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PREFACIO

Esta tese de doutorado foi organizada da seguinte maneira:

Parte | - Introducao, Objetivos, Resultados, Discussdo: Nesta parte &
apresentada uma introdu¢ao ao conceito dos genes do grupo dos Polycomb
(PcG) e uma descricao de como estas proteinas atuam na repressdao da
transcricdo génica. Também & mostrada a relacdo existente entre os genes
PcG, o controle de proliferacdo celular e o cancer. Da mesma maneira,
apresentamos o papel das proteinas do grupo dos Trithorax (trxG) e como
estas se opdem aos PcG, ativando a transcricdo génica. Um terceiro grupo, o
das proteinas “Enhancers of Polycomb and trithorax” (ETP), que associa
ambas as caracteristicas dos PcG e dos trxG, também ¢é descrito. A relagao
entre o tema das proteinas PcG com essa tese de doutorado se deu durante o
Projeto Genoma Humano do Cancer (HCGP), uma iniciativa do Instituto Ludwig
para o estudo do Cancer (LICR) e da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP). Foram geradas mais de 1 milhdo de ESTs
derivadas de tecidos tumorais e normais, e utilizando o banco de dados das
ESTs geradas no HCGP, foi possivel identificar 2 ESTs que mostraram
similaridade com o gene de Drosophila melanogaster da familia dos ETP, o
gene “Enhancer of Polycomb” (Epc). A partir destas sequéncias, nasceram os
objetivos desta tese, que consistiram inicialmente na utilizagcao destas ESTs
como ponto de partida para a caracterizagao do ortélogo humano deste gene.
Este gene foi escolhido, devido ao interesse particular do grupo em estudar
genes/proteinas que fossem relacionados com regulagdo de transcrigdo
epigenética, e pudessem estar relacionados com a tumorigénese e a
progressao tumoral. Os resultados de clonagem dos dois ortélogos humanos
do gene EPc, hEPC1 e hEPC2, sdo mostrados, assim como sua analise de
expressao em tecidos normais e tumorais. Diante da descricdo do gene hEPC1
pelo grupo de Shimono ef al, 2001, optamos por aprofundar nossos estudos no
gene de hEPC2. Sao apresentados resultados de andlise de dominios
proteicos, similaridade do gene entre diferentes espécies e identificacao e

caracterizagcdo de variantes de “splicing” de hEPC2. A parte inicial deste



trabalho esta incluida em uma publicagcido do HCGP, onde hEPC1 e hEPC2 sao
apresentados como exemplos de genes humanos que foram clonados
utilizando ESTs geradas neste projeto. Um segundo manuscrito, contendo uma
analise mais detalhada de isoformas de splicing, evolugdo dos genes EPC
humanos e correlagdo entre cancer algumas isoformas transcricionais de
hEPC2 se encontra submetido para a publicagdo na revista Gene, e anexado a

esta tese.

Parte Il - Introducao, Resultados e Discussao da Interaciao de hEPC2 com
as proteinas SMADs, e sua modulagao por TGF-B: Nesta parte do trabalho é
apresentada a hipétese da possivel interagdo entre as proteinas hEPC2 e as
SMADs. Durante a clonagem do gene hEPC2, duas ESTs descritas como da
patente WO 9855512, apresentaram similaridade com hEPC2. Estas
seqiiéncias foram obtidas através de ensaios de duplo hibrido, e sdo descritas
como polipeptideos parciais, que interagem com proteinas da familia SMAD.
As SMADs sao uma familia de fatores de transcrigdo, que sao receptoras e
propagadoras da transducao de sinal da citocina TGF-p (fator de crescimento
tumoral). A partir deste dado foi montada uma colaboragdo com o grupo do Dr.
Aristidis Moustakas, chefe do grupo de sinalizagdo de TGF-p (TSL) do Ludwig
Institute for Cancer Research (Uppsala, Suécia), com o objetivo de confirmar a
interagdo entre hEPC2 e as SMADs. Desta forma, sdo mostrados os
experimentos de validacdo das construgdes de vetores de expressdo
constitutiva em mamifero e dos anticorpos policlonais anti-EPC2, reagentes
fundamentais para a investigagdo em questdao. Em seguida sdo mostrados os
resultados dos experimentos de co-imunoprecipitacdo de hEPC2 e das SMADs
1,2, 3,4, 5, 6, 7 e 8 e sua modulagao por TGF-p1. Também sdo mostrados os
resultados da localizagao celular de hEPC2 por imunofluorescéncia indireta,
assim como de investigagdo da co-localizagdo de hEPC2 e SMAD2 e sua
modulacao por TGF-B1. Por fim sdo apresentados os resultados de ensaio de
gene reporter realizado com o objetivo de investigar se a transcricdo das
SMADs seria dependente de hEPC2. Com o objetivo de confirmar a interagéo
entre hEPC2 e as SMADs através de outra metodologia, a sequéncia
codificante de hEPC?2 foi clonada no vetor pGEX de expressao indutivel em



bactérias para sua utilizacdo em ensaios de “pull-down”. Sdo mostrados os
resultados das varias tentativas de super-expressdao de 4T1-pGEX-hEPC2
induzidas por IPTG. Diante das falhas seguidas na expressao deste construgéo
de hEPC2, foi feita uma sub-clonagem de hEPC2 para o vetor de expressao
indutivel em bactérias, pET-32a. Os resultados da expressdao de pET-32a-
hEPC2 sao mostrados, assim como a purificacado da proteina recombinante
em condigées desnaturantes. Em seguida todos os resultados sao discutidos.
Para a confirmagao da interagéo entre hEPC2 e as SMADs 2, 3, 4, 7 e 8 ainda
s30 necessarios varios experimentos, que ainda deverdo ser feitos em

colaboragao com o grupo sueco.
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RESUMO

A identidade na segmentacao do corpo de diversos organismos, durante
o desenvolvimento, € devida, em grande parte, a agdo das proteinas
homeoéticas. Em especial, dois grupos de proteinas, Trithorax (trxG) e
Polycomb (PcG) tém um papel fundamental na manutencao, respectivamente,
da ativagdo e da repressao da transcrigao génica, associando-se a cromatina.

A importancia das PcG nos estimulou a buscar a caracterizacdo das
proteinas humanas ortélogas ao "Enhancer of Polycomb" (EPc) de Drosophila,
até entdo nao descritas no genoma humano. Para tanto, buscamos: - obter a
sequéncia completa e mapear o cDNA do novo gene humano homédlogo ao
"Enhancer of Polycomb" de Drosophila; - analisar sua expressdo em tecidos
fetais, adultos e tumorais e fazer estudos buscando sua caracterizacao
funcional. Encontramos, mapeamos e obtivemos a sequéncia completa de dois
genes humanos, ortdlogos de Epc1 (10p11-22) e de Epc2 (2921-23) de
camundongo, publicando estes dados em 2001 (Camargo et al., 2001).

