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Abstract

The completion of multiple vertebrate genome sequences has presented an
important challenge to understand and predict function from primary DNA sequence,
particularly for non—coding sequence. It is commonly hypothesized that evolutionary
conservation predicts functional DNA sequences, including those involved in
regulating gene transcription, although sequence conservation has proven to be an
imperfect predictor of enhancer function. Type XVIII collagen is a component of
most basement membranes; mutations in the COLIS8AI gene lead to Knobloch
Syndrome, an autosomal recessive disease characterized by vitreoretinal and macular
degeneration and occipital encephalocele. COLI841 has 43 exons that transcribe
three isoforms from two different promoters. The three isoforms display complex
patterns of tissue-specific expression, including in kidney, lung, brain, and retina.
Expression levels of COLIS8A1 are thought to be clinically important in
vasculogenesis, and in predisposition to hepatocarcinoma and diabetes type 2.
Therefore, identification of the regulatory regions will provide insight into normal and
pathogenic regulation of COL18A1 expression. Furthermore, endostatin and FRZC18
are cleaved fragments from collagen XVIII that are involved in Wnt signaling,
however in vivo role of FRZC18 has not been investigated yet in any model organism.
Thus, a deeper investigation of FRZCI18 role in Wnt signaling is indubitable
necessary, as well as a comprehension of COL18A41 regulation by Wnt signaling. We
have employed an efficient system of transgenesis in the zebrafish to functionally
evaluate potential enhancer elements regulating COLI8A1 transcription. We
identified four enhancer elements that control transcription consistent with zebrafish

endogenous coll8al, in tissues including retina, kidney, blood vessels, gut, cartilage



and liver. Although the algorithms we used did not detect non—coding conservation
from human to teleosts at the COLI8A41 locus, the human sequences functioned
appropriately in zebrafish transgenics. Additional post hoc computational analysis
revealed detectable sequence similarities between human and zebrafish in or near two
of the four enhancer regions. We tested one of these zebrafish regions and confirmed
orthologous enhancer activity. We functionally tested FRZC18 with its mRNA
overexpression in zebrafish embryos. This experiment resulted in embryos with
phenotype remaining slb and ppt, mutants of non-canonical wnt components. This
result points FRZC18 as an antagonist of non-canonincal Wnt signaling possibly by
interaction with Wntl1 and Wnt5. We dissected COLI8A1 promoter 1 and it showed
characteristics of a housekeeping gene and similarities with promoter 2 and we also
showed possible TCF/LEF binding to COL18A41 promoters. Wnt signaling responded
to downregulate promoter activity of COLI8AI and also decrease its expression by
overexpression of B-catenin. This work broadly elucidated COLI8AI cis regulatory
elements and better characterized its role in Wnt signaling as an antagonist of non-

canonical and also as a target of canonial signaling.



Resumo

A conclusdo do seqiiénciamento do genoma de multiplos vertebrados trouxe
um importante desafio para entender e predizer fungdo, particularmente para
seqiiéncias ndo-codificantes, a partir de seqiiéncias primarias de DNA. A hipotese de
que a conservagdo evolutiva prediz seqiiéncias funcionais ¢ comumente aceita,
inclusive para seqiiéncias envolvidas na regulacao da transcri¢do génica, mesmo que a
conservagdo de seqiiéncias tenha gerado imperfeitas predigdes de enhancers
(acentuadores) funcionais. O coladgeno tipo XVIII ¢ um componente da maioria das
membranas basais; mutacdes no gene COLI8A1 levam a sindrome de Knobloch, uma
doenca autossdmica recessiva caracterizada por degeneracgao vitreoretiniana e macular
e encefalocele occipital. O COLI8AI tem 43 exons que transcrevem trés isoformas a
partir de dois promotores diferentes. As trés isoformas apresentam um complexo
modelo de expressdo tecido-especifico, incluindo expressdo em rim, pulmao, cérebro
e retina. Os niveis de expressdo do COLI841 sao considerados clinicamente
importantes na vasculogenese, € em predisposi¢do para o hepatocarcinoma e diabetes
tipo 2. Dessa forma, a identificacdo de regides regulatdrias fornecerd indicios sobre a
regulagdo da expressdo do COLI8A41 em estados normal e patogénico. Além disso, a
endostatina e o0 FRZC18 sdo fragmentos proteoliticos do colageno XVIII envolvidos
na sinalizagdo Wnt. No entanto, o papel in vivo do FRZC18 ainda nao foi estudado.
Uma profunda investigacdo do papel deste dominio na via de sinalizagdo Wnt ¢
indubitavelmente necessaria, bem como a compreensdo da regulacdo do COLI8AI
pela via de Wnt. Empregamos um sistema eficiente de teste em zebrafish para analisar
o potencial funcional de elementos enhancers na regulagdo transcricional do
COL18A1. Identificamos quatro elementos enhancers que controlam a transcri¢cdo

consistente com o coll/8al enddgeno de zebrafish, em tecidos incluindo retina, rim,



vasos sanguineos, intestino, cartilagem e figado. Apesar dos algoritmos utilizados nao
tenham detectado conservacdo em seqiiéncias ndo-codificantes de humanos a
teledsteos no locus do COLISAI estudado, as seqliéncias humanas funcionaram
apropriadamente em zebrafish transgénicos. Adicionais analises computacionais post
hoc revelaram similaridade entre seqiiéncia humana e de zebrafish dentro ou proximo
das quatro regides enhancers. Testamos funcionalmente o FRZCI18 com
superexpressdo de seu RNAm em embrides de zebrafish. Este experimento resultou
em embrides com fendtipos que assemelharam a mutantes da via ndo-candnica de
Wnt (slb e ppt). Este resultado aponta o FRZC18 como um antagonista da via de
sinalizagdo ndo-candnica de Wnt, possivelmente por interacio com Wntll e Wnt5.
Dissecamos o promotor 1 do COLI8AI, o qual mostrou caracteristicas de genes
“housekeeping” e similaridades com o promotor 2 do COLI841. Também mostramos
possivel ligacdo de TCF/LEF aos promotores do COLI84I. A via de Wnt levou a
redugdo de atividade dos promotores do COLI8A1 e também redugdo dos niveis de
expressdo através de superexpressdo de B-catenina. Este trabalho elucidou de forma
geral, os elementos regulatorios em cis do COLI841 e melhor caracterizou o seu
papel na via de sinalizagdo Wnt como um antagonista também da via ndo-candnica e

como um alvo da via canonica.



