Marcelo Valpeteris de Campos

Levantamento de proteinas candidatas a
ativadoras do splicing do éxon 12 do gene FMR1

Sao Paulo

2014



Marcelo Valpeteris de Campos

Levantamento de proteinas candidatas a
ativadoras do splicing do éxon 12 do gene FMR1

Dissertacédo apesentada ao Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o
Paulo, para a obtenc&o do titulo de Mestre em ciéncias, na Area de
Biologia/Genética.

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad

Sao Paulo

2014



VALPETERIS, MARCELO

Levantamento de proteinas candidatas a ativadoras do splicing do éxon 12
do gene FMR1

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva.

1. Splicing alternativo 2. FMR1 3. Regulacao pos-transcricional 4. Elementos em trans
5. Precipitagéo por afinidade

Universidade de S&o Paulo. Instituto de Biociéncias. Departamento de Genética e
Biologia Evolutiva.

Comissao Julgadora

Prof(a). Dr(a). Prof(a). Dr(a).

Orientadora

Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad



Esse trabalho foi realizado com auxilios financeiros da Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo a orientadora (FAPESP Proc.
2011/14329-9) e ao aluno (FAPESP Proc. 2011/03964-5) e do Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico ao aluno (CNPq
Proc. 130154/2011-3).



Agradecimentos

A minha familia, principalmente. A minha mée, Marcia, por me mostrar que a
vida é uma batalha que se vence com coragem, sabedoria e determinagdo. A minha
irmd, Marilia, por compartilhar comigo ha 25 anos desse longo caminho que é tornar-se
alguém. A minha avo, Cida, pelo amor incondicional. E aos que ja se foram também,

por terem me ajudado a ser quem sou.

A minha orientadora, Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad, por ter guiado minha

transformacéo de graduando a cientista ao longo desses seis frutiferos anos.

Ao0s meus colegas do Laboratorio de Gendmica Funcional, Juliana, Fernando,
Ana Carla, Gustavo, e também a Deborah, pelo convivio, pelos conselhos, pela ajuda
em experimentos e na vida e pelo brainstorming ocasional, indispensavel a nossa

profisséo.

Aos professores Dr. Luis Eduardo Soares Netto, Dra. Regina Célia Mingroni,
Dra. Angela Vianna-Morgante, Dr. Eduardo Gorab, Dr. Paulo Otto (Genética - IBUSP)

e a seus alunos, pelo apoio e pelo uso das instalacGes de seus laboratérios.

Ao Prof. Dr. Alberto Ribeiro e ao bidlogo Waldir Caldeira (Genética - IBUSP),

pela realizacdo das analises de microscopia confocal.

A Profa. Dra. Marie-Anne Van Sluys e & técnica Tatiana Corréa (Botanica -

IBUSP), pelo apoio e pelo uso dos equipamentos de seu laboratdrio.

Aos demais funcionarios do Departamento de Genética. A Fatima, pela
solicitude e eterno otimismo. A Helenice, por sempre estar disposta a me ajudar. E

também a Mara, ao Paulo Rogério, a Maraisa e a Deisy.



A Profa. Dra. Paula Grabowski (University of Pittsburgh, Pittsburgh, Estados
Unidos) pela colaboragdo por correio eletronico e pela elucidacdo do protocolo para

preparo de extrato nuclear.

Aos meus grandes amigos da graduacdo, Juliano, Diego, Yve, Lais, Carol, lvan,
Paulo, Fernanda, Dani e Marcela, cujo carinho nem o tempo nem a distancia

conseguiram erodir.

Aos meus amigos da HGF, Vitor, Gutto e André, pelas noites (e dias, e noites, e

dias...) de pizza, videogame e alegria.

Ao0s muitos amigos do uXXXp, pelas risadas, pela descontracéo e
principalmente pelas festas, que muitas vezes foram o climax de semanas pesadas de

trabalho.



Indice geral

RESUMO. ...ttt 8
ADSEFACT. ... 9
L. INErOAUGAD........c.cvoiicccecce e 10
FUNGBES da FIMIRP.....uviiieiiiiiiiie ettt e e e e 12
A alca variavel do dominio KH-2 da FMRP.......c.cccceeveieeeeeeiiiiniiiininnnn, 16
Splicing alternativo e SUa reguIaCAD. ... .uuveeiireeeeeeeeiieeseiirirrrrrrer e e eeee e 18
Regulacéo do splicing alternativo do éxon 12 do FMrl.......ccccceeeeeeeeennnnnns 22
1 ODJELIVOS. ... 24
V1. CONCIUSDES.......cocviiiiccce e 24
VII. Referéncias bibliograficas.............cccooeoevvivivciceciiccee, 25
VI Lista de aCrONimOS..........cccovieveenieiicseeses s 34



Indice de figuras

Figura 1: FMRP na regulagdo traducCional..............coeuviiiiiriiiniiiieeeeeeei e

Figura 2: Estrutura gendmica do gene FMRL........ccoovviiiiiiniiiiiiiiiiicciiineenieeees