Ambos os genes séo bastante conservados entre varias espécies, sendo
que o cDNA de hEPC2 humano, por exemplo, é 94% idéntico ao Epc2 de
camundongo e possui 96% de identidade ao nivel de proteina, sugerindo que a
fungdo do gene deve ter sido mantida durante a evolugdo. No entanto, as
sequéncias protéicas de hEPC1 e hEPCZ2 humanos possuem apenas 68% de
identidade entre si. Portanto, é provavel que ap6s a duplicacdo dos paralogos,
estes tenham divergido funcionalmente. A express&o de ambos os genes foi
avaliada utilizando “dot-blots” contendo 76 mRNAs de amostras de tecidos
fetais, adultos e tumorais, mostrando-se fraca e ubiqua. Analises in silico
sugeriram a existéncia de 4 isoformas de splicing para hEPC2, as quais foram
validadas por RT-PCR ou “Northern blots”. Uma das isoformas (de 2.7 Kpb) se
mostrou mais abundante em todas as linhagens tumorais estudadas através de
analises de “Northern blot”, principalmente nas linhagens de linfoma de Burkitt's
Raji e na linhagem de leucemia pré-mielocitica HL-60. Esta isoforma é gerada
através de um sitio alternativo de poli-adenilagdo, que reduz sua porgao

3'UTR, retirando 4 dos 5 “elementos ricos em adenilatos e uridilatos” (ARES),
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envolvidos com a degradacdo de mRNAs labeis que codificam proteinas
regulatorias. Estes resultados se encontram em um manuscrito recentemente

submetido a publicacdo (anexo a tese).

Interacdo entre hEPC2 e SMADs e sua modulagdo por TGF-f

Durante a montagem da seqiéncia completa de hEPC2, verificamos que
duas ESTs patenteadas mostravam alta identidade com o gene. Estas
seqiiéncias foram descritas como sendo parte de uma nova proteina de
interacdo com as proteinas da familia SMAD, envolvidas com transducgéo de
sinais desencadeados por TGF-B. Esta citocina por sua vez, regula a
proliferacdo, diferenciagdo e morte celular. Partimos para a avaliagdo da
possivel interacdo entre hEPC2 e as SMADs, em colaboragdo com o grupo do
Dr. Aristidis Moustakas, do Ludwig Institute for Cancer Research de Uppsala,
Suécia.

Os resultados de co-imunoprecipitacdo sugeriram que as SMADs 2, 3,
4 7 e 8 interagem com hEPC2, sendo que a interagdo entre as SMAD2,
SMAD3, SMAD4 e hEPC2 nas células tratadas com TGF-$1, mostraram uma
reducé@o na co-imunoprecipitacdo. Este resultado sugere que TGF-B1 modula
negativamente a interacdo entre essas proteinas. Da mesma maneira, foi
observada uma reducdo na interagdo de hEPC2 com SMAD8 apds o
tratamento com BMP-7. Esse resultado é ainda mais destacado para as
SMADs 2 e 3. Estes dados foram observados para ambas as construcbes de
hEPC2, o que sugere fortemente a veracidade da interagdo entre estas
proteinas.

A localizacdo celular de hEPC2, e também sua co-localizagdo com
SMAD2 foram investigadas através de imunofluorescéncia indireta e
confirmaram a predigcé&o do programa PSORTII, de que hEPC2 se localiza no
nucleo. No entanto, ndo foi possivel observar a co-localizagdo entre hEPC2 e
SMAD2.

E possivel que hEPC2 n&o se ligue diretamente ao DNA, necessitando
se associar como parceiro de um fator de transcricdo. Esta foi uma das

hipoteses para a atuagdo de hEPC2, como um co-fator que se associe com
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uma das SMADs e se ligue a um elemento especifico de ligacdo a SMAD
(SBE). Para investigar essa hipotese um ensaio de gene reporter foi feito
utilizando uma construgdo de um repérter contendo 12 repeti¢cdes da seqliéncia
CAGA (seqiiéncia especifica de ligagdo das SMADs 2, 3 e 4) fusionado com o
gene da luciferase. No entanto, este ensaio n&o dembnstrou que a transcricao
de SMAD2 é dependente de hEPC2 e o experimento devera ser repetido.

Para confirmar a interagdo entre hEPC2 e as SMADs, sera feito um
experimento de “pull-down”. Para tal o cDNA de hEPC2 foi clonado no vetor
pET-32A de expressdo indutivel em bactérias. A proteina recombinante ja foi
produzida, tendo sido induzida e posteriormente purificada em condigdes
desnaturantes.

Apesar de dezenas de genes PcG terem sido caracterizados em
Drosophila, poucos destes genes foram estudados em mamiferos. Portanto, a
descricao do gene hEPCZ2 e seus transcritos alternativos, contribui para o
conhecimento de PcG humanos, indicando a associagdo de maior expresséo
de uma de suas isoformas em linhagens celulares tumorais. Em relacdo a
interacdo de hEPC2 com as SMADs, é interessante observar que nenhuma
outra proteina foi descrita por possuir a particularidade de interagir com as
SMADs de diferentes categorias. Talvez este seja um dado importante, que

indique o papel singular de hEPC2 na sinalizacéo de TGF-$1.
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ABSTRACT

The identity of body segmentation in several organisms during
development is, to a large extent, due to the action of the homeotic proteins. In
particular, two groups of proteins, the Trithorax (trxG) and Polycomb (PcG),
have a major role in maintenance of respectively, transcription activation and
repression, when associated to the chromatin.

The importance of PcGs has motivated us to pursue the isolation and
characterization of two new human proteins that are orthologs of the "Enhancer
of Polycomb" (EPc) of Drosophila. To achieve this goal we undertook the task of
the cloning and mapping of complete cDNA sequence of the novel genes
hEPC1 and hEPC2, analyzing its expression in fetal, adult and tumoral tissues
and functionally characterizing the hEPC2 protein. In 2001, we published the
mapping and cloning of the compiete cDNA sequences of both genes, as being
orthologs of the mouse Epc7 (10p11-22) and Epc2 (2921-23), together with the
strategy used to obtain the full-length cDNAs (Camargo et al., 2001).

Both genes are shown to be highly conserved among several species.
Thus, the human hEPC2 cDNA is 94% identical to the mouse Epc2 and
displays 96% identity at the protein level, suggesting maintenance of its function
during the evolution. However, the protein sequences of the human hEPC1 and
hEPC2 display only 68% identity. Therefore, it is likely that they have
undergone a functional divergence after their duplication. The expression of
both genes was evaluated using “dot-blots” containing 76 mRNAs samples from
fetal, adult and tumoral tissues and is shown to be weak and ubiquitous. “In
silico” analysis suggested the existence of 4 hEPC2 splicing isoforms that were
validated by RT-PCR and/or Northern-blots. One of the isoforms (of 2.7 Kbp) is
shown to be more abundant in all of the tumoral cell lines evaluated using
Northern-blot analysis, mainly in the Burkit's Raji lymphoma and in the
promyelocytic leukemia HL-60. This isoform results from the use of an
alternative polyadenylation site that reduces the 3'UTR, abolishing 4 of 5
‘adenylates and urilates rich elements” (AREs), involved in the degradation of
labile mRNAs that codify to regulatory proteins. These results have been

recently submitted to publication (manuscript attached to this thesis).
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Interaction between the hEPC2/SMADs and its modulation by TGF-f

During the assembly of the hEPC?2 full-length cDNA sequence, we found
two patented ESTs that tagged a portion of the gene. These sequences were
described as partial sequences of a “new SMAD interacting protein”, involved in
signal transduction of TGF-B, a cytokine that regulates cell proliferation,
differentiation and death. To evaluate this putative interaction between hEPC2
and the SMADs proteins, we begun a collaboration with the TGF- signalling
group of the Dr. Aristidis Moustakas, from the Uppsala Ludwig Institute for
Cancer Research, Sweden.

The results of co-imunoprecipitation assays suggested that SMADs 2, 3,
4, 7 e 8 interact with hEPC2. Moreover, the interaction among SMAD2, SMAD3,
SMAD4 and hEPC2 in cells treated with TGF-B1 showed decreased co-
imunoprecipitation. This result suggests that TGF-1 negatively modulates the
interaction of these proteins. Likewise, we observed a reduction in hEPC2
interaction with SMAD8 upon BMP-7 treatment. This effect was even more
dramatic for SMADs 2 and 3. These data were observed for both hEPC2
plasmid constructs, which strongly suggest the veracity of these proteins
interaction.