Introducao

1.1. Colagenos

Os colagenos sdo elementos estruturais encontrados em tecidos conectivos e
intersticiais, virtualmente em todos os Orgdos parenquimais, representando os
constituintes mais abundantes da matriz extracelular (Prockop e Kivirikko, 1995). Os
membros da familia dos colagenos sdo caracterizados por apresentarem um dominio
central de colageno (COL) formado por repeti¢des triplas de Gly-Xaa-Yaa (as
posigoes Xaa e Yaa sdo frequentemente ocupadas por prolina e hidroxiprolina)
relacionadas com a formagdo da estrutura de triplas hélices; no entanto os colagenos
variam em tamanho, funcdo e distribui¢do tecidual (Gelse, Poschl et al., 2003).
Dominios ndo-colagenosos (NC) podem ser encontrados em regides terminais de
alguns tipos de colagenos, como no colageno XV, e ausentes em outros tipos, como
no colageno 1. Cerca de 26 colagenos, geneticamente distintos, foram descritos até o
momento (Myllyharju e Kivirikko, 2001). A familia dos colagenos pode ser dividida
em dois grupos, fibrilares e ndo-fibrilares. Os coldgenos fibrilares (Ex: tipos 1, 11, III,
V e XI) garantem flexibilidade e resisténcia aos tecidos e representam
aproximadamente 90% de todos os colagenos. Os coldgenos ndo — fibrilares (Ex:
tipos IV, X, XII, XIV, XV e XVIII) apresentam grande heterogeneidade em estrutura,

localizagdo e fung¢do (Prockop e Kivirikko, 1995; Gelse, Poschl et al., 2003).



1.2. Colageno tipo VXIII

O colageno XVIII pertence ao grupo dos coldgenos nao — fibrilares, formando
junto com o colageno XV o subgrupo das MULTIPLEXINAS (multiplos dominios
triplas hélices com interrup¢des) (Oh, Kamagata et al., 1994; Oh, Warman et al.,
1994). O ¢cDNA do colageno XVIII foi clonado em 1993/94, permitindo a elucidagio
da cadeia al de sua estrutura primaria (Abe, Muragaki et al., 1993; Oh, Warman et
al., 1994; Rehn e Pihlajaniemi, 1994), esta formada por polipeptideos com 11
dominios nao - colagenosos (NC1-NCI11) e 10 dominios colagenosos (COL1-COL10)
(Oh, Warman et al., 1994; Rehn, Hintikka et al., 1994). O coldgeno XVIII ¢ uma
heparan-sulfato proteoglicana e possui uma variante polipeptidica caracterizada pela
presenca de trés dominios ndo-colagenos na por¢ao N-terminal, diferente do colageno

XV, uma condroitil - sulfato proteoglicana (Saarela, Ylikarppa ef al., 1998).

O gene COLIS8AI foi mapeado no cromossomo 21q22.3, apresenta
aproximadamente 105 kb e inclui 43 exons, sendo que o intron 2 corresponde a quase
metade do tamanho total do gene (Oh, Warman et al., 1994). Seu ortélogo em
camundongos esta localizado no cromossomo 10 e apresenta caracteristicas similares
ao humano (102 kb total e 43 exons) (Rehn, Hintikka et al, 1994). Foram
identificadas 3 isoformas do coldgeno XVIII e a transcricdo para essas variantes
ocorre através de dois promotores alternativos, o promotor 1 localizado “upstream” ao
exon 1 e codifica a isoforma curta do colageno XVIII, denominada NC1-303 com
1336 aminoacidos (aa). Esta isoforma ¢ formada pelos exons 1, 2 ¢ 4 — 43. O
promotor 2 esta localizado “upstream” ao exon 3 e codifica a isoforma longa (NC1-
728 com 1751 aa) e média (NC1-493 com 1516 aa), ambas formadas pelos exons 3 e

4 — 43. O exon 3 apresenta um “splicing” alternativo responsavel pela formagao de



dois transcritos que variam em tamanho, os RNAs das isoformas longa e média. Visto
que, as isoformas curta e longa apresentam a mesma porcao carboxi-terminal no exon
43, a diferenga existente entre elas ¢ o peptideo sinal na por¢do amino-terminal

(Elamaa, Snellman et al., 2003).
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Figura 1. Esquema do gene COLI8A41, com dois promotores, 43 exons e 3
isoformas distintas (linhas tracejadas). A isoforma longa é gerada por “splicing”
no exon 3 (Figura modificada de (Suzuki, Sertie ez al., 2002).

Em geral, o colageno XVIII é expresso em rim, figado, pulmao e onipresente
em membranas basais (Rehn, Hintikka et al,, 1994; Halfter, Dong et al, 1998;
Saarela, Rehn et al., 1998; Saarela, Ylikarppa et al., 1998). Porém, a existéncia de
dois promotores alternativos no gene COLI8A41 possibilita a expressdo diferenciada
das variantes do coldgeno entre os tecidos. Assim como em camundongos, a variante
NC1- 303 de humanos (homologa a variante NCI- 301 de camundongos) ¢
encontrada predominantemente no rim e em niveis inferiores no coragdo, placenta e
parede endotelial (Saarela, Ylikarppa ef al., 1998), além disso, esta isoforma também
foi encontrada na retina e cérebro (Sertie, Sossi et al., 2000). A variante NC1-493 ¢
expressa principalmente no figado e a variante NC1- 728 no pulmao, figado e em
menores concentragdes no coragdo, cérebro e em musculo esquelético fetal
(Muragaki, Timmons et al., 1995; Saarela, Rehn ef al., 1998; Saarela, Ylikarppa ef al.,
1998). A expressdo do colageno XVIII ja foi investigada em outras espécies mais
distantes evolutivamente, como galinha e zebrafish, e um padrdo de expressdo similar
foi verificado. Em zebrafish o coll8al foi detectado em placa neural anterior e

