FEZ1/SCOCO (Fasciculation and Elongation protein Zeta 1/ Short Coiled-Coil
protein)
Alborghetti MR, Furlan AS. Silva JC, Miguelleti DL, Sforga ML, Neves JL, Zeri AC,

Torriani ICL, Kobarg J

Abstract

The C. elegans protein UNC-69 (orthologous
to human SCOCO - short coiled-coil protein)
interactsphysically with UNC-76 (orthologous
to human FEZ1 - fasciculation and
elongation protein zeta 1) and both act in the
same pathway to control axon extension.
Exploiting the feature of FEZ1 protein as
adapter of the transport mediated by kinesins
and FEZ1 protein interaction with SCOCO,
we investigated thestructural aspects of this
interaction by SAXS (Small Angle X-ray
Scattering) studies. The data showedthat a
FEZ1 homodimer is able to interact with two
molecules of SCOCO, according to the
propositionthat FEZ1 act as a transport
bivalent adaptor molecule that can interact
with both cytoskeletal elements by one of the
monomers and with cargo elements with the
other monomer. The topology
ofhomodimerization was accessed through
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) studies
of the region involved in this process,
corresponding to FEZ1 (92-194). Through
these studies involving the protein in its
monomeric  configuration (reduced) and
dimeric, we conclude that homodimerization
occurs with FEZ1 chains oriented in parallel
topology. These data allowed concluding that
FEZ1 can act as a bivalent adaptor of
transport mediated by kinesins and, probable,
in the transcription machinery.

Introduction

Neuronal differentiation in vitro and in vivo
involves coordinated changes at various
levels, including in the gene expression,
cytoskeleton rearrangements and trafficking
processes [1]. During the neuronal
differentiation, the growth of neurite
processes from the cell body involves a
massive increase in cell surface area [2]. The
membrane increment occurs in a very
dynamic axon structure called growth cone.
For growth cones to extend, vesicles derived
from the Golgi apparatus fuse with the
plasma membrane by a process of regulated
exocytosis [3]. These vesicles are not only
transported but are also differentially sorted
into dendrites or axons [4,5]. Localization of
dendritic, axonal and pre-synaptic proteins is
dependent of kinesin mediated transport [6].
Knockdown of the kinesin motors using
antisense oligonucleotides not only disrupts
dendritic or axonal localization of these
proteins, but also suppresses neurite
outgrowth, presumably by blocking kinesin-
dependent vesicle transport [7,8]. The
vesicular transport during neuronal
development has been extensively studied
using the nematode model Caernohabditis
elegans. Through genetic screenings using
this mutant worm, many genes related to
axonal growth were also identified to cause
defects in locomotion. These genes were
termed as unc (uncoordinated). Through this
approach some kinesins have been identified
as UNC104/KIF1A, UNC-116/kinesin heavy



chain (KHC) and kinesin light chain KLC-2,
and other proteins. In unc-69 (the orthologue
to human SCOCQO - short coiled coil protein)
mutants (like €587 mutant) several outgrowth
defects are observed, including premature
termination of axonal processes, ectopic
extension of branches, and de-fasciculation
of axon bundles [9]. This spectrum of
phenotypes resembles the disruption of UNC-
76 (the orthologue to human FEZ1 -
fasciculation and elongation protein zeta 1) in
C. elegans (like e11 mutants) [10,11] (figure
1), a protein that binds to the carboxyl
terminus of the kinesin heavy chain (KHC)
[12]. In 2006, SU et al., showed that UNC-69
interacts physically with UNC-76 and both act
in the same pathway to control axon
extension. Moreover, UNC- 116/KHC is
required for proper subcellular distribution of
both UNC-76 and UNC-69. In unc116
mutants, UNC-76 failed to co-localize with
UNC-69, and the normal puncta distribution
of both protein was changed to a more diffuse
distribution.