The cell localization of the hEPC2 protein, as well as its co-localization
with the SMAD2, were investigated through indirect immunofluorescence assay,
confirming the predicted localization of hEPC2 in the cell nucleus using the
PSORTII program. However, we were not able to confirm the co-localization of
hEPC2 and SMAD2.

It is possible that hEPC2 does not bind directly to the DNA, requiring an
association with a partner such as a transcription factor. This raises the
hypothesis of hEPC2 having a role as a co-factor associated to one of the
SMADs and binding to a “SMAD binding element” (SBE). To investigate this
hypothesis, gene reporter assays were undertaken using a reporter construct
containing 12 CAGA sequence repetitions (specific binding sequence of the
SMADs 2, 3 and 4) fused to the luciferase gene. However, this assay could not
demonstrate that the transcription of the SMAD is dependent on hEPC2. This

experiment must be repeated.
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To confirm the interaction of hEPC2 and SMADs, a pull-down assay will
be performed. To this end, the coding region of hEPC2 was cloned into the
PET-32A bacterial inducible expression vector. The recombinant protein was
already produced, having been induced and purified under denaturing
conditions.

Despite the dozens of PcG genes that were described in Drosophila, only
a few of these genes have been characterized in mammals. Therefore, the
description of the hEPC2 and its alternative transcripts is a contribution to better
knowledge of the human PcGs. Regarding the hEPC2 and SMADs interaction,
it's it is noteworthy that this is the first protein described to interact with SMADs
of distinct categories. This may be an important indication of a unique role for
hEPC2 in the TGF-B1 signaling pathway.
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PARTE | - CLONAGEM E CARACTERIZAGCAO DOS GENES

hEPC1E hEPC2

INTRODUCAO

O Projeto genoma humano do cancer como ferramenta de descoberta de

novos genes humanos

Estamos observando uma transicado significativa na area das pesquisas
biologicas. Deixamos a era da genética classica e clonagem posicional, para
entrar na era do sequenciamento e analise de genomas completos em larga
escala. Nessa nova era, o grande desafio é o aproveitamento racional e
eficiente do nimero cada vez maior de seqiiéncias armazenadas em bancos
de dados. Em outras palavras, é preciso elucidar de forma eficiente a fungdo
desses novos genes, sua interagao dentro das células, buscando compreender
a organizagao do genoma como um todo.

O sequenciamento completo do genoma humano foi finalizado em 2001
e disponibilizado nos bancos de dados publicos (Lander et al, 2001).
Paralelamente, uma grande quantidade de ESTs representando genes
humanos expressos em diferentes tecidos estd sendo disponibilizada
diariamente por diferentes grupos (Imanishi et al, 2004; Ota et al, 2004,
Strausberg et al., 2002; Strausberg et al, 2001). Uma das formas mais
eficientes de se explorar esses dados tém sido através do que chamamos de
gendmica comparativa. Em outras palavras, com ferramentas de bio-
informatica, busca-se aproveitar os dados gerados nos projetos genomas de
organismos modelo como, por exemplo, levedura, C. elegans e Drosophila,
para inferir a fungdo biolégica do novo gene. Estima-se por exemplo que um
terco dos genes humanos associados a doengas tenham homologos no

genoma da levedura.



O Projeto Genoma do Céancer (HCGP), idealizado e inicialmente
desenvolvido no Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer, foi baseado na
descoberta de novos genes humanos através do estudo de tumores de grande
importancia epidemiolégica no Brasil. O HCGP foi baseado na técnica
ORESTES (Open Reading Frame ESTS) (Dias Neto et al., 2000), onde a
informacéao dos genes, transcrita nas moléculas de mRNA, é acessada em sua
por¢do codificadora central. Com mais de 1 milhdo de ESTs (“‘expressed
sequence tags”) geradas a partir de diferentes tecidos tumorais (mama, célon,
estdmago, cabeca e pescoco, testiculo entre outros) e tecidos normais, varios
novos genes humanos foram amostrados pela primeira vez pelas ESTs deste
projeto. Varios dos genes representados por estas ESTs, sdo candidatos a
participagado na tumorigénese e/ou na progressao tumoral, seja através de sua
simples expressdo, de alteracbes na sequéncia de DNA, ou através da
alteracao no nivel de expressao génica (Brentani et al., 2003; Camargo et al.,
2001).

A exploracdo dos dados gerados pelo Projeto Genoma Humano do
Cancer para a descoberta de novos genes humanos foi o objetivo principal que
norteou esta tese de doutorado De nosso interesse particular, foi a
caracterizacdo de novos genes envolvidos no processo de regulacao
epigenética, mais especificamente genes associados a regulacao da expressao
de genes homeoticos. Em uma busca inicial no banco de dados do projeto,
selecionamos duas ESTs correspondentes a fragmentos de dois novos genes
humanos, similares ao gene de Drosophila “Enhancer of Polycomb” que faz
parte do grupo das proteinas dos Polycomb (PcG). Como estas ESTs foram
gerados dentro do HCGP (Camargo ef al., 2001), eles também poderiam se

relacionar com a tumorigénese e a progressao maligna.

Mecanismos da memoria transcricional celular

A estabilidade do estado diferenciado de um organismo é a “pedra
fundamental” do desenvolvimento. Alternativamente, falhas no padrao de
expressao transcricional das células (que caracteriza qual o tipo celular que

compde determinado tecido) geram problemas desde a embriogénese, até o



desenvolvimento de cancer. Organismos com tecidos diferenciados precisam
estabelecer padroes de expressdo tecido-especificos no inicio do
desenvolvimento e manter estes padrées por toda sua vida. Desta maneira, a
viabilidade de um organismo requer que os mecanismos de manutengédo da
diferenciagdo sejam robustos.

Muitas decisées no destino das células sao feitas ao nivel transcricional,
em resposta a estimulos durante o desenvolvimento. Alguns fatores
regulatérios essenciais sao expressos de maneira transitéria, no entanto o
padrao de expressao determinado por estes fatores necessita ser mantido. A
manutencao do estado transcricional € obtida através de distintos fatores,
como por exemplo, o padrao de expressao de genes homedticos em
Drosophila melanogaster, que necessita ser precisamente e clonalmente
mantido durante o desenvolvimento, enquanto os fatores de transcricao que
estabelecem esse padrao sao expressos apenas durante as primeiras horas da
embriogénese. A manutencdo do padrao de expressao necessita de um
segundo conjunto de fatores, chamados genes dos grupos Polycomb (PcG) e
Trithorax (trxG) (Francis & Kingston, 2001).

A manutencdo do sistema dos PcG e trxG esta evolutivamente
conservada desde Drosophila até mamiferos. Eles estao relacionados com a
regulacdo de muitos genes-alvo além dos genes homedticos, indicando que a
manutencao epigenética de estados de ativagado ou repressao deve ser um
mecanismo fundamental no desenvolvimento. Os primeiros membros da familia
dos PcG foram identificados ha 50 anos atras, existindo pelo menos 14
membros identificados até hoje (Pirrotta, 1998). As proteinas codificadas por
estes genes parecem agir em grandes complexos que reprimem a expresséao
génica.

Os genes trxG foram identificados como supressores do fenétipo gerado
pelos PcG (Kennison, 1995). Muitas proteinas trxG também participam em
complexos regulatérios que agem ao nivel da cromatina para manter a
expressdo génica ativa e contrabalangar a repressdo causada pelos PcG.
Alguns genes possuem ambos os fenoétipos dos PcG e trxG, sendo, portanto,

uma grande simplificagdo a definicdo do estado determinado, onde as



proteinas trxG mantém apenas a ativagdo, e as proteinas PcG apenas a
repressao (Brock & van Lohuizen, 2001).