células adaxiais (estdgio de 5 somitos), cérebro anterior e mediano, notocorda,



espinha cordal, epiderme, ductos pronéfricos, mioseptum, vesicula 6tica, campo
ocular e primordios de nadadeira peitoral (estagio de 24hpf a 48hpf) (Haftek, Morvan-
Dubois et al., 2003). Em galinhas o coll/8al foi detectado em retina, cépsula das
lentes, epiderme, rim, pulmdo, ganglio e nervos do sistema nervoso periférico,

espinha cordal e vasos sanguineos (Halfter, Dong et al., 1998).

A funcao do colageno XVIII ainda ndo ¢ bem definida em todos os tecidos em
que o mesmo ¢ expresso, no entanto, trabalhos tém demonstrado a relacdo deste
coldgeno com algumas doengas, evidenciando sua importdncia para o bom
funcionamento de alguns tecidos e oOrgdos. Em 2000 Sertié e colaboradores,
verificaram que uma mutag¢do no intron 1 do gene COLI8A41 causa a Sindrome de
Knobloch (SK), e neste caso hd comprometimento somente da isoforma curta. Este
trabalho demonstrou pela primeira vez que o gene do COLI8A1 ¢ o responsavel pela
etiologia desta sindrome e confirmou que esta doenga faz parte do grupo das

colagenopatias (Sertie, Quimby ef al., 1996; Sertie, Sossi et al., 2000).

A Sindrome de Knobloch ¢ uma desordem autossomica recessiva definida pela
ocorréncia de alta miopia, degeneragdo vitreoretiniana com descolamento da retina,
anormalidades maculares e encefalocele occipital. Existe uma variabilidade clinica
entre os afetados, porém, todos os pacientes apresentam anormalidades oculares
severas. A encefalocele também ¢ um dos aspectos clinicos mais observados (Czeizel,
Goblyos et al, 1992; Passos-Bueno, Marie et al, 1994). Em 2002 foram
identificadas novas mutagdes patogénicas relacionadas ao fendtipo da SK, sugerindo
que as outras isoformas do coldgeno XVIII também poderiam desempenhar um papel

critico na organiza¢do e manutencdo do olho humano (Suzuki, Sertie et al., 2002).



As anormalidades oculares encontradas em pacientes com a SK sugerem um
papel importante do COLI8A41 principalmente em estruturas oculares. Além disso,
defeitos em migragdo neuronal também foram relatados em pacientes com KS.
Caenorhabditis elegans com falta de colageno XVIII apresentam defeitos em
migracdo celular e direcionamento axonal (Ackley, Crew et al., 2001), indicando o
papel funcional do coldgeno XVIII também na migracdo neuronal. Mas
molecularmente ndo se conhece o mecanismo que o colageno XVIII possa estar

envolvido na migrac¢ao neuronal.

Camundongos nocautes para o colageno XVIII apresentam atraso na regressao
dos vasos hialoides apds o nascimento e outros defeitos oculares, como atrofia das
células epiteliais ciliares, descolamento do epitélio pigmentar da retina e reducdo da
pressdo intra-ocular dependente do avanco da idade (Fukai, Eklund et al., 2002;
Marneros e Olsen, 2003). Os camundongos nocautes (Coll/8al 7/ ) também t€ém ampla
membrana basal dos tiibulos renais, alteracdo na matriz mesangial dos gromérulos e
elevado nivel de creatinina no plasma, e ainda pode desempenhar um papel na
suscetibilidade a danos renais associados a diabetes (Utriainen, Sormunen et al.,
2004). Dessa forma, ¢ incontestdvel o importante papel do colageno XVIII em
diferentes tecidos, porém ainda pouco se conhece sobre regulagdo de sua expressao

tecido-especifico e mecanismos moleculares envolvidos.

1.2.1. Fragmentos clivados do Colageno VXIiI

A endostatina e o Frizzled (FRZC18) sdao fragmentos proteoliticos do colageno

XVIII, representando dominios de alta conservacdo com outras espécies. A



endostatina apresenta 20- KDa e ¢ derivada dos ultimos 184 residuos da porcao C-
terminal do colageno XVIII, regido com cerca de 99% de homologia entre humanos e
camundongos (Saarela, Ylikarppa et al., 1998). A endostatina tem capacidade de
inibir a proliferacdo de células endoteliais, angiogénese, crescimento metastatico e
também inibir o crescimento em tumores primarios (O'reilly, Boehm et al., 1997).
Pacientes com Sindrome de Down, os quais tém menor incidéncia de tumores sélidos,
mostraram niveis plasmaticos elevados de endostatina, indicativo de agdo como
agente protetor para o desenvolvimento de tumores sélidos (Zorick, Mustacchi ef al.,
2001). O polimorfismo D104N localizado no dominio da endostatina foi recentemente
associado ao cancer de mama esporadico (Lourenco, Cardoso-Filho et al., 2006). A
endostatina tem sido investigada quanto ao seu poder anti-angiogénico em diversos
tumores e também em estudos terapéuticos (Wu, Ding et al., 2008; Hu, Kou ef al.,

2009; Retsky, Hrushesky et al., 2009).