Figura 3: Representacao esquematica de componentes centrais do spliceossomo



Resumo

O gene do Retardo Mental do X Fragil (FMR1) possui 17 éxons e seu transcrito
primario pode sofrer splicing alternativo, havendo, entre outros eventos, possibilidade
de exclusdo ou inclusdo do exon 12. O produto da expressdo do FMR1, a proteina do
retardo mental do X fragil (FMRP), possui papéis importantes no sistema nervoso
central, atuando como repressora da traducdo de RNAmM em espinhas dendriticas e
controlando a sintese de proteinas envolvidas na fungdo sinaptica. Entre dois dominios
centrais do tipo KH presentes na FMRP, o segundo (KH-2) é responsavel pela interacdo
da proteina aos polissomos. O dominio KH-2 é codificado pelos éxons 9 a 13 do FMR1
e possui a alca varidvel mais longa ja observada entre proteinas humanas, que €
codificada pelos éxons 11 e 12. A inclusdo do éxon 12 no RNAmM do FMR1 causa uma
extensdo em fase dessa alca varidvel do KH-2 da FMRP. Estas isoformas apresentam
expressao significativa em neurdnios cortico-cerebrais e cerebelares do rato, no
primeiro més pds-natal.

Este trabalho baseia-se em resultados prévios do grupo de pesquisa, em que se
identificaram sequéncias curtas no intron 12 do FMR1, com potencial para agir como
acentuadores de splicing. Baseando-nos na hipotese de que essas sequéncias constituem
elementos transcritos que se ligam a fatores proteicos do nucleo celular, potencialmente
reguladores do splicing do pré-RNAm do FMR1, realizamos ensaios de precipitacdo por
afinidade com extratos nucleares de cértex cerebral de rato e transcritos do loco,
biotinilados. Andlises por espectrometria de massas revelaram enriquecimento de
proteinas nucleares, contendo dominios de ligagdo a RNA, principalmente aquelas

relacionadas a regulacao e processamento de pré-RNAm, sobretudo o splicing.



Abstract

Fragile X Mental Retardation 1 gene (FMR1) comprises 17 exons. Its primary
transcript is subject to alternative splicing, allowing for the possibility of exon 12
inclusion or skipping, among other events. The product of FMR1 gene expression,
fragile X mental retardation protein (FMRP), has important roles in the central nervous
system, acting as a translational repressor in dendritic spines, thus controlling the
synthesis of proteins involved in synaptic function. FMRP has two central KH domains.
One of them (KH-2) is responsible for its interaction with polysomes. The KH-2
domain is encoded by FMR1 exons 9 to 13. It contains the longest variable loop ever
observed among human KH-containing proteins, which is encoded by FMR1 exons 11
and 12. Exon-12 inclusion in FMR1 mRNA causes an in-frame extension of FMRP KH-
2 domain variable loop. These isoforms appear significantly expressed in cortico-

cerebral and cerebellar neurons of the rat in the first month after birth.

We have previously identified short sequences within FMR1 intron 12 that may
potentially act as splicing enhancers. Our study is based on the hypothesis that those
sequences when transcribed should bind to nuclear protein factors that may function as
FMR1 exon 12 pre-mRNA splicing regulators. To initiate an experimental approach to
test that hypothesis, we conducted affinity precipitation assays with rat cerebral cortex
nuclear extracts and biotinylated transcripts. Mass spectrometry analyses disclosed
proteins that have been described to be enriched in the cell nucleus, contain RNA-

binding domains, and be functionally related to pre-mRNA processing, notably splicing.



. Introducéo

O splicing alternativo € um importante mecanismo gerador de diversidade do
transcriptoma e do proteoma em eucariotos. Com a capacidade de originar variantes de
RNAmM a partir da expressdo de um Unico gene, estima-se que o splicing alternativo
possa atuar em pelo menos 80% dos transcritos expressos no cérebro humano (Yeo e
col., 2004). Anélises mais recentes por sequenciamento massivo do transcriptoma de
tecidos humanos identificaram eventos de splicing alternativo em até 95% dos
transcritos analisados, com pelo menos 100.000 eventos de abundancia intermediéaria a
elevada (Pan e col., 2008).

O gene do Retardo Mental do X Fragil (FMR1), localizado em Xq27.3, possui
17 éxons (Eichler e col., 1993). O produto de sua expressdo, a proteina do retardo
mental do X fragil (FMRP), tem papéis funcionais importantes no sistema nervoso
central (SNC). O transcrito primario do FMR1 pode sofrer splicing alternativo pela
exclusdo dos éxons 12 ou 14 ou escolha alternativa entre trés e dois sitios receptores de
splicing, respectivamente, nos éxons 15 e 17 (Verkerk e col., 1993). A isoforma mais
longa da FMRP, expressa por RNAmM com os 17 éxons em sua integridade, é
denominada ISO 1 e possui 632 aminoacidos, totalizando uma massa molecular
esperada de 71,1 kDa e observada ap0s eletroforese de gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) de cerca de 80 kDa, diferenca atribuida a modificacdes pos-
traducionais (Ashley e col., 1993, Ceman e col., 2003).

O gene FMR1 tem em seu primeiro éxon uma serie de trinucleotideos CGG que
também fazem parte da regido 5’ ndo-traduzida do seu RNAm. Essas trincas exibem
polimorfismo de tamanho na populagéo geral, com alelos contendo de 6 a 44 repeticdes.
A expansdo de trinucleotideos CGG a mais de 200 repeticbes associa-se a

hipermetilacéo de citosinas da ilha CpG em que se encontram, abolindo a expressao do
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gene FMR1 e levando a sindrome do X fragil (SXF), a causa mais comum de
deficiéncia intelectual hereditaria entre homens (Nussbaum e Ledbetter, 1986; Verkerk
e col., 1991).