Fatores tais como, o grande grupo de proteinas PcG e trxG, o tamanho
dos complexos que os contém, e a natureza da cromatina aonde eles atuam,
dificultam o entendimento do mecanismo de agao destas proteinas. No entanto,
uma explosdo das pesquisas em estrutura de cromatina e proteinas
modificadoras de cromatina nas ultimas décadas, revelou a importancia destes
fatores na regulagéo génica. Isso também levou a um entendimento detalhado
da estrutura basica da cromatina — o nucleossomo. Muitos complexos que
modificam a estrutura da cromatina tém sido caracterizados, alguns dos quais
estdo envolvidos na manutencao dos PcG/trxG.

Infelizmente, os mecanismos de memobdria transcricional ainda nao séo
claramente compreendidos. Existe informacao limitada sobre a composicao e
as atividades desempenhadas pelos complexos protéicos. Um quadro de
entendimento que vem se formando mostra que memoria transcricional surge
de uma combinagdo de diferentes mecanismos, incluindo a modificagao de
histonas, a alteragcdo na posicido e conformagdo dos nucleossomos, e a
atuacao especifica de complexos de multi-subunidades na regulagcédo génica.
Estes mecanismos contribuem diretamente para determinar o estado de

ativacao ou repressao de um gene (Francis & Kingston, 2001).

Repressao por complexos de PcG

Estudos sobre a funcdo dos PcG se focaram em, como os complexos
destas proteinas sao corretamente dirigidos para genes que devem
permanecer reprimidos, e como estes complexos medeiam a repressao.

O padrao de expressao de genes regulados pelas proteinas PcG,
combinado com a ampla expressdo das proteinas PcG, implica que outros
mecanismos altamente seletivos se associem aos PcG em seu papel de
mediar a repressao de transcricdo. Existem dois critérios para o
estabelecimento desta repressdo. Primeiro, o recrutamento destas proteinas
requer a presenca de sequéncias de DNA conhecidas como elementos

responsivos a Polycombs (PRE: “Polycomb responsive elements”). A funcao



das sequéncias PRE é provavelmente recrutar altas concentracées destas
proteinas, necessarias para nuclear a estrutura repressiva da cromatina, de
maneira similar a outros elementos regulatérios cis que recrutam seus fatores
de ligagédo cognatos. Segundo, a repressdo dos PcG parece necessitar de um
gene silenciado como molde. Esta propriedade permite que o sistema dos PcG
funcione como um sistema de memoria que sinalize eventos regulatérios
anteriores, como no caso dos genes de segmentacdo. Estes ultimos genes sao
reguladores transcricionais que estabelecem padrdes de expressao iniciais de
genes homedticos. Desta maneira, genes ativos nao sao reprimidos por PcG e
permanecem ativos, enquanto que genes silenciados sao estavelmente
reprimidos por estas mesmas proteinas. Portanto, em transgenes contendo
sequéncias regulatérias PRE, a represséo parece ser estabelecida apenas nas
células em que o “enhancer” nao esta ativo antes da ativagao da fungéo dos
PcG nos embrides. Desta maneira, os padroes de expressado dos “enhancers”
precoces sao mantidos durante todo o desenvolvimento (Poux et al., 1996;
Poux ef al., 2001a).

O modelo mais simples que explica como as proteinas PcG reconhecem
os estados transcricionalmente silenciados, diz que as caracteristicas
moleculares da cromatina em genes reprimidos sido compativeis com, ou
estabilizam a montagem de complexos de proteinas PcG. Diferencas
moleculares entre genes transcritos versus néo transcritos incluem proteinas
associadas, modificagbes de histonas, remodelagem de nucleossomos e
compactagao da cromatina, podendo todos estes mecanismos, afetar a ligagao
de proteinas nos nucleossomos. Alternativamente, o estado padrao dos PRE
deve permitir a formacao dos complexos de proteinas PcG, mas caracteristicas
de genes ativos podem prevenir sua montagem ou desestabiliza-los (Francis &
Kingston, 2001) .

Os genes Tritorax e a ativagao de transcrigao

Tem sido postulado que os trxG contenham fatores que funcionem em
diversos niveis para manter a expressdo génica. No entanto, varias proteinas

trxG tém sido ligadas diretamente a ativagao transcricional (Kennison, 1995), e



proteinas atuando em outros niveis ainda nao foram identificadas. Existem trés
proteinas trxG nos complexos de remodelamento de cromatina: SWI/SNF
Brahma (Brm), Moira (Mor) e Osa. Outra proteina trxG, GAGA, também esta
implicada na modulagdo da estrutura da cromatina. O homélogo humano de
TRAP-230, Kohtalo, € um membro do complexo “mediator-like-co-activator”
(Treisman, 2001), indicando uma possivel ligacao direta desta proteina com a
maquinaria transcricional. Outras proteinas trxG residem em complexos
distintos, mas suas atividades ainda nao foram bem caracterizadas. No
entanto, muitas destas proteinas como Kismet, Trithorax (Trx), ou discos
homeodticos Ash1 e Ash2 estao associados com a cromatina (Chinwalla ef al.,
1995; Daubresse et al., 1999; Rozovskaia ef al., 1999). Estes dados indicam
que um importante componente de ativagao pelos trxG, similarmente a
repressao dos PcG, ocorra ao nivel da cromatina. Em principio, este
antagonismo funcional entre os dois grupos de genes pode, no entanto,
envolver efeitos opostos da estrutura da cromatina.

Assim como no caso das proteinas PcG, é previsivel que os complexos
de trxG tenham atividades diversas que sejam sinergisticas na manutencgao do
estado ativado, mas a maioria destas atividades ainda nao foi identificada
(Francis & Kingston, 2001).

O grupo dos genes “Enhancers of trithorax and Polycomb”

Mutagoes em dois genes PcG, E(z) e Asx (“Additional sex combs”),
exibem transformagdes nos membros anteriores e posteriores, de maneira
consistente com um papel de ativagdo e repressdo de loci homedticos
(LaJeunesse & Shearn, 1996; Milne et al., 1999; Sinclair et al., 1992). Um
estudo recente varreu 70% de delegcbes no genoma de Drosophila que
apresentaram a habilidade de tanto aumentar como suprimir fenétipos de
mutagcdes em trxG (Gildea ef al., 2000). Surpreendentemente, mutagbes em
seis genes PcG aumentaram o fenétipo de mutacdes de trxG, sugerindo que
um sub-grupo de genes PcG é necessario para a ativagao, assim como para a
supressao da expressao de genes homedéticos. Os autores sugerem que estes

seis genes sejam renomeados como “Enhancers of trithorax and Polycomb”



(ETP), deixando na categoria de PcG apenas sete outros genes. No entanto,
as evidéncias genéticas apresentadas acima ndo levam em consideracdo a
possibilidade de que interagbes entre o grupo dos ETP, PcG e trxG em genes
homeéticos seja indireta. Testes anteriores de interagbes genéticas entre as
proteinas PcG (Campbell ef al, 1995; Cheng et al., 1994) nao mostrou
evidéncia independente para a divisdo funcional dos PcG e do grupo das
proteinas ETP, ja que mutagdes nos genes destes grupos aumentaram o

numero de alteracdes entre eles.

Repressao pelas proteinas PcG: da meméria celular ao controle de

proliferagao e o cancer.