Uma segunda regido proteolitica do colageno XVIII de alta conservacdo entre
humanos, camundongos e Xenopus ¢ o dominio Frizzled (FRZCI18), derivado da
por¢cdo N-terminal da variante longa (Elamaa, Snellman et al., 2003). O FRZCI18
apresenta 120 aminodcidos contendo uma seqiiéncia de 10 cisteinas invariavelmente
espagadas, “cysteine rich domain” (CRD). A regido FRZC18 ¢ homologa a parte
ligante dos receptores envolvidos na via de sinalizagdo Wnt e proteinas soliveis
relacionadas ao Frizzled (sFRPs). As sFRPs sdo proteinas antagonistas que ligam-se
diretamente aos Wnts ou a seus receptores (Kawano e Kypta, 2003). Recentemente, o
FRZC18 foi descrito como inibidor da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, com
potencial de diminuir crescimento de células tumorais através do aumento de morte
celular em linhagens celulares de cancer humano com ativacio de B-catenina

(Quelard, Lavergne et al., 2008). A endostatina quando injetada em embrides de



xenopus leva a inibi¢do da via de wnt/ B-catenina através de inducdo da degradacao
citoplasmatica (Hanai, Gloy et al, 2002). Dessa forma, os dois fragmentos
proteoliticos do colageno XVIII demonstram capacidade de interferéncia na via de
sinalizacdo Wnt, porém estudos adicionais sdo necessarios para melhor detalhamento
e funcdo do colageno XVIII na via de sinalizacdo Wnt. O COLI8A41 ainda ndo foi
estudado como alvo de B-catenina, um ponto importante para responder questdes
pertinentes ao envolvimento do colageno XVIII e seus fragmentos proteoliticos nesta

via de sinalizagao.

1.3. Sinalizagao Wnt

Os Wnts compreendem uma familia conservada de moléculas glicoprotéicas
de sinaliza¢do envolvidas em desenvolvimento e processos bioldgicos, incluindo
proliferacdo, diferencia¢do e polaridade celular (Logan e Nusse, 2004). A sinalizagdo
Wnt ¢ agrupada em duas classes: candnica e ndo-candnica (Baksh e Tuan, 2007).

O mecanismo principal da sinalizacdo canonica ¢ dependente de estabilizagdo
de B-catenina no citoplasma, ativando genes alvos dos fatores de transcri¢do
TCF/LEF. Na auséncia de sinalizagdo Wnt, ocorre ubiquitinacdo de B-catenina e sua
degradacao pelo proteosomo. O complexo citoplasmatico de degradagdo que se liga a
-catenina ¢ consistindo em pelo menos Axina, proteina APC e GSK-3. A ativagdo da
via candnica inicia-se com ligacdo de Wnt ao respectivo receptor Frizzled e a
correceptores LRP5-6 (“LDL receptor related protein”), transduzindo sinal para
Dishevelled (Dsh) e para Axina, levando a inibi¢do da fosforilacdo de B-catenina e

inibi¢do de sua degradacdo. Os niveis elevados de B-catenina no citoplasma leva ao



seu acumulo no nucleo e formacdo de complexo ativador com os fatores de
transcrigdo TCF/LEF e consequentemente, indugdo transcricional de genes alvos.
Mutagdes que promovem a ativa¢do constitutiva da via candnica podem levar ao
cancer (Logan e Nusse, 2004). O melhor exemplo conhecido ¢ a Polipose Familiar
Adenomatosa (FAP), uma doenga autossomica dominante em que os pacientes
apresentam polipos no cdlon e ativagdo exacerbada de B-catenina (Ponti, Losi et al.,
2008). Mutacdes que levam a perda de fungdo em Axina foram descritas em
hepatocarcinomas (Taniguchi, Roberts et al, 2002). Ativacdo da via Wnt esta
envolvida com numa grande variedade de tipos tumorais (Logan e Nusse, 2004;
Doucas, Garcea et al., 2005). Além disso, o aumento e diminuigdo de B-catenina tem
papel importante durante osteogéneses e adipogénese, incitando e inibindo
respectivamente (Bowers e Lane, 2008; Errera, Canani et al., 2008; Pederson, Ruan et

al., 2008).

A via ndo-canonica envolve outras proteinas ndo relacionadas com B-catenina,
e ativa vias de sinaliza¢do como a “planar cell polarity” (PCP) que guia movimentos
durante a gastrulagdo e via de Wnt/Caz+(T0pczewski, Sepich et al., 2001; Katoh,
2007). Os Wnts ligam-se diretamente aos receptores Frizzled levando a alteracdes em
localizagdo de proteina efetoras da via, como JNK, Dvl e ROCKII ou alteragdes em
concentracdes de calcio intracelular (Habas, Kato et al., 2001; Kishida, Yamamoto et
al., 2004; Endo, Wolf et al, 2005; Rosso, Sussman et al., 2005). Durante a
embriogénese a via ndo-candnica participa da determina¢do de polarizagdo dorso-
ventral dos membros. Apesar dos efeitos desta via serem menos conhecidos, estudos
indicam a participa¢do desta via em migragdo neuroral. O papel do FRZC18 ainda

nao foi estudado na via ndo - candnica de Wnt, e a implicagdo do FRZC18 nesta via



poderia ajudar a entender a funcdo do COLI841 na migracdo neuronal, ja que
pacientes com SK, com auséncia da isoforma longa, apresentam defeitos em migragao
neuronal. A investiga¢do da participagdo do FRZCI18 na via ndo-canonica poderia
ajudar a esclarecer o papel do colageno XVIII em processos importantes como a

migra¢ao neuroral.
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Figura 2. Via de sinalizacio Wnt candnica e ndo-canénica. (Figura modificada
de (Montcouquiol, Crenshaw et al., 2006).