Expansdes menores, ndo metiladas, denominadas pré-mutagdes (55-200 trincas),
foram associadas a insuficiéncia ovariana primaria associada ao X fragil (FXPOI) em
cerca de 25% das mulheres portadoras e a sindrome de tremor e ataxia associada ao X
fragil (FXTAS) em cerca de 30% dos homens portadores (Vianna-Morgante, 1999;
Sherman, 2000; Hagerman e col., 2001; Oostra e Willemsen, 2009). FXTAS ¢é um
transtorno do movimento, caracterizado por inicio tardio, tremor de intencdo
progressivo, marcha atéxica, neuropatia periférica, além de declinio cognitivo e
disfuncdo autbnoma (Hagerman e Hagerman, 2001). Estudos in vitro revelaram que
alelos pré-mutados estdo associados a niveis aumentados de RNAm do FMR1, relativa
reducdo da expressdo da FMRP e formacéo de inclusGes nucleares que contém o0 RNAmM
do FMR1 (Greco e col., 2006; Tassone e col., 2007). Inclusdes nucleares neuronais
foram também identificadas em cérebro postmortem de pacientes com FXTAS (Tassone
e col., 2004). O modelo corrente sugere que 0 RNAmM do FMR1 contendo repeti¢des
CGG expandidas (pré-mutacdes) inicie per se um processo de agregacdo
ribonucleoproteica no nacleo celular, causando disfuncGes em organelas onde essas
proteinas devem ser necessarias (Sellier e col., 2010). Estresse oxidativo e morte
neuronal sucedem aos eventos de maldobramento ribonucleoproteico (Tassone e col.,
2007; Ross-Inta e col., 2010).

As disfuncdes clinicas observadas em pacientes com SXF ou FXTAS, bem
como em seus modelos animais, tém auxiliado a elucidar as funcdes da FMRP e os
papeis das expansdes de trinucleotideos sobre 0 RNAmM do FMRL1 de alelos pré-mutados

(revisto por Hagerman e Hagerman, 2013). A importancia da proteina FMRP foi
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demonstrada na sinaptogénese de cortex cerebral, hipocampo e cerebelo, regides de
mais elevada expressdo do gene FMR1 no periodo pds-natal precoce de camundongo e
rato (Abtibol e col., 1993; Devys e col., 1993; Khandjian e col., 1995; Irwin e col.,
2000; Todd e Mack, 2000; Irwin e col.,, 2005). Os efeitos de expansdes de
trinucleotideos sobre 0 RNAmM em que residem foram estudados sobre as taxas de
transcricdo do gene (Tassone e col., 2007); a traducdo desse RNAm (Ludwig e col.,
2011; Todd e col., 2013; Ludwig e col., 2014); sua associacao a proteinas reguladoras
de splicing (Iwahashi e col., 2006; Jin e col., 2007; Sofola e col., 2007; Sellier e col.,
2010); e seu transporte e distribui¢do (Muslimov e col., 2011).

Os niveis da expressdo de transcritos alternativos do FMR1 tém sido analisados
(Eichler e col., 1993; Ashley e col., 1993; Verkerk e col., 1993; Huang e col., 1996;
Brackett e col., 2013). Nas isoformas da FMRP, segmentos codificados por éxons
alternativos do FMR1 mostraram ter relevancia funcional na metilacdo da proteina,
influenciando sua interagdo com outras moléculas (Dolzhanskaya e col., 2006) e no
enderecamento dela ao nucleo celular (Dury e col., 2013). O estudo de como o splicing
alternativo do FMR1 € regulado torna-se, portanto, importante para o entendimento da
geracgdo de isoformas da FMRP com funces diferencialmente reguladas, além de poder

produzir informacdes para estudos futuros sobre alelos pré-mutados do FMR1.

Funcbes da FMRP

A FMRP tem trés tipos distintos de dominios ligantes de RNA: um dominio N-
terminal com dois motivos Tudor (Ramos e col., 2006), dois dominios centrais do tipo
KH (KH-1 e KH-2, homologo a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K, hnRNP K;
Siomi e col., 1993) e uma caixa RGG (dominio rico em arginina, R, e glicina, G) C-

terminal (Ramos e col., 2003). Apresenta papeis, sobretudo, repressores da tradugéo de
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RNAm em espinhas dendriticas, controlando a sintese de proteinas envolvidas na
funcgdo sinaptica. Possui também um sinal de localizagdo nuclear (NLS) e um sinal de
exportacdo nuclear (NES; Siomi e col., 1993; Eberhart e col., 1996).

Demonstrou-se que a FMRP possui afinidade por motivos especificos de
estrutura secundaria de RNA, como quartetos G e complexos em beijo (do inglés,
kissing complex), podendo se ligar tanto a RNA codificador para proteinas (Brown e
col., 2001; Darnell e col., 2001; Miyashiro e col., 2003) quanto n&o codificador como 0s
microRNAs (miRNA, Jin e col.,, 2004) e o RNA estrutural BC1 (do inglés, brain
cytoplasmic RNA1) e seu ortélogo em primatas, BC200 (Zalfa e col., 2005). Os RNAm
conhecidos até entdo que interagem in vivo com a FMRP parecem reconhecer
principalmente sua caixa RGG (Darnell e col., 2001; 2005; 2009). Por outro lado, o
dominio KH-2 demonstrou-se importante para a associa¢do da proteina aos polissomos
(Siomi e col., 1996) e a RNAs sintéticos que apresentavam a estrutura de complexo em
beijo (Darnell e col., 2005). A associa¢do da FMRP aos polissomos revelou-se essencial
a funcdo da proteina, uma vez que uma mutacdo dentro do dominio KH-2 (p.I1304N,
substituicdo de uma isoleucina na posicdo 304 por uma asparagina) leva a seu
desligamento dos polissomos €, por consequéncia, a um fenétipo grave da SXF em
humanos e a disfungdo em modelo de camundongo knock-in (Zang e col., 2009).