Uma ampla variedade de vias moleculares regula a resposta das células
a estimulos intra e extracelulares, levando as células a se diferenciarem,
proliferarem, pararem de se dividir ou entrarem em apoptose. No fim, todos
estes caminhos levam a ativagdo ou repressdo de genes especificos que irédo
induzir a resposta celular correta. O cancer é o resultado de um defeito nestes
mecanismos moleculares, levando as células a reagirem inapropriadamente,
proliferando quando e onde nao deveriam. Tem se tornado claro nos ultimos
anos, que o “meio ambiente” da cromatina possui um papel crucial na
regulacéo da atividade ou inatividade transcricional dos genes. Por esta razéo,
talvez nao seja surpreendente que trabalhos sobre fatores regulatérios da
cromatina relacionados ao controle de crescimento e tumorigénese venham se
acumulando rapidamente. As proteinas dos grupos dos PcG e trxG possuem
um papel crucial na regulagéo da atividade génica ao nivel da cromatina (Brock
& van Lohuizen, 2001), (Ringrose & Paro, 2001), (Francis & Kingston, 2001).

A parte da heterogeneidade na composigéo dos complexos de proteinas
PcG devido a expressao tecido-especifica, pelo menos dois tipos distintos de
complexos de PcG com diferentes fungdes/genes-alvos podem ser
evidenciados tanto em Drosophila quanto em mamiferos (Jones et al., 1998; Ng
et al., 2000; Sewalt et al., 1998; Shao et al., 1999; Tie et al., 2001; van
Lohuizen et al., 1998). O primeiro complexo contém as proteinas EED,

Enx1/EZH2 e Enx2/EZH1, que s&o os ortdlogos de mamifero, respectivamente,



dos genes “extra sex combs” (Esc) e “enhancer of zeste” (Ez). Este complexo,
chamando PcGi, parece ser necessario no inicio do desenvolvimento na “fase
de iniciagao”, quando a repressao das proteinas PcG assume o comando dos
repressores atuantes iniciais, como a proteina “hunchback” em Drosophila. O
segundo complexo também chamado complexo de manutengcdo (PcGm) ou
PRC-1, contém muitas proteinas PcG como Bmi-1, Mel18, Mph1, M33, Ring1 e
mpc2 e parece ser necessario na manutencao estavel da repressao tanto em
moscas, quanto em mamiferos. Baseado em descobertas recentes, um modelo
foi proposto onde os repressores iniciais, como “hunchback”, recrutam o
complexo PcGi para reprimir os genes-alvo, possivelmente via complexo de
deacetilase dMi2 (Kehle et al.,, 1998; van Lohuizen, 1999; Wade et al., 1998;
Zhang et al., 1998). Subseqientemente, o complexo PcGi, através de sua
associagdo com as histona deacetilases, modificam a cromatina local, e via
uma interacao transitéria recruta o complexo PcGm, resultando na manutencao
de repressao (Poux et al., 2001b; Tie ef al., 2001; van der Vlag & Otte, 1999)
(Figura 2). A modificacdo epigenética local da cromatina pode fornecer uma
explicacdo de como o silenciamento pelos PcG é fielmente re-estabelecido
apés cada replicagao do DNA, onde a maioria destas proteinas se dissocia da

cromatina (Buchenau ef al., 1998; Voncken et al., 1999).

PcGi PcGm

-“Q Repressao

Elementos responsivos a Polycomb (PRE)  Promotor Gene-alvo

Figura 2 — Representacao das proteinas componentes dos complexos PcGi e

PcGm e sua atuagao na represséo da transcri¢ao génica.



Hematopoese

A diferenciagdo de células hematopoéticas € regulada por fatores
extracelulares como as citocinas e intracelulares como os fatores de
transcricado. As decisbes tomadas durante o desenvolvimento implicam se
estes fatores devem ser mantidos durante as proximas geracgdes, enquanto
que, ao mesmo tempo um grupo pequeno de células-tronco precisa ser
continuamente mantido. Um conjunto de dados indica que a repressao causada
pelos PcG contribui para isto e estd envolvida com a regulagdo da
hematopoese normal (Jacobs & van Lohuizen, 2002).

A expressdo dos genes PcG durante a diferenciacido celular da
hematopoese humana parece ser finamente regulada (Lessard et al., 1998),
(Raaphorst et al., 2000b), (Raaphorst et al.,, 2001), (Lessard ef al., 1999).
Enquanto EED é expresso em niveis iguais em células primitivas e maduras da
medula humana, a expresséo de Bmi1 &€ mais alta nas células de medula mais
primitivas e gradualmente declina durante a diferenciacdo. Em contraste, a
maioria dos outros genes PcG incluindo M33, mel18, HPH1 e ENX1/EZH?2 séo
pouco expressos ou ndo detectados nos precursores mais precoces, mas sua
expressdo € marcadamente aumentada com a diferenciagéo das células de
medula (Sauvageau et al., 1994).

Também durante a diferenciagdo das células T do timo, as proteinas
BMI1 e EZH2 s&o diferencialmente expressas (Raaphorst et al., 2001). Apesar
de uma menor populagdo de células duplamente negativas para CD4” CD8" na
camada sub-capsular e no cortex expressarem Bmif, mas nao EZH2, a
maioria expressa ambos 0s genes. Em contraste, a maioria dos timécitos
duplamente positivos para CD4* e CD8" no cortex, expressam altos niveis de
EZH2, mas nenhum ou quase nenhum Bmi1, indicando que a progressao dos
estagios duplos negativos para os duplos positivos coincide com a perda da
expressdo de Bmi1. Nos estagios positivos unicos de CD4* CD8" ou CD4 CD8’,
que é a fase final da diferenciacao dos timocitos, Bmi1 nao é expresso e EZH?2

€ expresso em baixos niveis.



Os complexos EED/EZH2 PcGi e Bmi1/RING1 PcGm n&o imuno-
precipitam ou imuno-localizam nos nucleos em intérfase, e além disso, eles
mostram padrées de expressdo mutuamente exclusivos em células humanas
periféricas maduras B e T (Raaphorst et al., 2000b). Células que néo estao se
dividindo nos foliculos de manto de tonsilas humanas expressam Bmi1l e
RING1 mas ndo EED/EZH2. No entanto. quando células B séo induzidas a
proliferar, a expressdo de Bmi1/RING1 & perdida e EED/EZH2 aparece
(Fukuyama et al., 2000; Peytavi et al, 1999, Raaphorst ef al, 2000b). Ao
contrario, a diferenciacido de centroblastos em centrécitos € acompanhada pelo
re-aparecimento de Bmi-1/RING1 e a perda de EED/EZH2 (Raaphorst et al.,
2000b). Essa diminuicdo na regulagédo de EZH2 também & observada durante a
diferenciacdo in vitro de células pré-mielociticas HL-60. Além disso, RNAs
antisenses de EZH2 suprimem a sintese de DNA em células HL-60 (Fukuyama
et al., 2000). Em contraste, a estimulag&o in vitro de linfoma de células do
manto (MCL) com IL-10 causa um aumento na regulacdo de EZH2, e super-
expressdo de EZH2 em células Ramos aumenta a sua taxa de proliferagéo
(Visser et al., 2001). Padrdes de expressao similares para Bmi-1 e EZHZ2 s&o
observados em células T periféricas, com células T que ndo estdo se dividindo
expressando Bmi1, mas ndo EED/EZH?2, e blastos em divisdo expressando
EED/EZH2 mas ndo Bmi1 (Fukuyama et al, 2000; Peytavi et al, 1999;
Raaphorst et al., 2001). A auséncia da expressao do complexo BMI1 PcGm em
células T em divisao se correlaciona com a indugéo da expressdo do grupo de
genes HoxB sob a ativacdo da proliferagcédo de células T (Care et al.,, 1994).
Além disso, baseado na rapida inducido de antigeno-receptor em células B, os
genes PcG de camundongo Mel18, Bmi-1, M33 e Rae28/Mph1 foram
caracterizados como genes de resposta precoce imediata (Hasegawa et al.,
1998).