1.4. Regulacao Génica Transcricional

Os Eucariotos empregam diversos mecanismos para controle de expressao
génica, incluindo condensacdo de cromatina, metilacio de DNA, iniciacdao

transcricional, “splicing” alternativo de RNA, estabilidade de mRNA, controles



traducionais, diversas formas de modificagcdes pds-traducionais, trafego intracelular e
degradagdo de proteina. Dentre essas categorias gerais, a regulagdo transcricional ¢
um dos primeiros mecanismos controlador da atividade espago-temporal dos genes e
em eucariotos a regulacdo ¢ realizada através de interacdo de multiplos fatores de
transcri¢do (FT) (elementos em frans) com elementos cis, incluindo “enhancers”,
“silencers”, “insulators” e promotores. O promotor esta localizado “upstream” ao sitio
de inicio da transcricdo e serve como ponto de reconhecimento por fatores de
transcrigdo bdasicos de recrutamento da RNA polimerase II (Ex. TFIIA, TFIIB e
TFIIF). A regido controladora de genes tipicos de eucariotos apresenta regides
promotoras proximais (“core promoter” - promotor basal) e distais (“enhancers” -
elementos regulatérios positivos ou acentuadores). Tipicamente, o termo promotor
refere ao “core promoter” e as seqiiéncias adjacentes (“‘enhancers proximais”). O
“core promoter” ¢ a regido minima necessaria para transcricdo génica basal
reconhecidas pela RNA Polimerase II, localiza-se imediatamente a 5’ do sitio
iniciador de transcri¢do e contém as seqiliéncias candnicas suficientes pelo para
reconhecimento da maquinaria transcricional e iniciagdo da transcrigdo. Os
“enhancers” proximais apresentam sitios de transcri¢do tecido-especificos bem como
os elementos distais de regulacdo (“enhancers”).

Devido a importancia de regides promotoras e ‘“‘enhancers” mutagdes e
polimorfismos nessas regides podem acometer a funcionalidade génica e taxa de
expressdo génica. Mutagdes em sitios de ligacdo para fatores de transcricdo nas
regides promotoras podem levar a redugdo transcricional de genes, como observado
por Niimi e colaboradores, em estudo relacionando mutagdo no promotor do gene
UGRPI com menor transcricdo do mesmo e maior risco a asma (Niimi et al., 2002).

Lettice e colaboradores, demonstraram que a polidactilia preaxial resulta de mutagdes



de ponto em regido reguladora “enhancer” do gene Shh, concluindo que mutacdes de
ponto nestas regides sdo capazes de causar anormalidades congénitas (Lettice et al.,
2003). O promotor 2 do COLI8AI foi caracterizado previamente e mostrou
caracteristicas de um gene “housekeeping”, com auséncia de TATA box e rico em
GC. Spl, Sp3 e YY1 foram fatores de transcri¢do identificados para regulagdo deste
promotor e um polimorfismo na regido esta relacionado com diferenga de expressao
em hepatdcitos (Armelin-Correa, Lin ef al., 2005). Porém, o promotor 1 do COLI8A1
ainda nao foi estudado. E nada se conhece sobre elementos regulatorios deste gene.
Diferencas na taxa de expressdo do COLI8AI estdo relacionadas com patologias
como o hepatocarcinoma e diabetes tipo 2. Desta forma, o estudo da regulacdo
transcricional deste gene, bem como a identificagdo de elementos regulatorios em cis,
ajudariam a entender variacdes de expressdo génica em diferentes patologias e
também seria uma tentativa a inferir sobre causa da variabilidade fenotipica
encontrada em pacientes portadores da Sindrome de Knobloch.

Apesar da importancia de seqiiéncias regulatdrias, uma porcentagem infima de
seqiiéncias ndo-codificantes funcionais foram identificadas até o momento. O projeto
ENCODE (“ENCyclopedia Of DNA Elements”) representa a preocupacdo da
comunidade cientifica em melhor entender a localiza¢ao de elementos regulatérios em
tentativa de melhor conhecer o funcionamento da regulagdo de expressao génica (The
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) Project, 2004). A identificagdo de
elementos regulatérios nado-codificantes representa um grande desafio. Uma
comparagdo entre o genoma humano ¢ de camundongo mostrou que 40% do genoma
pode ser alinhado. E estima-se que 5% do genoma de mamiferos estd sob sele¢do e
predito para serem funcionais. Surpreendentemente, desses 5% apenas 1,5%

correspondem exons e o restante € representado por seqiiéncias ndo-codificantes. Ou



seja, seqiiéncias ndo-codificantes e conservadas correspondem em mais que o dobro
das seqiiéncias codificadoras de proteina no genoma (Pennacchio, 2003). Uma
hipotese atual de que seqiiéncias funcionais sdo conservadas entre as espécies abriu
uma janela de estudo e busca de regides ndo - codificantes funcionais através de
comparagdo entre seqiiéncias de diferentes espécies, principalmente aquelas que
compartilham uma fisiologia ou biologia comum, como humanos-camundongos. A
comparagdo de sequencias com outros organismos ( por exemplo, galinhas e peixes,
como fugu e zebrafish) ¢ interessante para ajudar a delimitar sequencias funcionais
quando a regido restudada tem grande conservagdo entre humanos e camundongos
(Nobrega e Pennacchio, 2004). Como exemplo, podemos destacar a identificagdo de
“enhancer” especifico de tecido cardiaco através de comparagdo entre seqiiéncias de
humano, camundongo e galinha e delimitagdo de uma regido de alta similaridade de
seqiiéncia e apds testes funcionais em camundongos a comprovagdo que a regido
regula o gene Nkx2-5 (Lien, Mcanally et al., 2002). Outros estudos foram realizados
envolvendo regides conservadas evolutivamente. Regides pobres em genes e maiores
que 500 kb chamadas de desertos génicos podem conter elementos regulatorios com
habilidade de modular a expressdao génica a distancia. O gene DACH ¢ separado de
outros genes por desertos génicos e para a identificacdo de regides conservadas
evolutivamente nesses desertos génicos, Nobrega e colaboradores alinharam a regido
com vertebrados, incluindo sapo, zebrafish e puferfish e encontraram 32 regides
conservadas. Em testes funcionais com camundongos reduziram o niimero para 7
regides que dirigem a expressdo de B-galactosidase em diferentes tecidos (Nobrega,
Ovcharenko et al., 2003). Em 2005 o grupo caracterizou “in vivo” o “enhancer” Dc2
do gene DACH, este “enhancer” tem identidade de 82% humano-fugu e 424 pb, sendo

que apresenta um bloco de importancia funcional de 144 pb (Poulin, Nobrega et al.,



2005). Bejerano e colaboradores alinharam seqiiéncias de humanos, camundongos e
ratos, e identficaram 481 segmentos maiores que 200 pb e com 100% de identidade
entre as seqiiéncias, estas regides foram chamadas de regides ultraconservadas
(Bejerano, Pheasant et al., 2004). Dessa forma, comparagdo entre seqiiéncias de
espécies diferentes tém sido uma ferramenta importante para a identificagdo de
regides ndo-codificantes funcionais no genoma e poderia ser aplicada para

identificacdo de elementos regulatérios em cis do COLI8AI.