Propds-se que a FMRP, uma vez sintetizada, entre no ndcleo celular, onde se
associa a complexos ribonucleoproteicos, que deixam o nicleo e sdo transportados aos
dendritos, especificamente as suas espinhas. Estas sdo evaginagdes da membrana pos-
sinaptica de neurdnios excitatorios, que contém a densidade pds-sinaptica responsavel
pelo recebimento e transducdo do sinal proveniente do neurdnio pré-sinaptico (revisto
por Penzes e col., 2011). E nessas estruturas que a FMRP atua preponderantemente,

reprimindo RNAmM que s6 devera ter a sintese proteica ativada perante estimulo
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sindptico (revisto por Bhakar e col., 2012). Cérebros de pacientes com a SXF e de
camundongos nocautes do Fmrl apresentam espinhas dendriticas malformadas, sendo
mais longas, finas e densas do que em individuos sadios ou do tipo-selvagem, sugerindo
que a FMRP deva ter fun¢do na maturagdo sinaptica (Comery e col., 1997; Nimchinsky
e col., 2001).

Acredita-se que a interferéncia pelo RNA (RNAI) seja uma via importante para a
atuacdo da FMRP na regulacdo pds-transcricional da expressdo génica, uma vez que,
além de miRNAs, demonstrou-se que esta proteina interage com outros componentes do
complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC), em Drosophila e mamiferos
(Jin e col., 2004). Entre os miRNAs, encontra-se miR-125b, responsavel pela regulacéo
traducional da subunidade NR2A do receptor de glutamato NMDA (N-metil-D-
aspartato), cuja composicdo afeta profundamente a plasticidade sinaptica (Edbauer e
col., 2010). Produtos proteicos de muitos RNAm descritos como alvos da regulacdo da
FMRP estdo também envolvidos na funcdo sindptica, na sinalizacdo celular e no
desenvolvimento neuronal (Darnell e col.,, 2011). A Figura 1 apresenta uma
representacdo grafica da funcdo da FMRP nos dendritos.

FMRP faz parte de uma familia, que contém as pardlogas FXRP1 e FXRP2,
produtos da expressdo dos genes Relacionados ao X Fragil 1 (FXR1) e 2 (FXR2). As
trés proteinas tém capacidade de formar homo- e heterodimeros, que devem ser a
configuracdo enddgena natural para essas proteinas (Taminini e col., 1999). Diversos
experimentos revelaram que a FMRP se liga a proteinas de complexos
ribonucleoproteicos (Bardoni e col., 1999; Schenck e col., 2001; ElI Fatimy e col.,
2012); proteinas motoras do citoesqueleto, como a miosina Va (Ohashi e col., 2002) e
as cadeias pesadas da dineina e cinesinas 1 e 3 (Kanai e col., 2004; Ling e col., 2004;

Davidovic e col., 2007), além de interagir, diretamente ou por intermédio de RNAm,
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com proteinas envolvidas na exportacdo nuclear de RNAm, como a Tap/NXF1 (do
inglés, nuclear RNA export factor 1; Kim e col., 2008) e a proteina ligante da pequena
GTPase Ran (RANBP, Menon e col., 2004). Ha certa sobreposi¢do entre as associagdes
proteicas, dominios e fungdes da FMRP e os das proteinas paralogas da familia, citadas
mais adiante (Bardoni e col., 2001).

a Normal b sindrome do X fragil

mGIuR AMPAR

gl o0 |

B %J 3 gm %Jg
P)\ %; 2 SIE g];&
= - £

-
Py
o
GRNAm @ FMRP @Ribossomo P Fosfato %,/ Proteina nova

Figura 1: Modelo para a FMRP na regulagdo traducional em neurdnios pés-sindpticos. (a) A FMRP se
liga 2 um RNAm alvo no ndcleo celular (ndo mostrado) e é cotransportada com ele aos dendritos,
reprimindo sua traducdo. Mediante ativacdo do receptor metabotrépico de glutamato (mGIuR) na espinha
dendritica (a), a FMRP ¢ desfosforilada, permitindo que se prossiga a tradugdo de mensagens a ela
associadas. Essa sintese proteica resulta na internalizagdo do receptor de &cido o-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propiénico (AMPAR) e em depressdo de longa duracdo (LTD). (b) Em neurdnios sem
expressdo da FMRP, um subgrupo de proteinas dendriticas é superexpresso constitutivamente mesmo na
auséncia de estimulacdo de mGIuR, resultando em internalizacdo excessiva de AMPAR e em LTD
exacerbada. LTD e LTP (potenciacdo de longa duragdo) sdo mecanismos opostos, determinantes da forga
sindptica, estando diretamente relacionados a eliminagdo e fortalecimento sinapticos, respectivamente