Apesar da composicdo molecular de complexos PcG em células
hematopoéticas permanecer por ser determinada, estas analises de expressao
indicam que complexos PcG de diferentes composi¢des sdo formados em
diferentes estagios de diferenciagdo hematopoética na medula 6ssea, timo e
linfocitos de sangue periférico. Estes experimentos correlatos sugerem um

papel para as proteinas PcG no desenvolvimento e proliferacio de precursores
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de medula humana, timécitos e células B e T. No entanto, a evidéncia mais
convincente para esse papel essencial dos genes PcG na hematopoese,
provém do fenoétipo de camundongos mutantes de genes PcG. Todos os
camundongos mutantes de Bmi1, Mel18, M33, Mph1 e Eed mostraram severas
anormalidades hematopoéticas. Além de transformagbes no esqueleto e
retardo no crescimento, mutantes de camundongo de Bmi1, Mel18 e M33
sofrem severa hipoplasia no bago e timo (Akasaka et al., 1996; Akasaka ef al.,
1997; Core et al.,, 1997, Tokimasa et al., 2001; van der Lugt et al., 1994).
Apesar de mutantes de células T de Mph1 parecerem maturar quase
normalmente, camundongos deficientes de Bmi1, Mel18 e M33 apresentam
uma forte redugao no numero total de células T. As populagées de linfocitos T
mais maduras de duplo-positivos CD4" CD8" e unico-positivos CD4" CD8™ ou
CD4 CD8* sdo mais severamente afetadas, causando uma relativa super-
representacdo de populagbes de células T duplo-negativos CD4 CDS8".
Mutantes de camundongo de Bmi1, Mel18, M33 e Mph1 sé&o também
novamente defectivos em células B em desenvolvimento, com uma redugao
completa no numero de células, que se torna mais severa com um aumento na
maturacgao de células B (Akasaka ef al., 1996; Akasaka ef al., 1997, Core et al.,
1997, Tokimasa et al., 2001; van der Lugt ef al., 1994). No entanto, nem todos
os estagios de maturagdo de células B e T podem ser encontrados em
camundongos, embora em numero reduzido, sugerindo uma falha destas
células em proliferar e/ou uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia, ao
contrario de um bloco completo de diferenciagdo. Em concordancia com isso, é
observada uma resposta proliferativa defeituosa sob a agdo de varios
mitdgenos, especialmente a citocina IL-7. A resposta mitética e a diferenciagao
de precursores de células linféides sob a estimulagao de IL-7, sdo cruciais para
a geragdo de um numero apropriado de linfécitos maduros (Peschon et al.,
1994; von Freeden-Jeffry et al., 1995). Apesar da sinalizagdo a frente do
receptor de IL-7 parecer intacta em mutantes de linfécitos de PcG, eles falham
ao entrar em fase S sob a estimulagdo mitogénica com IL-7 (Akasaka et al.,
1997; Core et al.,, 1997; Takihara ef al., 1997; van der Lugt et al., 1994). Isso
sugere que as proteinas PcG provavelmente agem ainda mais a frente,

possivelmente ao nivel dos genes-alvo STAT.
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Interessantemente, enquanto que Bmi1, Mel18, M33 e Mph1, todos
componentes do complexo PcGm, sdo aparentemente reguladores positivos da
proliferacdo hematopoética, EED, presente no complexo PcGi, tem um papel
claramente oposto. Enquanto que camundongos EED -/- morrem na
gastrulagdo, camundongos EED +/- apresentam hiper-proliferagcdo de
progenitores da medula ossea primitiva e madura, e um aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores hematopoéticos (Faust ef al.,
1995; Lessard et al., 1999). Inter cruzamento de camundongos mutantes para
Bmi1 e EED revelaram uma interacdo genética tipo celular-especifica (Lessard
et al., 1999). Bmi1 parece ser dominante sob EED no controle da proliferagéo
de células de medula primitivas, ja que mutagcbées em EED nao afetaram a
proliferacdo destas células em camundongos Bmi1 -/- . No entanto, as
mutacdes em EED trans-complementaram a deficiéncia de Bmi1 em células de
medula pré-B em camundongos Bmi1 +/-. Estes dados sugerem que a
proliferacdo de células hematopoéticas depende da contribuicdo relativa de
complexos que nao contenham EED e positivo em complexos contendo Bmi1.

Combinado com a expressdo diferencial célula e tecido-especifica e
formacao de diferentes complexos PcG, é provavel que o equilibrio entre Bmif1
e Mel-18 nos complexos PcG seja critico na especificidade da atuacgéo sob o
gene-alvo e no controle de proliferagdo de células hematopoéticas (Jacobs &
van Lohuizen, 2002).

Alvos que conectam a repressao pelos PcGs ao controle de proliferacédo celular

Apesar dos padrdoes de expressdo desregulados em sub-grupos de
genes Hox serem, em sua maioria, a causa mais provavel para as
transformagdes homeodticas vistas em diferentes PcG mutados em
camundongos, para defeitos de hematopoese, a causa parece ser menos clara
e uniforme (Akasaka et al., 1996; Alkema et al., 1995; Core ef al., 1997; Faust
et al., 1995; Kroon ef al., 1998; Lessard et al., 1999; Sauvageau ef al., 1997,
Schumacher et al., 1996; Takihara et al, 1997; Tetsu et al, 1998;
Thorsteinsdottir ef a/., 1997; Tokimasa et al., 2001; van der Lugt ef al., 1996;
van der Lugt et al., 1994) Os genes Hox parecem ser os candidatos provaveis,
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devido a sua baixa-regulagéo sob a diferenciagdo de células de medula 0ssea
primarias, e sua habilidade em induzir a hiper-proliferagdo destas células,
firmando o estabelecimento dos genes PcG como alvo (Lessard ef a/., 1998;
Sauvageau et al., 1997; Thorsteinsdottir et al., 1997). No entanto, evidéncias
diretas de que a de-repressdo de genes Hox é causal das anormalidades
hematopoéticas em mutantes de PcG em camundongo € ainda especulativo.
Ao contrario, analise dos niveis de expressdo de onze genes Hox diferentes
ndo mostraram alteragbes em tecidos hematopoéticos em camundongos
mutantes de Eed, destacando que outros genes-alvo criticos ainda n&o foram

identificados (Lessard ef al., 1999).
Desregulagao de PcG no cancer humano

O acumulo de trabalhos que sugerem um papel importante das proteinas
PcG no controle de proliferacdo celular, tem estimulado a procura por
alteracbes na expressdo de PcG em tumores humanos. Em leucemias
mieldides crénicas (LMC), por exemplo, foi demonstrado que o gene Bmi1,
parece estar super-expresso em 9 de 36 (25%) casos estudados. (Bea ef al.,
2001). Em 4 casos, esta super-expresséao foi fruto da amplificagdo do gene,
mas para os outros 5 casos de LMCs, nenhuma alteragéo estrutural de Bmi1 foi
encontrada e a causa para sua expressdo aumentada permanece obscura.
Apesar da super-expressdo de Bmi1 ter sido exclusivamente encontrada em
tumores sem alteracgdes no locus de INK41/ARF, nenhuma diferenca nos niveis
de expressdo de p716™“ foi encontrada em tumores com e sem super-
expressdo de Bmi1, sugerindo que outro gene-alvo, além de p16INK4a, esta
envolvido no desenvolvimento destes tumores. O padrdo de expressédo
mutuamente exclusivo, caracteristico de EZH2 e Bmi1, é interrrompido na
doenca de Hodgkin e em linfomas nao-Hodgkin de células B (Raaphorst et al.,
2000a); (van Kemenade et al., 2001). Enquanto que Bmi1 € ausente em células
B foliculares normais em divisdo expressando EZH2, tumores de células
Hodgkin Reed Sternberg e células B neoplasicas de linfomas n&o-Hodgkin,
que originam destas células, expressam Bmi1. Isto sugere que estas células B

falham em controlar a expressao de Bmi1. No caso dos linfomas nao-Hodgkin,
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0 grau de co-expressdo de Bmi1 e EZH2 em células ciclando foi visto por se
correlacionar com o grau de malignidade.