Para estudo funcional das regides ndo-codificantes e conservadas sdo
utilizados modelos “in vitro” e modelos “in vivo”. O camundongo tem sido bastante
empregado para estes estudos (Nobrega, Ovcharenko et al., 2003; Poulin, Nobrega et
al., 2005). Galinha também ¢ outro modelo animal que pode se utilizado (Uchikawa,
Ishida et al., 2003). Porém, atualmente o modelo animal que se destaca ¢ o zebrafish

(Pashos, Kague ef al., 2008).

1.5. Zebrafish como modelo animal

Dentre os modelos animais que se destacam atualmente para estudos
funcionais, o Zebrafish (Danio rerio) ¢ um dos mais utilizados. Inimeras razdes
incentivam o uso deste modelo como, o seu tamanho pequeno, facil manutencdo dos
aquarios, rapida reprodugao, transparéncia dos embrides e o alto nimero de embrides
gerados por um unico casal (Shin, Priest et al., 2005; Fisher, Grice, Vinton, Bessling,
Urasaki et al., 2006). O grande nimero de mutantes produzidos em curto periodo de
tempo através de mutagenos quimicos e a disponibilidade do sequénciamento do
genoma dessa espécie, bem como ricos bancos de dados disponiveis para consulta de

seqiiéncia e expressdo génica (Ex. ZFIN- “The Zebrafish Model Organism



Database”), também fazem desde modelo um alvo ideal para estudos funcionais de
dominios protéicos, genes e regides gendmicas nao-codificantes, além de estudos
envolvendo genética e embriologia. A disponibilidade de programas de bioinformética
capazes de promover o alinhamento entre seqiiéncias de diversas espécies e
inferéncias de similaridade génica nos proporcionam uma util ferramenta de estudo de
genes humanos em outras espécies. Alinhamento entre mamiferos e espécies mais
distantes evolutivamente, como peixes, podem representar potencial funcional, como
jé observado em diversos estudos (Shin, Priest et al., 2005; Mcgaughey, Vinton et al.,
2008). Recentemente verificou-se que a identificacdo de “enhancers” pode ser
realizada utilizando o modelo de peixe sem que exista similaridade de seqiiéncia entre
humano e teledsteos que os programas em geral sdo incapazes de detectar (Fisher,
Grice, Vinton, Bessling e Mccallion, 2006; Fisher, Grice, Vinton, Bessling, Urasaki et
al., 2006). Isto torna o modelo de zebrafish ainda mais interessante para identificacao

de elementos regulatérios funcionais.

Além de estudos funcionais envolvendo seqiiéncias ndo-codificantes, o
zebrafish pode ser utilizado para entendimento de vias de sinalizagdo. A
disponibilidade de mutantes para proteinas envolvidas nas vias de sinalizagdo ¢ uma
grande vantagem deste modelo. Zebrafish mutantes SIb/Wntll e ppt/Whtsa,
envolvidos com sinalizagdo ndo-candnica, foram descritos com participagdo de
movimentos de convergéncia e extensdo e PCP durante a gastrulagio em
desenvolvimento embriondrio de zebrafish (Heisenberg, Tada et al., 2000; Kilian,
Mansukoski et al., 2003). Mutantes homozigotos para S/b apresentam regides
anteriores afetadas no embrido, mostrando transientemente encurtamento ¢
alargamento do eixo corporal no final da gastrulacdo seguido de fusdo dos olhos em

estagios mais avangados de desenvolvimento. Em contraste, os mutantes homozigotos



ppt exibem um encurtamento do eixo corporal em estdgios tardios da gastrulagdo
enquanto que a posicdo dos olhos ndo ¢ afetada. SIb e ppt exibem fungdes
parcialmente sobrepostas em regulacdo de movimentos de extensdao e convergéncia
(CE) em dominios laterais da géstrula, como em duplo nocaute ppt, o fenotipo
homozigoto de s/b ¢ mais grave. Embrides de zebrafish injetados com B-catenina ou
proteinas envolvidas na via candnica levam a duplicagdo de eixo nos embrides,
respostas fenotipicas distintas resultantes de ativacdo da via candnica e ndo-canOnica

da sinalizagdo Wnt (Kelly, Erezyilmaz et al., 1995).
1.6. Objetivos

Considenrando a regulacdo transcricional do colageno XVIII, apenas o
promotor 2 foi estudado at¢ o momento. Um estudo mais amplo de regulagdo
transcricional do COLI841 nao somente ajudaria a entender processos relacionados
com o COLI841, mas também enriqueceria o conhecimento geral sobre regulacao
transcricional, sobretudo a identificagdo de seqiiéncias funcionais ndo-codificantes,
um assunto relativamente novo e pouco conhecido. Com excecdo do dominio da
endostatina, a fungdo que o coladgeno exerce através do FRZC18 ainda continua pouco
explorada e pouco conhecida. E apesar do envolvimento do colageno XVIII na via de
sinalizagdo Wnt ter sido sugerido, o papel do colageno XVIII na via ainda € obscuro.