(revisto por Lischer e Huber, 2010). (Figura adaptada de Santoro e col., 2012)

15



A alc¢a variavel do dominio KH-2 da FMRP

Dominios KH foram descritos como interfaces de interacdo a RNA ou
dimerizacdo proteica (Valverde e col., 2008). Eles sdo compostos por um motivo
minimo suficiente para ligacdo a RNA, que compreende uma folha-beta, seguido de
duas hélices-alfa e uma segunda folha-beta. Uma alca constante de quatro residuos
conecta as duas hélices-alfa. Em eucariotos, uma alga variavel liga o motivo minimo a
uma terceira folha-beta e outra hélice-alfa, formando o dominio KH candnico, que esta
presente em ambos 0s dominios KH da FMRP. O segundo dominio KH da FMRP (KH-
2) € codificado pelos éxons invariaveis 9, 10, 11, 12 e 13 do FMR1 (Fig. 2). Possui a
alca varidvel mais longa ja observada em humanos, que € codificada pelos éxons 11 e
12 do FMRL. Sabe-se que 0 éxon 12 do Fmr1l esta sujeito a splicing alternativo (Ashley
e col., 1993; Eichler e col., 1993; Verheij e col., 1993; Verkerk e col., 1993) e que sua
inclusdo ndo altera o quadro de leitura para traducdo, levando a uma extensdo da alca
variavel do dominio KH-2 da FMRP de 44 para 65 residuos, modulando, assim, seu
comprimento. O segmento de sequéncia dos éxons 11 e 12 do Fmrl estd ausente nos
genes paralogos FXR1 e FXR2, implicando-o em um papel diferencial e especializado,
ainda desconhecido, para a FMRP.

Para analisar a distribuicdo do segmento génico que codifica para a forma longa
da alca variavel do KH-2 da FMRP entre espécies animais, recuperamos sequéncias da
FMRP de 51 espécies de vertebrados que possuiam genes ortélogos ao Fmrl na base de
dados EnsEMBL (junho de 2012, European Molecular Biology Laboratory,
http://www.ensembl.org). Sequéncias da FMRP provenientes de tradugdo in silico
foram alinhadas (Clustalw2, http://www.ebi.ac.uk/clustalw). A alca variavel estendida
foi observada no dominio KH-2 da FMRP de todos os ort6logos de mamiferos que ndo

possuiam sequéncias ambiguas. Nessas 31 espécies de mamiferos, a alca varidvel do
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KH-2 da FMRP era codificada pelos éxons 11 e 12 do Fmrl. Em 30 espécies, 0 exon 12
do Fmrl codificava para 21 aminoacidos. Além disso, a sequéncia codificada pelo éxon
12 foi observada em um ortdlogo de uma espécie de lagarto, Anolis carolinensis,
embora ndo tenha sido possivel concluir se isso representa um artefato do
sequenciamento. De forma geral, o0 KH-2 da FMRP apresentou alguma variacdo de
aminoacidos, que era aparentemente menor nas regides codificadas pelos limites a 5° ¢
3’ do éxon 12. O segmento codificado pela jungdo entre os éxons 11 e 12 apresentou 13
residuos totalmente conservados entre 15. Sete dos dez Gltimos amino&cidos codificados
pelo exon 12 do Fmrl estavam totalmente conservados entre as 31 espécies de
mamiferos. Esses blocos de identidade mantém aberta a possibilidade de interacdo
molecular mediada pela alga variavel do dominio KH-2 da FMRP em sua forma mais

extensa.

- - [ e

9 110 M |12} 13 14 15 16 17 3

Figura 2: Diagrama representando a estrutura genémica do gene FMR1 (fora de escala) em que os 17
éxons estdo apresentados como retdngulos numerados e os introns como linhas. O éxon 12 estd
evidenciado na cor verde e sua excluséo do transcrito do FMR1 esta indicada abaixo deste éxon. Abaixo
da estrutura gendmica, setas, cilindros e linhas tracejadas indicam respectivamente folhas-beta, hélices-
alfa e a alca variavel do dominio KH-2 da FMRP. A posicdo de cada elemento correlaciona-se com o

éxon que o codifica.

Analises de etiquetas de sequéncias transcritas (EST) disponiveis na base de
dados de EST (junho de 2012, dbEST, http://www.ncbi.nih.nlm.gov/dbEST) indicaram

que a expressdo do exon 12 estd sujeita a splicing alternativo em pelo menos sete
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espécies (Ornithorhynchus anatinus, Rattus norvegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Bos
taurus, Macaca fascicularis e Homo sapiens).

Como visto, no SNC de mamiferos, a expressdo do FMR1 é especialmente
elevada em neurbnios do hipocampo, cértex cerebral e cerebelo (Abtibol e col., 1993).
Nosso grupo demonstrou que h& aumento significativo dos niveis do éxon 12 em
transcritos do Fmrl de rato, em cdrtex cerebral e cerebelo, entre o décimo nono dia
embrionario (E19) e o segundo dia pos-natal (P2; Velloso, 2008). Os dados foram
corroborados por Western blotting e imunohistoquimica usando um anticorpo policlonal
(3460) desenvolvido em nosso laboratorio que detecta nas isoformas da FMRP o
segmento codificado pelo éxon 12 do Fmrl, e sua andlise estendida a periodos
embrionérios (E12-E18) e pos-natais (P2-P42). Além disso, os niveis das isoformas da
FMRP que expressam o éxon 12 do FMR1 mostraram-se baixos no embrido de rato e
em células ndo diferenciadas in vitro. A diferenciacdo neuronal in vitro aumentou 0s
niveis de expressdo dessas isoformas. Ao Western blotting, as isoformas da FMRP que
expressam o éxon 12 do Fmrl tiveram expressdo observada ao longo da janela pés-natal
avaliada em cortex cerebral e cerebelo, mas ndo no hipocampo (Velloso e col., em

preparacéo).