UNCB9 interacts with the protein Arl1 (ADP-
ribosylation factor like protein). The overall
function of Arl1 is, like other Arfs and Rabs,
presumably to recruit specific effectors to a
specific membrane in the cell, in this case the
trans-Golgi [13]. Studies in mammalian cells
have also indicated that Arl1 acts on the
Golgi to facilitate the arrival of membrane
traffic from the encdosomal system. The
protein is present on the membranes of the
trans side of the Golgi, and it recruits by
direct binding GRIP domain coiled-coil
proteins, and possibly recruits or activates
other effectors [13]. UNC-69 could act as an
effector of Arl1 protein. In fact, mutations in
UNC-69 preferentially disrupt membrane
traffic within axons. It has been suggested a
role of bivalent adapter transport mediated by
kinesins for FEZ1 (which dimerizes via
disulfide bridge), and probably for FEZ2 [14].
FEZ family proteins have the ability to interact
with a wide spectrum of proteins (FEZ1
interacts with 80 proteins and FEZ2 proteins
with these same 80 plus 19 more specific
interactions). This high amount of protein-
protein interaction classifies FEZ proteins as
interaction hubs. The interaction partners
identified could, among other functions, be
cargoes to be transported by adaptor protein
FEZ1 bound to transporter kinesins. Many
identified proteins are membrane
components of mitochondria and vesicles,
and these organelles are likely to be
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transported by the same system. It has been
demonstrated that inhibition of FEZ1 protein
expression by iRNA interference changes the
location for these organelles in the cell [12].
Moreover, FEZ1 protein is able to interact
with a plenty of nuclear proteins, including
proteins involved in transcription regulation
(DRAP1, GTFIRD2, MCM7, MED7, MLF1IP,
RARA, SAP30, SAP30L, SFRS8, SLTM) that
could be involved in the regulation of
expression of sox2 gene. Thereby the pattern
of function of the proteins that interact with
FEZ1 at large resembles that of proteins
interacting with SCOCO. To date, the majority
of proteins interacted with the C-terminal of
the FEZ family proteins. This region has a
strong prediction to form coiled-coil
structures, which are responsible for protein-
protein interaction. The UNC-69 protein,
which also has a strong prediction for coiled-
coil structures in almost its entire length,
interacts trough this region, and according to
SU and colleagues, the integrity of the coiled
coil in UNC-76 is required for interaction with
UNC-69. There are no other -structured|
regions in FEZ proteins [15], and these
proteins are classified as intrinsically
disordered protein. Intrinsically disordered
proteins are now recognized as crucial in
areas such as transcriptional regulation,
translation and cellular signal transduction as
a consequence of the use of new paradigms
in biochemical methodology. Many eukaryotic
proteins are modular — that is, they contain
independently folded globular domains that
are separated by flexible linker regions. The
protein FEZ1, however, shows no globular
domain, not showing the modular character
mentioned above (figure 1). Here, we
confirmed and characterized the interaction
between humans 6xHis-FEZ1 (1-392) and
GST-SCOCO  (42-122) by SAXS (Small
Angle X-ray Scattering) and performed NMR
(Nuclear Magnetic Resonance) study about
FEZ1 N-terminal homodimerization and
model refinement of 6xHis-FEZ1/GST-
SCOCO protein complex. We concluded that
FEZ1 interacts itself in a dimeric topology and
interacts with two molecules of SCOCO
simultaneously. These data are in
accordance with the model of FEZ1 protein
acting as a bivalent adaptor of transport
mediated by kinesin as so a hivalent function
in transcription modulation. Moreover, this is
the first low-resolution model, to our
knowledge, of a complex with structured
elements (such as GST fusedto SCOCO),but



with  a predominance of intrinsically
unstructured regions modeled through a
strategy that uses a mixed approach to