Dessa forma, neste trabalho procuramos identificar elementos regulatorios em
cis do COLI8A1 utilizando-se o modelo de zebrafish; dissecar o promotor 1 do
COL18A1; explorar se 0 COLI8A41 ¢ um gene regulado pela B-catenina e também, a
investigacdo funcional “in vivo” do dominio Frizzled do coldgeno XVIII (FRZC18)

na via de sinalizac¢ao Wnt.
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2. Discussao

O colageno XVIII ¢ um importante componente da maioria das membranas
basais do corpo e tem um complexo modelo de expressdo, com participacdo em
diversos tecidos e o6rgdos durante o desenvolvimento embrionario e na fase adulta
(Halfter, Dong et al., 1998; Elamaa, Peterson et al., 2002; Kawashima, Watanabe et
al., 2003). O COLI18A41 apresenta dois promotores que dirigem a transcri¢ao de trés
isoformas distintas com picos de expressdes em diferentes tecidos. Mutagdes que
levam a perda de fun¢do do gene COLI8A41 causam a Sindrome de Knobloch, cuja as
caracteristicas fenotipicas marcantes envolvem problemas oculares, como alta miopia
e descolamento de retina e também a presenga de encefalocele occipital (Sertie, Sossi
et al., 2000; Suzuki, Sertie et al., 2002). A endostatina como produto proteolitico do
coldgeno XVIII é um potente inibidor de angiogenese e tem sido investigada para
utilizagdo em terapias génicas (O'reilly, Boehm et al., 1997; Hong, Lee et al., 2004).
O colageno XVIII também foi recentemente vinculado ao processo de adipogenese,
com aumento de expressdo do mesmo durante a diferenciagdo adipogénica, e
predisposi¢cdo em patogéneses como diabetes tipo 2 e hepatocarcinoma (Musso, Rehn
et al., 2001; Errera, Canani et al., 2008). A participagdo deste coladgeno como um
antagonista na via de Wnt através de fragmentos proteoliticos, endostatina e Frizzled,
¢ uma questdo recente e pouco conhecida funcionalmente e molecularmente (Hanai,
Gloy et al., 2002; Quelard, Lavergne et al., 2008).

Visto o importante papel do COLI8AI e inlimeras questdes pertinentes a sua
complexa funcdo e distribui¢do tecidual, uma melhor elucidacdo da regulacdao deste
gene e sua participacdo funcional na via de Wnt sdo extremamente relevantes. Desta
forma, neste trabalho procuramos entender a participag¢do in vivo do FRZC18 e a

regulagdo transcricional do COLI8AI, estudando ndo apenas as regides basais de
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regulacdo transcricional, mas investigando também seqiiéncias reguladoras de carater
gendmico, os enhancers distais.

O promotor 1 COLI8A41, até entdo ainda ndo caracterizado, apresenta uma
regido minima capaz de promover a transcricdo basal de luciferase entre -103 e -
275pb do sitio de inicio da transcricdo. Esta regido, ou promotor basal, tem
similaridades com o promotor 2 do COLI8A1 (Armelin-Correa, Lin et al., 2005).
Ambas seqiiéncias sdo ricas em sitios de ligacdo para o fator de transcrigdo Spl e sdo
ausentes de TATA ou CAAT boxes, caracteristica de genes “housekeeping” (CAP IV).
A semelhanga entre os promotores basais poderia ajudar a entender a sobreposi¢ao de
expressao basal referente a cada isoforma. Além do promotor basal, identificamos trés
seqiiéncias que aumentam a atividade do promotor, PE1-3. A regido PE3 mostrou-se
funcional em testes in vivo, confirmando a regido como um enhancer proximal.
Apesar de PE3 induzir relativamente uma maior atividade em células HepG2 e
indicando regulagdo tecido-especifico, expressdo em figado ndo foi observada in vivo.
Analises de alinhamento e conservacdo entre a seqiiéncia promotora ortéloga de
camundongos seguidas de predi¢do para fatores de transcricdo, delimitamos alguns
fatores de transcri¢do que poderiam desempenhar papel regulador nos PEs, entre eles
TCF/LEF, PPRA-gamma, AP-2 e NF3 que estdo envolvidos em via de Wnt,
adipogenese, formagdo de crista neural e alta expressdo em figado, respectivamente.
Mostramos que os fatores de transcrigdo TCF/LEF potencialmente podem se ligar a
regido promotora do COLI8A41, e que aumento de B-catenina resulta em reducdo de
atividade dos promotores do COLI8A1 e redugdo de sua expressdo. Dessa forma,
essa relagdo inversa entre colageno XVIII e B-catenina nos ajuda a melhor entender e
especular um pouco sobre a regulacdo molecular em processos como a adipogenese e

também o cancer. Durante a adipogenese ¢ observado uma redu¢do na expressdao de
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Wntl (Ross, Hemati et al., 2000), um ativador de B-catenina. E concomitantemente,
observa-se um aumento de expressdo de COL18A1 (CAP 1V). Este fato corrobora a
regulagdo negativa do COLI8A41 pela B-catenina. Além disso, diferencas em niveis de
expressdo de COLIS8AI esta diretamente ligada a niveis de endostatina e FRZC18,
ambos antatonistas de B-catenina. Em canceres onde a via de Wnt estd comprometida
com aumento exacerbado de B-catenina, poderiamos imaginar uma redugdo de
COL1841 e consequentemente, redu¢do de endostatina e aumento de crescimento
tumoral. Dessa forma, o estabelecimento de ligagdo entre o coldgeno XVIII como um
gene alvo regulado pela via de Wnt ajuda a entender processos bioldgicos importantes
e complexos em que relativamente pouco se conhece molecularmente.