HPH1/RAE28 estado localizados em 12p13, uma regido que esta
frequentemente envolvida com anormalidades cromossémicas e apresenta
perda de heterozigose (LOH) em uma variedade de doencas hematolégicas
humanas, incluindo leucemia linfoide aguda (LLA) (Ohta et al., 2000).
Interessantemente, a expressao de HPH17 nao foi detectada em 4 de 43 casos
de LLA de células precursoras B, embora ambos os alelos de HPH1
estivessem presentes (Tokimasa et al., 2001).

A desregulacdo da expressdo de PcG ndo se restringe a malignidades
hematopoéticas. Recentemente, a super-expressao de BmiT foi correlacionada
com osteosarcomas de alto grau e um aumento na expressao de Bmi1 foi
observado em 58% dos tumores de pulméo de células grandes (NSCLC)
(Vonlanthen et al., 2001). Apesar deste estudo de 48 NSCLC, a super-
expressdo de Bmi1 ndo pode ser associada com caracteristicas do tumor e
sobrevida dos pacientes, ou seja: uma significantiva correlagdo inversa entre a
expressdo de Bmi1 e INK4a/ARF foi observada. A super-expresséo de Bmi1
nos casos de NSCLC e em algumas das MCI super-expressando Bmi1 néo foi
acompanhada pela amplificacdo do locus de Bmi1, indicando que outro
mecanismo é responsavel pela geragdo de sua super-expressdo. Fora isso,
SCMH1, o ortélogo humano do gene de Drosophila “sex comb on midieg” que
compartilha dominios com o gene supressor de tumor “lethal malignant brain
tumor” mapeia no Jocus 1p34, que & uma regido de LOH em casos de cancer
gastrico e de cblon bem diferenciados (Berger ef al., 1999; Bornemann et al.,
1996; Wismar et al., 1995).

Recentemente, foi demonstrado que a proteina Polycomb 3 (HPC3)
humana interage com ENL e AF9 (Garcia-Cuellar et al., 2001), dois parceiros
comuns de fusdo da proteina trx humana LLM em translocagbes 11923, que
estdo associadas com um aumento da agressividade de leucemias agudas
infantis (Saha et al., 1998; Tkachuk ef al., 1992). Esta observacéo sugere um
papel mais direto das proteinas PcG em LLM associadas com leucemias da

infancia, préximo ao seu envolvimento indireto como oponentes da fungdo dos
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trxG. Ainda n&o esta claro qual é o produto unificador que é compartilhado
entre as 20 diferentes proteinas fusionadas com LLM nestas leucemias.

Utilizando analise de micro-arranjos de cDNA, (Varambally et al., 2002)
compararam padrées de expressdo encontrados em tecidos de prostata
benignos, de tumores 6rgao-confinados e tumores metastaticos independentes
de androégenos. Eles observaram que o mRNA correspondente ao gene
“‘Enhancer of zeste 2” (EZH2) foi encontrado em um grupo de transcritos com
expressdo aumentada, que permitia distinguir tumores metastaticos de tumores
localizados apenas na prostata. E interessante notar que durante a progressao
maligna houve uma aumento gradativo da expressdo de mRNA, e do nivel das
proteinas em tumores benignos, orgao—confinados e tumores metastaticos,
sugerindo que o aumento na expressao de EZH2 precede o desenvolvimento
dos focos metastaticos. Desta maneira, estes dados sugerem que os niveis da
proteina EZH2 podem ser Uteis na predigdo de recidivas de pacientes apds a
prostectomia (Varambally et al., 2002). O aumento no nivel da proteina EZH2
também foi associado com maior agressividade em tumores de mama (Kleer et
al., 2003).

O Gene “Enhancer of Polycomb” de Drosophila

O gene “Enhancer of Polycomb” (EPc) de Drosophila, € um membro
intrigante dos PcG; mutacbes tém classificado este gene como um PcG por
causa de fendtipos homedticos causados por expressao ectopica de loci
homeéticos (Jones & Gelbart, 1990; Struhl & Akam, 1985) e porque ele
aumenta o fenotipo de mutagbes de genes PcG conhecidos (Campbell et al.,
1995; Cheng et al., 1994). Existem 15 PcG identificados (Pirrotta, 1997; Simon,
1995; Yamamoto et al.,, 1997). "Supressor of zeste 2" (Suz2) aumenta alguns
fenotipos PcG, mas ele préprio ndo possui um fendtipo homeético (Adler et al.,
1989; Wu & Howe, 1995), talvez porque ele seja funcionalmente redundante
(Brunk et al., 1991). EPc é pouco usual entre as mutagdes dos PcGs, porque
ele mesmo ndo possui um fendtipo homedtico em embrides e adultos, e
apenas o0 gene Abd-B mostra modesta expressdo ectopica em embrides,

quando a contribuicdo maternal da proteina ou mRNA é removida (Soto ef al.,
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1995). No entanto, mutagbes em EPc aumentam mutacbes homedticas nos
genes PcG: Pc, Pcl, ph, Sce, Scm e sxc, (Campbell et al., 1995; Cheng ef al.,
1994), sugerindo que EPc seja importante na funcdo dos PcG. Pode ser que
assim como Suz2, EPc seja, de modo parcial, funcionalmente redundante, e,
portanto, perca os efeitos homedticos em embrides e adultos. Um outro gene,
S-adenosilmetionina sintetase, que nao foi identificado por ter fendtipo
homeodtico, aumenta o fendtipo de mutantes de PcG e atua como um Su(var)
(Larsson et al., 1996). Assim como S-adenosilmetionina, EPc pode ser
necessario indiretamente para a fungdo de PcG. Pode ser que EPc regule a
expressdo de PcG ou Su(var), ou que tenha outros efeitos indiretos. Desta
maneira, a clonagem de EPc foi importante para o entendimento de seu papel
nos PcGs e seu papel no estabelecimento de heterocromatina.

Apesar da pouca conservacdo de seqléncia entre a maioria dos PcGs
ao longo da evolugéo, trés linhas de evidéncia sugerem fortemente que exista
uma conservacgdo funcional dos PcGs entre moscas e mamiferos. Primeiro, o
homélogo funcional de Pc, M33, pode resgatar muitos mutantes de fenétipo de
Pc em Drosophila (Muller et al., 1995). Segundo, a reposigdo de genes PcG em
camundongo leva a transformacées de esqueleto axial e a expressao ectdpica
de genes Hox em embrides mutantes (Akasaka ef al., 1996; Core et al., 1997,
Takihara et al., 1997; van der Lugt et al., 1994). Terceiro, multiplas cépias de
EZH2 ou E(z) aumenta a PEV em moscas (Laible et al., 1997), sugerindo que
existem mecanismos de silenciamento amplamente conservados que ligam a

funcéo dos PcG e o silenciamento da heterocromatina.
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OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo geral desta tese de doutorado foi explorar as potencialidades do

Projeto Genoma do Cancer Humano para a descoberta de novos genes,

possivelmente relacionados ao processo tumoral.