Results
FEZ1 dimer interacts with two molecules
of SCOCO
To act as a bivalent adaptor, FEZ1 protein
should be able to interact with two proteins
simultaneously. To verify this condition we
performed co-purification assays with 6xHis-
FEZ1 (1-392) and GST-SCOCO (42-122)
(figure 2A) followed by SAXS data acquisition
and analyses (figure 2B). We chose to fuse
the protein SCOCO with GST protein to get
more distinction of SCOCO molecule in the
complex, since its small size (9.2 kDa,
according to ProtParam) would be a
drawback for a SAXS analysis of this protein
within a larger complex. Qur results showed a
homodimer of FEZ1 protein interacting with
two molecules of SCOCO.lAccording to
ProtParam predictions the 6xHis-FEZ1 (1-
392)protein has an expected size of 48.8 kDa
protein and GST-SCOCO (42-122) an
expected size of 36.8kDa. The mass
calculated from the SAXS data was
approximately 172kDa, which agrees with the
state of the heterotetramer complex
(predicted to be 171.2 kDa). The maximum
diameter obtained for the complex was 320A
and Rg 104A (+/- 2). The pattern of the p(r)
curve suggests as elongated region in the
complex as globular regions, which
corroborates with the fact of FEZ1 be an
intrinsically unstructured protein (elongated)
and with the fact of SCOCO be fused to GST
(which is globular). Complex model agrees
with C-terminal interaction in FEZ1 by
SCOCO. As described before by Su and co-
workers (2006) and Assmann and co-workers
(2006), C. elegans UNC-69 interacts with the
C-terminal region of C. elegans UNC-76 and
human SCOCO interacts
with the C-terminal region of FEZ1,
respectively. The theoretical curve scattering
from the low resolution model (figure 3) of
6xHis-FEZ1 interacting with GST-SCOCO
generated by SAXS data and ab inftio
modeling was the best with SCOCO
interacting in the C-terminal of FEZ1 (clata not
show).

FEZ1 dimerization involves few amino acids
We verified the topology of homodimerization
of FEZ1 by NMR spectroscopy. The possible
assignments of amide resonances (1HN and
15N) are represented in the 2D 15N-HSQC
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development models of rigid bodies
combined with ab initio modeling of unknown
regions.

spectrum of the protein in Figure 4. Two
FEZ1 (92-194) 2D 15N-HSQC spectrums are
showed in figure 4; the protein in monomeric
conformation (black) and dimeric
conformation (red). The monomeric and
dimeric protein was completely disordered,
but some distinct chemical shifts were
observed among monomers and dimers.
Relaxation data (figure 5) are consistent with
the presence of residues maintaining
contacts each other between the chains of
the protein FEZ1. Through NOE analysis
(data not shown) of the assigned residues
that maintaining these contacts, we can
suggest that the homodimerization occur in
an antiparallel topology. However, due to the
high proportion of identical residues both intra
and inter-chains, the results are still
preliminary and the parallel topology cannot
be discarted (figure 6).

Discussion

Transport of vesicles and organelles often
occurs over long distances. For example,
membrane receptors destined for synapses in
neuronal cells need to be transported from
the cell body down axons that can reach a
meter in length. Diffusion would be
prohibitively slow and cells have therefore
evolved molecular motors that transport
vesicle cargoes along microtubule tracks.
Kinesins are among these motors and use
the energy of ATP to move towards the plus
ends of microtubules [4-6]. A general picture
is emerging whereby kinesin family members
use adaptor/scaffolding proteins to link to
their cargoes, although examples of direct
interactions with transmembrane proteins
exist. Importantly, FEZ1 (and FEZ2) is the
first protein identified that binds to the
inhibitory globular tail of KHC, and together
with JIP1 (that binds to KLC), release the
kinesin-1 from the auto inhibitory sate. These
data indicate that FEZ1 is not likely to be
strictly a cargo of Kinesin-1. Recent findings
purpose that FEZ1 could act as a bivalent
adaptor of transport mediated by kinesin.
Through its function as adaptor protein, FEZ1
would be able to interact with two other
protein  molecules simultaneously. The
dimeric conformation of FEZ1 by the N-
terminal described by Lanza and colleagues
(2008) [15] is in accordance with this
requirement, since, once dimer, the protein