Splicing alternativo e sua regulagéo

A flexibilidade no uso preferencial de um ou outro sitio de splicing é mediada
por interacbes entre sequéncias especificas de nucleotideos (elementos em cis,
acentuadores ou silenciadores) e componentes proteicos diversos (elementos em trans,
ativadores ou repressores), que interagem entre si e acabam por alterar a afinidade entre
o0 spliceossomo e sitios de splicing especificos (Blencowe, 2006; Sun e col., 1993).

Essas sequéncias acessorias de ribonucleotideos - elementos em cis - com seus fatores
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de regulacdo sdo essenciais ao splicing alternativo. Elementos em cis sdo sequéncias
curtas, com menos de dez bases, frequentemente degeneradas, que podem estar
localizadas em introns ou éxons e que sdo capazes de modular o splicing mesmo a
grandes distancias (até 1 kb). Essas sequéncias podem ser agrupadas em quatro classes:
acentuadores intronicos (intronic splicing enhancers, ISE), silenciadores intronicos
(intronic splicing silencers, ISS), acentuadores exonicos (exonic splicing enhancers,
ESE) e silenciadores exdnicos (exonic splicing silencers, ESS; Furdon e Kole, 1988;
Wang e Burge, 2008).

Os elementos em trans, por outro lado, sdo proteinas de diversas familias, com
dominios de ligacdo a RNA e dominios de interagdo proteica, através dos quais se
associam ao spliceossomo. Proteinas da familia SR (ricas em serina e arginina), por
exemplo, interagem com acentuadores exonicos, inclusive em éxons constitutivos.
Estudos com essas proteinas revelaram que sua interagdo com sequéncias internas aos
éxons serve como um sinalizador para a atuacdo do spliceossomo, mesmo no splicing
convencional, levando a conclusdo que a definicdo da sequéncia exdnica pela
maquinaria nuclear, a qual é importante para discriminar entre éxons e introns, ndo
depende apenas da presenca de sitios doadores ou receptores de splicing, mas também
de marcadores exonicos e intronicos auxiliando na determinagdo do produto final do
splicing (Zheng, 2004).

Silenciadores exo0nicos, por sua vez, sdo comumente reconhecidos por
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs), dentre as quais a hnRNP Al,
que age antagonicamente as proteinas SR, ou seja, sua interacdo predominante com um
éxon pode levar a exclusdo desse éxon do transcrito maduro (Mayeda e col., 1993).
Além disso, a existéncia de silenciadores, tanto intrénicos quanto exdnicos, parece estar

associada a supressdo da inclusdo de pseudo-éxons em transcritos maduros, sugerindo
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um papel central para essas sequéncias mesmo no splicing convencional (Pozzoli e
Sironi, 2005). Uma representacdo da interacdo entre componentes do spliceossomo e

elementos de regulagéo do splicing pode ser vista na Figura 3.

snRNP U2

snRNP Ul

complexo
regulatorio

e ISE ISE ISE
sitio de sitio3'e ESE ESS ESE
ramificagdo trato poli-Y

sitio 5'

Figura 3: Representagdo esquematica de componentes centrais do spliceossomo nas defini¢cdes exdnica e
intrbnica. S&o apresentados um éxon (retdngulo vermelho) e parte dos introns adjacentes. SnRNPs Ul e
U2 séo os complexos ribonucleoproteicos dos RNAs pequenos nucleares SnRNA Ul e U2. snRNP U1,
através do snRNA U1, é responsavel pela identificacdo do sitio doador de splicing (aqui, apresentado na
regido 5° do segundo intron). U2AF é o fator auxiliar de snRNP U2, composto pelas subunidades de 65
kDa (elipse amarela) e 35 kDa (circulo amarelo associado), responsaveis pela identificacdo do sitio
receptor de splicing do pré-RNAm (aqui apresentado no primeiro intron) e do trato de polipirimidina
(série de Ys). snRNP U2, através do snRNA U2, reconhece o ponto de ramificagdo (apresentado no
primeiro intron) para posterior formacéo do intermediario em lago (ndo representado na figura). Estes
elementos descritos sdo candnicos. Elementos regulatérios em cis (ESE, acentuador ex6nico; ESS,
silenciador exdnico; ISE, acentuador intrénico) e em trans (SR, proteina rica em serina e arginina;
hnRNP, ribonucleoproteina heterogénea nuclear) também estdo representados. Apesar de o diagrama
representar regulacdo positiva para proteinas SR e negativa para hnRNP, sua atuacdo local depende da

posicdo do elemento em cis ao qual se ligam. (Adaptado de Irimia & Blencowe, 2012)

Assim como 0s éxons, 0s introns tambeém séo alvos de proteinas reguladoras do
splicing. Acentuadores intrénicos, por exemplo, sdo reconhecidos por proteinas como
TIAL (do inglés, TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein) e CELF (do

inglés, CUG-binding protein and ETR-like factors), enquanto silenciadores localizados

nos introns se associam tanto as proteinas SR quanto a hnRNP A1, levando a inibicao
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do splicing. Assim, observa-se que a atuacdo de fatores em trans depende também da
localizagio dos fatores em cis com os quais eles interagem. E a combinagio de todos
esses fatores que determinara a forma madura dos transcritos provenientes do splicing
alternativo, tendo sido denominado efeito combinatério, de forma anéloga ao que ocorre
na transcrigdo génica de eucariotos (Black, 2003).