O modelo complexo de expressdo do COLI8A41 estende-se desde nematodos,
at¢ humanos. O coldgeno XVIII desempenha papel em migracio neuronal em
nematodos e em migragdo de axdnios motores em zebrafish também foi descrito
(Ackley, Crew et al., 2001; Schneider e Granato, 2006). Sua expressdo em galinhas
muito se assemelha a encontrada em zebrafish e em camundongos (Halfter, Dong et
al., 1998; Haftek, Morvan-Dubois et al., 2003). Neste trablho, descrevemos expressao
de COLI8A1 em tecidos embrionarios de zebrafish que ainda ndo haviam sido
ralatados, como figado, cartilagem e vasos sanguineos (CAP III). Em embrides de
camundongos o COLI8A41 apresenta o0 mesmo padrdo de expressdo observado em
galinhas e em zebrafish, o que indica e corrobora o complexo modelo de expressao do
COL18A1 e conservagao de regulagdo da expressdo desse gene ao longo da evolucdo.
Nos identificamos quatro distintos elementos regulatdrios em cis do COL1841 (CAP
IIT) que somando-se dirigem expressdo em tecidos de zebrafish representando quase
completamente a expressdo endogeno deste gene, incluindo ducto pronéfrico, figado,

retina, vasos sanguineos, cartilagem, intestino, notocorda, cérebros anterior, mediano
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e posterior, arcos faringeais e vesicula 6tica. A expressdo dirigida por cada elemento
sugere regulacdo isoforma-especifica, ja que CNSv -97.8/ CNSp -96.9 leva expressao
em ducto pronéfrico enquanto que CNSv +64.8 em figado, onde as isoformas curtas e
media/longa sdo altamente expressas, respectivamente. CNSp +47.8 dirige expressao
em vasos sangiiineos e pode ser uma seqiiéncia alvo para estudos relacionados com
aumento de expressdo de endostatina. Os resultados também indicam que os
enhancers responsaveis por regulagdo tecido-especifico estdo dispostos distintamente
do promotor do gene.

As construcdes testadas funcionalmente como enhancers foram selecionadas
de acordo com conservacdo entre mamiferos e ndo apresentaram conservacdo com
espécies distantes evolutivamente, como fugo, stickleback e zebrafish. Porém,
interessantemente, as seqiiéncias funcionaram em zebrafish. Submetemos as regides
Jjé identificadas funcionalmente em analises post hoc utilizando uma ferramenta com
maior sensibilidade porém, incapaz de calcular significAncia ou a conservacdo da
vizinhanga e que geralmente fornece maior numero de falso-positivos. Identificamos
conservagdo com zebrafish nas seqiliéncias das regidoes CNS -96.9 e CNSp +47.8.
Testamos funcionalmente a seqiiéncia de zebrafish ortéloga a CNSp +47.8, e
obtivemos expressdo mosaica em vasos sanguineos, resultados que se sobrepde a
respectiva constru¢do humana. Este resultado indica que as regides funcionais sem
conservagao detectada com primeira analise, ainda apresentam seqiiéncias detectadas
por fatores de transcri¢do comuns e conservados entre zebrafish e mamiferos e podem
funcionar em zebrafish, complementando também trabalho anterior realizado por
Fisher e colaboradores (Fisher, Grice, Vinton, Bessling e Mccallion, 2006; Fisher,

Grice, Vinton, Bessling, Urasaki et al., 2006).
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Além de analizarmos a regulag¢do transcricional do COLI8A41 identificando
enhancers e caracterizando o promotor 1 do gene, também testamos in vivo o papel do
dominio FRZCI18. Através de superexpressdo deste dominio em embrides de
zebrafish, relacionamos o0 mesmo com a via ndo —candnica de Wnt. A via canonica,
dependende de B-catenina, ¢ a mais conhecida e estudada e pouco se entende sobre a
via ndo-candnica, porém alteracdes nas divergentes vias sdo claramente diferenciadas
fenotipicamente em embrides de zebrafish. Defeitos na via canonica de Wnt em
embrides de zebrafish, promovem duplicagdo aterior de eixo (Kelly, Erezyilmaz ef al.,
1995). Enquanto que alteracdo na via ndo-candnica relaciona-se com encurtamento de
eixo posterior e reducdo de distancia interocular nos embrides (Heisenberg, Tada et
al., 2000; Kilian, Mansukoski et al., 2003; Ulrich, Concha et al., 2003). Os resultados
indicaram participagdo de FRZC18 na via ndo-candnica de Wnt (CAP V), sendo que
os embrides apresentaram caracteristicas fenotipicas semalhantes a mutantes wntl1 e
wnt5, slb e ppt, respectivamente. Isto implica participa¢do do FRZC18 em movimento
de gastrulacdo durante a embriogénese. Observamos defeitos marcantes de
gastrulagdo nos embrides, quando injetados com FRZC18, incluindo enlargamento de
notocorda e somitos. Interessantemente, nao observamos alteracao na via canonica de
Wnt que envolve B-catenina. Recentemente, o mesmo dominio foi relacionado
funcionalmente como antagonista de B-catenina em linhagens celulares de
hepatocarcinoma (Quelard, Lavergne et al., 2008). Dessa forma, além da via de 8-
catenina o coldgeno XVIII também participa da via ndo- canonica possivelmente com
interacdo com as proteinas Wntl1 e WntS5. Participam da via ndo-candnica proteinas
como ROCKII e JNK e a reorganizagdo do citoesqueleto ¢ o resultado efetivo da via.
Como participante de matriz extracelular em membranas basais o colageno XVIII

estruturalmente poderia levar a alteracdes no citoesqueleto através de interagdo com
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Wnts. A via ndo-candnica também estd envolvida em migracdo neuronal. Foram
relatados pacientes com sindrome de Knobloch com falta apenas das isoformas média
e longa que apresentam defeitos em migracdo neuronal e casos de epilepsia (Passos-
Bueno, Suzuki et al., 2006). O envolvimento do COLI8A1 na via ndo-canOnica
poderia representar um mecanismo integrado na migragdo neuronal.

Procuramos identificar elementos de regulagdo do COLI8AI e entender
funcionalmente o papel do FRZC18 na via de sinalizagdo Wnt, porém muitas questdes
ainda permanecem obscuras. Como por exemplo, os elementos de regulagdo em trans
que se ligam as regides funcionais identificadas neste trabalho ainda sdo
desconhecidos. E também, a questdo de como o FRZC18 funciona como antagonista
da via de sinalizacdo Wnt, assim como a possivel interagdo fisica entre o FRZC18 e
os Wnts, ainda permanecem para serem resolvidas. Estudos futuros podem elucidar
pontos ndo resolvidos neste trablho ou novas questdes surgidas durante o

desenvolvimento do mesmo.
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