have two Cterminal regions (involved in
protein-protein interaction). This paper
support and bring more structural details to
the hypothesis. SAXS experiments confirmed
the composition of heterotetramer of two
molecules of 6xHis-FEZ1 (1-392) and 2
molecules of GST-SCOCO (421-122), a
partner of the interaction of FEZ1 identified in
two-hybrid screenings in yeast, corroborating
the hypothesis of bivalent

adapter. NMR data of FEZ1 protein (92-194)
further demonstrate that FEZ1 dimerizes in
parallel topology. In 2010, we demonstrated
by native gel, SAXS and mass spectrometry
that FEZ1 dimerizes by disulfide trough the
cysteines 133 of each monomer [14]. /n vivo,
this dimeric state covalently bound may be
important for transport of proteins mediated
by kinesins along microtubules, providing
stability to the

dimer during the transport process. The
protein SCOCO interacts with proteins
involved in trans-Golgi network, as A1,
present on the membranes of the trans side
of the Golgi, probably involved to recruit
specific effectors to a specific membrane in
the cell. Our data suggest that FEZ1 act as a
link, as an adapter, of the machinery
transport mediated by kinesins and proteins
from trans-Golgi network destined to vesicle
transport, for instance. In fact, mutations in
both FEZ1 and SCOCO cause similar
phenotypes and lead to axonal growth
deficiencies, mistakes of synaptic vesicles
transport, among others. Has not been
confirmed that the

interaction between FEZ1 and SCOCO is
interrupted in these phenotypes. Certainly in

the mutant e77 the interaction with
FEZ1/UNC-76 and SCOCO/UNC-69 is
disrupted. The mutation promotes the

formation of a premature stop codon before
the minimal interaction region of SCOCO in
FEZ1. The mutant €587 also has a mutation
that causes a premature stop codon, but in
SCOCO/UNC-69. However, the truncated
region, apparently, does not lose a segment
of its coiled-coil (structure involved in protein-
protein interaction). The deleted region is
predicted to be a coil (figure 1). Unfortunately,
it is unclear whether FEZ1 interacts with this
region. If interacts, then probably the
interaction FEZ1-SCOCO is essential for
normal neuritogenesis. Otherwise, besides
the interaction is important, this segment of
SCOCO probably
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interacts with  proteins  essential for
neuritogenesis, relating to both transport
mechanisms and the mechanisms involved in
regulating the expression of genes involved in
the process.

The fact that FEZ1 is intrinsically
unstructured, dimer and promiscuous in
relation to its large number of interactions
with its C-terminal regions and interacts with
cytoskeletal elements (kinesin, tubulin,
CLASP2) can be crucial to explain the
formation of bridges between microtubules
and constriction of the nucleus, resulting in
turn in the flower-like phenotype when FEZ1
is over-expressed [18]. The covalent
dimerization can also be important for
stabilization during operation of traction to the
constriction of the nucleus. In summary, our
data show that FEZ family proteins can act as
bivalent adaptor proteins, as in the transport
as in the transcriptional machineries. We
demonstrate that FEZ1 protein dimerizes
through disulfide bond, parallel and can
interact in their dimeric form, with two other
proteins at the same time. As an intrinsically
disordered protein, FEZ1 is essential to
neuronal function, as SCOCO is.