No cérebro de mamiferos, o splicing alternativo é responsavel por grande parte
da diversidade protedmica observada, estando envolvido na producéo de diversidade de
isoformas proteicas de diferentes receptores de neurotransmissores e proteinas de canal
ibnico. Podemos citar os exemplos seguintes: no RNAm para o receptor de &cido gama-
amino-butirico (GABA,, a inclusdo ou exclusdo de um exon-cassete por splicing é capaz
de mediar a afinidade de isoformas do receptor por agonistas benzodiazepinicos
(Quinlan e col., 2000). O receptor D2, um receptor de dopamina associado a proteina G,
tem sua expressdo modulada por splicing de seus transcritos, resultando em diferencas
na interacdo do receptor com a proteina G e na consequente atividade da adenilil ciclase
(Guiramand e col., 1995). O receptor NMDA R1, um canal catidnico e receptor de
glutamato, associado a plasticidade sinaptica e desenvolvimento neuronal, tem sua
presenca na membrana plasmatica dependente da inclusdo por splicing de um éxon
cassete, C1, no RNAm que codifica para essas isoformas (Ehlers e col., 1995; 1998).

A existéncia de uma gama de fatores em cis e em trans permite uma regulacao
fina dos niveis celulares dos transcritos sujeitos a esse processamento, possibilitando
assim alteragfes na composicdo do transcriptoma de determinado tipo celular ao longo
do desenvolvimento, como observado em nosso laboratorio para o éxon 12 do Fmrl.
Essa variacdo ao longo do tempo é observada em diversos transcritos de expressao
cerebral, inclusive naqueles relacionados a sinaptogénese, como os que codificam para a

glutamato descarboxilase (GAD), enzima responsavel pela sintese do neurotransmissor
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GABA (Popp e col., 2009), e a plasticidade sinaptica, como os que codificam para o
subtipo B da cadeia pesada da miosina ndo-muscular 1l (MHC-IIB), que atua na
regulacdo da morfologia de espinhas dendriticas (Miyazaki e col, 2000).

Além do efeito combinatério entre elementos em cis e em trans, o splicing
alternativo, assim como a definigcdo exdnica, pode ser modulado pelo tamanho de éxons
e introns e por alteragdes locais na cromatina. ObservacGes sugerem que nucleossomos
se encontram enriquecidos sobre sequéncias exonicas, principalmente aqueles
apresentando uma modificacdo especifica, como a trimetilacdo da lisina 36 da histona 3
(H3K36me3; Schwartz & Ast, 2010). Nesse caso especifico, a modificacdo é
reconhecida por uma proteina adaptadora, MRG15, que, por sua vez, facilita o
recrutamento da proteina repressora de splicing PTBP1 (Luco e col., 2010). Outra
modificagdo na histona 3, a trimetilacdo da lisina 9 (H3K9me3), acarreta a reducdo da
taxa de elongamento da polimerase Il de RNA (Saint-André e col., 2011). Dado que o
splicing é um evento co-transcricional (Beyer e Osheim, 1988), a taxa de elongamento
pode afetar o processamento do pré-RNAm pelo spliceossomo, influenciando, por
exemplo, a inclusdo de determinados éxons, principalmente aqueles a 3’ (Carrillo

Oesterreich e col., 2010).

Regulacdo do splicing alternativo do éxon 12 do Fmrl

Como mencionado, nossos dados indicam que a manuten¢do do éxon 12 no
RNAmM maduro do FMR1 é um evento funcionalmente relevante no cértex cerebral e
cerebelo do rato pds-natal. Buscando verificar como o splicing do éxon 12 do FMRL1 é
regulado, identificaram-se in silico alguns elementos candidatos a ISE no intron 12
deste gene (Velloso, 2008). Um mini-gene foi produzido contendo a sequéncia

genémica do éxon 11 ao éxon 13 do Fmrl em um vetor de expressdo para células de
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mamiferos. Em células C6 (linhagem imortalizada derivada de glioma de rato), o padrdo
de expressdo do mini-gene foi a inclusdo preferencial do éxon 12 do Fmrl nos
transcritos expressos pelo minigene a partir do promotor do vetor recombinante. A
delecdo do segmento do intron 12 contendo os elementos candidatos a ISE inverteu o
padrdo de splicing para exclusdo preferencial do éxon 12, corroborando o potencial de
que aquele segmento intronico abrigue elementos acentuadores de splicing do éxon 12
do Fmrl.