Material and Methods

SAXS sample preparation

The nucleotide sequence of human SCOCO
(42-122) in the library vector pACT2, which
are inserted between restriction sites Eco Rl
and Xho | and code for the interacting protein
identified in the vyeast two-hybrid system
screen [19], was subcloned into the bacterial

expression vector pGEX-4T-2 (GE
Healthcare, Waukesha, WI) to allow
expression of recombinant GST fusion

proteins in Escherichia coli

BL21 (DE3) cells. The cells were induced for
4 h to protein expression at 37 °C using 0.5
mM  isopropyli-thio-#D-galactopyranoside.
The protein 6xHis-FEZ1 (1-392) expression
was performed as described in Assmann
(2006). Cells from 2L of expression of 6xHis-
FEZ1 (1-392) and 1L of GST-SCOCOQO (42-
122) were harvested together by
centrifugation at 4,500 X g for 10 min, and the
cell pellet was ressuspended

and incubated for 30 min with 10 volumes of
lysis  buffer (137mNNaCl, 2.7mMKCI,
10mMNa2HPO4, 1.8mM KH2PO4, pH 7.4, 1
mg/ml lysozyme, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, and 0.05 mg/ml DNase). After three
cycles of sonication, soluble and insoluble
fractions were separated by centrifugation at
28,500 X ¢ for 30 min at 4°C. The cleared



supernatant was then loaded onto a HiTrap
chelating column

(GE Healthcare) pre-equilibrated with lysis
buffer (lacking Ilysozyme and DNase),
followed by extensivewash of the column with
the same buffer. Bound proteins were eluted
in a graclient of 0-100% of elution buffer (137
mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4,
1.8 mM KH2PO4, 1 mM phenylmethyisulfonyl
fluoride, and 500 mM imidazole, pH 7.4).
Aliquots of each eluted fraction obtained were
analyzed by

SDS-PAGE, and peak fractions containing
6xHis-FEZ1 (1-392) and GST-SCOCO (42-
122) followed by a new step of purification in
a GST-Trap column (GE Healthcare). Again,
aliquots of each eluted fraction obtained were
analyzed by SDS-PAGE and 1 mL aliquot
was dialyzed with buffer (137 mM NaCl, 2.7
mM KCI, 10mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4)
and analyzed by DLS (Dynamic Light
Scattering). The

aliquots that showed the most narrow, single
peaks and predicted masses and percentage
of  polydispersivity  indicative of a
monodisperse solution were selected to
SAXS data acquisition.

SAXS experiments

The SAXS experiments were performed at
the DO2A-SAXS2 beamline of the Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, Brazil). Measurements were
performed with a monochromatic X-ray beam
with a wavelength of $ = 1488 A. The X-ray
patterns were recorded using a two-
dimensional position-sensitive MARCCD
detector. The sample-to-detector distances
were set at 13744 mm and 1788.8 mm,
resulting in a scattering vector range of
0.009A-1 < q < 0.25A-1, where q is

1(q)

the magnitude of the g-vector defined by q =
(4%/%$)sin& (2& is the scattering angle). For
SAXS measurements protein samples were
placed in a Tmm path length cell with mica
windows, temperaturecontrolled (T = 20°C)
via water circulation[15].Three successive
frames of 300s each were recorded for each
sample. The buffer scattering data were
recorded before and after the sample
scattering data for 300 s each and thereafter

averaged. The scattering curves were
individually corrected for the detector
response

and scaled by the incident beam intensity and
the samples absorption. The average buffer
scattering was  subtracted from the
coresponding sample scattering. The
resulting curve was carefully inspected to
check

for possible radiation-induced damage, but no
such effects were observed. The scattering
pattems were recorded at concentration of
1.16 mg/mL. The molecular mass of each
6xHis-FEZ1 complexed with GSTSCOCO
(42-122) sample was inferred from the ratio of
the extrapolated value of the intensity at the
origin /(0) [20].

SAXS data analysis The radius of gyration
was first evaluated using the Guinier
approximation [21,22,23]. It is worth noting
that in the case of an unstructured protein,
the Guinier approximation holds true on a
veryrestricted ¢ range corresponding to ¢ <
1/Rg. Such a very narrow range contains a
small number of experimental points, thereby
limiting the accuracy of the Rg determination.
In that case, a more accurate

determination of the radius of gyration can be
obtained by Debye's equation[15,24], which
adequately describes the scattering in the
domain g < 1.4/Rg by:

2 .
——=—=(x—1+e¢")

100)  »

where X = qzRg2.

Moreover, Rg was also evaluated from the
pair distance distribution function p(r) which
was calculated using the indirect transform
package GNOM[25]. The p(r} function
represents the histogram of all distances
within a molecule and provides the maximum
dimension Dmax of the molecule where its
value reaches zero [15].To analyze the
natively unfolded conformation of 6xHis-
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FEZ1(1-392) chains, a particularly useful
representation of the SAXS intensity was
used: the so-called Kratky Plot (q2l(q) vs. q).
This plot is usually applied to study
unstructured proteins because it provides
information about the compactness of a
molecule. For compact and structured
proteins, the Kratky representation presents a
bell-shaped plot with a poco-defined



maximum, because the scattering function
satisfies Porod's law for large ¢ values (i.e.
I(g} is proportional to 1/g4). Conversely, the
Kratky representation of an ideal Gaussian
chain [15], (equivalent to a random coil in the
case of an infinitely thin chain) presents a
plateau at high g values because I|(Lanza,
Silva et al.) is proportional to 7/g2. Finally, in
the case of a persistence length chain model,
where short-range interactions between
adjacent chain segments produce stiffness of
the chain, the Kratky plot also displays a
plateau over a specific g-range followed by a
monotonic increase at still higher g-values
[24,26]. Ab initio modeling A combined
approach to modeling rigid body and flexible
structure was used to generate the
lowresolution model of 6xHis-FEZ1 (1-392)
complexed with GST-SCOCO (42-122).
Although the _shape™ of naturally unfolded
proteins is per se hard to define, we restored
the low resolution average conformations of
6xHis-FEZ1(1-392) complexed with GST-
SCOCO (42-122) from the experimental
SAXS curves by the following ab initio
approach. To obtain an overall view from the
conformational space occupied by the
proteins, the program DAMMIN [25], was
used. In this approach, each protein was
represented as an assembly of densely
packed spherical beads (dummy atoms) of
radius r0 << Dmax inside a sphere of
diameter Dmax, which was directly
determined from the scattering data using the
GNOM routine. Using simulated annealing,
the program DAMMIN starts from a rancdom
configuration of beads and searches for a
configuration that fits the experimental
scattering pattern. Ten calculations were
performed. The normalized spatial
discrepancies (NSD) were evaluated using
the DAMAVER suite [27], and the most
typical model (with lowest NSD value) were
considered as close descriptions of the
possible conformations of the molecule.

NMR sample preparation

The cloning of FEZ1 (92-194) is described in
Alborghetti et al. (2010) [14]. pET-FEZ1 (92-
194) plasmid was transformed into
BL21(DE3) Escherichia coli expression cells

and grown at 37°C in M9minimal medium
supplemented with 30 g/mL kanamycin, 4
g/L [13CJglucose and 1 g/L [15N]Jammonium
chloride. Expression was induced at an
OD600 of 0.8-1.0 by the addition of 0.2 mM
IPTG for 24 h. The cells were harvested by
centrifugation at 5000 g for 10 min and the
purification  methodology is described
Alborghetti et al. (2010) [14]. Fractions
containing pure 6xHis-FEZ1 (92-194) were
pooled and concentrated to 0.3 mM in buffer
containing 20m M phosphate, 50mM NacCl, pH
6.2. The sample was divided in two aliquots
and one was reduced with 4mM DTT and
both were analyzed by NMR spectroscopy.
NMR Spectroscopy NMR experiments for
structure determination were performed at
293 K using a Varian Inova 600 MHz
spectrometer equipped with a cryogenic
probe. The following experiments were
recorded: 15NHSQC; 15N-edited NOESY (80
ms mixing time, chosen after a build up curve
with other mixing time values); 15N-edited
TOCSY; HNCA; HN(CO)CA; HNCACEB;
CBCA(CO)NH; HNCO; HN(CA)CO [28].
Relaxation Measurements