Como explicado, as definicBes exbnica e intrénica no transcrito primario sdo
feitas pela interacdo entre elementos transcritos (em cis) e proteicos (em trans). A
disponibilidade desses elementos em trans depende logicamente do padréo de expresséo
génica da celula. Baseando-nos em resultados de Western blotting obtidos em nosso
laboratério, temos a hipotese de que o cértex cerebral e o cerebelo, nos primeiros 42
dias de vida do rato, constituem-se tecidos e fase de desenvolvimento em que h&
expressdo de proteinas reguladoras (ativadoras) de splicing do éxon 12 do pré-RNAm
do Fmrl. Este trabalho apresenta resultados sobre a busca por proteinas do cortex
cerebral de rato que se ligam a elementos do intron 12 do Fmr1.

A estratégia experimental adotada foi a realizacdo de ensaios de precipitacdo por
afinidade entre RNA biotinilado, contas de estreptavidina e proteinas de extratos
nucleares de cortex cerebral de rato, entre os dias pos-natais 21 (P21) e 28 (P28). Os
resultados foram avaliados por espectrometria de massas. Neste contexto, os clones de
minigene, tipo-selvagem e deletado, produzidos em nosso laboratorio para avaliacdo do
splicing do éxon 12 do Fmrl, constituiram ferramentas importantes para a geragéo de

transcritos-alvo, além do uso de oligorribonucleotideos biotinilados.
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o levantamento de proteinas

candidatas a ativacdo do splicing do éxon 12 do gene Fmrl. Para isso, foram nossos

objetivos especificos:

1. a transcricdo e biotinilacdo de RNA in vitro a partir de DNA de clones tipo-

selvagem e deletado do mini-gene do éxon 12 do Fmr1;

. aobtencdo de extrato nuclear de cortex cerebral de ratos jovens (P21 a P28);

. 0 desenvolvimento de ensaios de precipitacdo por afinidade entre proteinas do

extrato nuclear de cortex cerebral e RNA biotinilado contendo elementos

regulatérios em potencial da inclusdo do éxon 12 em transcritos do Fmr1;

. aanalise comparativa dos resultados por espectrometria de massas.

Conclusoes

1) A partir de extratos nucleares de cértex cerebral de ratos entre P21 e P28 e

transcritos de RNA biotinilados, contendo pelo menos parte da porcédo 5° do
intron 12 do Fmr1, foram identificadas em ensaios de precipitacdo por afinidade

26 proteinas candidatas a interagir com esse segmento de RNA.

2) As proteinas candidatas foram selecionadas por ndo se apresentarem de forma

significativa no controle negativo do ensaio e porgue suas analises em bancos de
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dados indicaram distribuicdo nuclear, presenca de dominios de ligacdo a RNA e

potencial para atuagcdo como fatores de splicing.
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V. Lista de acrébnimos
pL - microlitro

puM - micromolar

AMPA - 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico

BC1 - brain cytoplasmic RNA1

BSA - bovine serum albumin

C6 - linhagem cellular derivada de glioma de rato

CELF - CUG-binding protein and ETR-like factors

CIAP - calf intestinal alkaline phosphatase

CMV - promotor de citomegalovirus

DEPC - dietilpirocarbonato

DNA - &cido desoxirribonucleico

E(n) - dia de vida embrionéria

E. coli - Escherichia coli

EDTA - &cido etilenodiaminotetraacético

ESE - exonic splicing enhancer

ESS - exonic splicing silencer

FMR1 - gene do Retardo Mental do X Fragil

FMRP - proteina do retardo mental do X fragil

FXPOI - insuficiéncia ovariana primaria associada ao X fragil
FXR1/2 - genes relacionados ao X fragil

FXTAS - sindrome de tremor e ataxia associada ao X fragil
GABA - 4cido gama-amino-butirico

GAD - glutamato descarboxilase

H2B - histona H2B
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H4 - histona H4

hnRNP - ribonucleoproteina heterogénea nuclear
IgG - imunoglobulina G

ISE - intronic splicing enhancer

ISO - isoforma

ISS - intronic splicing silencer

kDa - kilodalton

KH - dominio homélogo a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K
LTD - depressdo de longa duracéo

LTP - potenciacao de longa duragao

MCS - sitio de clonagem multipla

MGIUR - receptor de glutamato metabotropico
mIiRNA - microRNA

NES - sinal de exportacdo nuclear

NLS - sinal de localizag&o nuclear

NMDA - N-metil-D-aspartato

NR - ndo-recombinante

°C - grau Celsius

P(n) - dia de vida pés-natal

pb - pares de base

pcDNA3.1 - vetor plasmidial de expressdo em mamiferos
PCR - reacdo em cadeia da polimerase

pmol - picomol

PTBP1 - polypyrimidine tract-binding protein 1
RANBP - proteina ligante da pequena GTPase Ran

RGG - dominio rico em arginina e glicina
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RISC - complexo de silenciamento induzido pelo RNA

RNA - &cido ribonucleico

RNA. - interferéncia pelo RNA

RNAmM - RNA mensageiro

RNasin - inibidor de ribonuclease

RPM - rotagGes por minuto

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis
SNC - sistema nervoso central

SnRNP - ribonucleoproteina pequena nuclear

SR - proteinas ricas em serina e arginine

SXF - sindrome do X fragil

T7 - promotor do bacteriéfago T7

Tap/NXF1 - nuclear RNA export factor 1

TCA - &cido tricloroacético

TIAL - TIAL cytotoxic granule-associated RNA binding protein
U - unidade de enzima

U2AF - fator auxiliar de snRNP U2

UTR - regido néo traduzida

WT - wild-type, tipo-selvagem

36