For the backbone amide relaxation
measurements, 15N T1, 15N T2 and
heteronuclear NOE  experiments were
recorded at a 15N frequency of 60.78 MHz on
a Varian Inova 600 MHz spectrometer
equipped with a cryogenic probe. T1
relaxation delays were set to 10, 210, 410,
610, 810, 1010, 1210, 1410, 1710, 2010, and
2410ms. T2 relaxation delays were set to 10,
30, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 90 and
210ms. In all the experiments a relaxation
delay of 3s was used. For the heteronuclear
NOE measurements, a pair of spectra was
recorded with and without proton saturation.
Spectra recorded with proton saturation
utilized a 5s recycle delay followed by a 15s
period of saturation, while spectra recorded in
the absence of saturation employed a recycle
delay of 15s. Peak volumes were fitted to a
single exponential decay function using the
program NMRView. The two-dimensional
experiments were acquired with 1024 x 128
complex points [28].
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Figure 1 — General scheme of UNC-76/FEZ1 (C. elegans/H. sapfens) and UNC-69/SCOCO (C. elegans/H.
sapiens) proteins. Mutations observed in C. efegans, and the corresponding region in the human protein, are
indicated by asterisks. Coiled-coils:box, alpha-helix prediction: gray
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Figure 2. A) SDS-PAGE 10% of the 6xHis-FEZ1 (1-392) and GST-SCOCO (42-122) protein complex. The
complex was analyzed by SAXS at 1.16 mg/mL in PBS buffer. The complex polydispersivity was 28.0%
according to DLS assay. B) SAXS (Small Angle X-ray Scattering) experiments of 6xHis-FEZ1 (1-392)
interacting with GST-SCOCO (42-122). Scattering intensity curve of FEZ1 (1-392) Inset: Pair Distance
Distribution Functions (p(r) functions).
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Figure 3. Low resolution ab inttio model for 6xHis-FEZ1 (1-392) with GST-SCOCO (42-122) derived from
SAXS data. Representative dummy-residue single model. A heterotetrameric state is observed, which consists
of two GST-SCOCO molecules attached to two FEZ1 molecules.
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Figure 4. 15N-HSQC FEZ1 (92-194) Nuclear Magnetic Resonance (NNMR) spectra. HSQC shows chemical
shifts in reduced monomeric protein (black) and non-reduced dimeric protein (red). The spectrum was obtained
in spectrometer 600 MHz in NMR Laboratory of LNBio/CNPEM. For the series of experiments, isotope 15N
was introduced in minimal medium for growth of bacteria and induction of protein expression.
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Figure 5. Relaxation assay by spin-spin interaction (T2), where R2is the inverse of T2, the results refer to the
ratio of dimer and monomer.
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Figure 6. Amino acid sequence of 6xHis-FEZ1 (92-194) studied by nuclear magnetic resonance labeled with
the isotope 13C. Cysteine is marked in red and dotted lines indicate the possible contacts between monomers
obtained from NOESY spectra.
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Manuscrito Il (em fase inicial de elaboracao)

Experimento em andamento para finalizacao do manuscrito: titulacdo da afinidade de
RARA DBD (dominio de ligacdo ao DNA) com o elemento responsivo DR5 na presenca e
ha auséncia de FEZ1, para confirmar resultados obtidos no ensaio de transativacao de
luciferase com RARA e FEZ1; cross linking de FEZ1 &€ RARA para mapeamento da

interacéo;

FEZ1 interacts with Retinoic Acid Receptor (RAR ) and both act together in the
transcription machinery

Furlan AS, Alborghetti MR, Figueira ACM, Paes Leme A.F, Castilho, H.A. Neto, J.X,
Kobarg
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