Os objetivos especificos foram:

Obter a sequéncia completa dos novos genes humanos hEPC1 e
hEPC?2;

Fazer o mapeamento gendmico destes genes;

Fazer a caracterizacédo da express&o dos genes em diferentes tecidos
humanos, incluindo tecidos fetal, normal e tumoral

Caracterizar a fungao dos genes hEPC1 e hEPC2.
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MATERIAIS

REAGENTES:

Fatores de crescimento:

e TGF-B1 (Peprotech Inc.) — estoque reconstituido em agua na
concentracéo de 50 ng/ul.

e BMP-7 (Creative Biomolecules) - estoque na concentragdo de 100ng/ul

Antisoros:

anti-EPCII-1 policlonal (Bethyl);

anti-EPCII-2 policlonal (Bethyl),

anti-FLAG monoclonal M2 e M5 (Sigma);

anti-myc monoclonal (Santa Cruz) e produzido pelo clone celular de hibridoma
9E10;

anti-GST policlonal (Amersham);

anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (Amersham e Vector),
anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (Amersham e Vector);

anti-lgG de camundongo conjugado com TRITC (isotiocianato B de
tetrametilrodamida) (Amersham);

anti-lgG de coelho conjugado com FITC (isoticianato de fluoresceina)

(Amersham).

SOLUGOES:

Todas as solucdes foram feitas a partir de reagentes de grau de pureza
pra analise, seguindo formulagdes descritas em manuais para uso em
laboratério (Ausubel, 1998; Sambrook, 2001)
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METODOS

Clonagem do cDNA de hEPC1 e da isoforma canénica de hEPC2 por RT-
PCR

O consenso da sequéncia de hEPC1 e hEPC2 foi obtido pelo "clustering"
de ESTs humanas e de outros organismos, que mostraram similaridade com os
genes correspondentes de camundongo. Iniciadores cobrindo toda a extensao
da regido codificante dos genes foram usados para cobrir todos os "gaps" de
sequéncia (ver Tabelas 1 e 2). Os cDNAs completos de ambos os genes foram
inicialmente amplificados gerando fragmentos com sobreposi¢ao entre si. Os
moldes utilizados nas RT-PCR foram derivados de uma mistura de cDNAs de
tecidos normais e tumorais de estdbmago (o mesmo tecido usado na geragao da
primeira ORESTES que mostrou similaridade com o gene EPc), assim como
amostras de cDNAs derivadas de cérebro normal e tumoral. Duas microgramas
de RNA total foram usadas em uma reac¢ido de transcricdo reversa para a
geragdo da primeira fita de cDNA, usando a enzima SuperScript Il (Invitrogen)
e oligo dT em um volume final de 20 pl, utilizando o protocolo recomendado
pelo fabricante. As amplificagdes por PCR foram feitas em reagdes de 25 pl,
contendo 1,5 U de Platinum Tagq DNA polimerase High Fidelity (Invitrogen), 1ul
do cDNA como molde, 5 pmol de cada iniciador, 0,25 mM de dNTP, 2 mM
MgSQ,4, 60 mM de Tris-SO4 (pH8.9) € 18 mM (NH4)2, SO4. O programa de
ciclagem consistiu de um primeiro passo de desnaturagdo a 95°C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C por 50 segundos, anelamento a 56°C por
40 segundos para todos os iniciadores usados e extensdo a 68°C por 4
minutos. Os produtos amplificados foram entdo reparados e clonados em
‘blunt” no sitio de Smal de pUC18 (Amersham), ou foram diretamente
sequenciados no ABI 377 (Applied Byosistems) usando a técnica de "dye-
terminator". Apds o sequenciamento os cromatogramas foram utilizados para a
obtencdo das sequencias consenso completas, utilizando o pacote de
programas "Phred-Phrap consed” (Ewing & Green, 1998; Ewing et al.,, 1998;

Gordon et al., 1998) com "score" > 20.
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Caracterizagdo das variantes Iso-B e Iso-C e analise quantitativa por RT-
PCR

Os iniciadores utilizados na amplificagdo das variantes Iso-B e Iso-C em
um RT-PCR multiplex semi-quantitativo foram, respectivamente: Iso-B forward:
5 CCTGTAAGGCGGGGAGAC 3 combinado com Iso-B reverse: 5
CTGCCAGGCATTTGGGGACAC 3 e Iso-C forward: 5'
GAACATCATTTACAGCGAGC 3 usado com Iso-C reverse. &
CCGGAGACCACGTTAAAG 3. As condicbes de PCR foram as mesmas
usadas na amplificacdo de Iso-A, exceto que a temperatura de anelamento foi
de 60°C. cDNAs humanos derivados de leucemia mieldgena cronica,
adenocarcinoma coloretal e de feto (Clontech), foram usados como molde para
a reacdo de amplificagdo destas isoformas. Os produtos de PCR foram
clonados em pUC18 e sequenciados. Os iniciadores desenhados para a
amplificacdo de Iso-C também co-amplificam Iso-B com uma diferenga no
tamanho dos produtos. Esta reagdo de amplificagdo, usando os mesmos pares
de iniciadores, permitiu a padronizagdo de uma reagdo de RT-PCR semi-
quantitativa. Um painel de mRNAs, derivados de diferentes tecidos foi utilizado
na avaliagdo de Iso-B e Iso-C: glandula adrenal, medula éssea, cérebro total,
cérebro fetal, figado fetal, pulméo fetal, coragao, rim, figado, placenta, intestino
delgado, medula espinhal, baco, timo, traquéia, célon, utero e musculo
esquelético (Clontech). A nimero de ciclos de PCR abrangendo a faixa minima
de detecgdo e o ponto de saturagado foi de, respectivamente, 29 e 33 ciclos.
Uma porg¢do do cDNA do gene GAPDH foi usada para normalizar a quantidade
de cDNA nas reactes de RT-PCR e os numeros de ciclos foram padronizados
entre 22 e 26. Os iniciadores usados na amplificacdo de GAPDH foram: &
ACCACAGTCCATGCCATCAC 3' e 5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3', e as
condigbes de PCR foram as mesmas usadas na amplificagéo de Iso-B e Iso-C.
As bandas obtidas foram analisadas por eletroforese em géis de agarose 1%

corados com brometo de etideo.
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Ensaios de Northen-blot

As membranas comerciais "Human Cancer Cell Line Muitiple Tissue
Northern-Biot" e "Human 12-Lane Multiple Tissue Northern Biot Membranes”
(Clontech) usadas na avaliagdo da expressdo das isoformas A, B, C e D
contém 2 ug de mRNA por canaleta. As hibridizagdes foram feitas como
sugerido pelo fabricante, utlizando a solugdo  comercial ExpressHyb
(Clontech). Os resultados de todas as membranas de Northern-blot foram

analisados no aparelho Storm Phosphorimager (Molecular Dynamics).

Preparo de sonda de DNA radiotiva

Para marcar a sonda radioativamente, foi utilizado o kit "Ready to go"
(Amersham), baseado na reagao de "Random primer extension" (Feinberg &
Volgestein, 1984). A mistura de reacdo (uma solucéo liofilizada contendo
dATP, dGTP, dTTP, 4-8 unidades da enzima Klenow e oligonucleotideos
randémicos de 9 mers), foram adicionados 20 ul de agua e os tubos foram
colocados no gelo. A solugdo contendo o produto de PCR foi fervida por 5
minutos para desnaturacao, imediatamente resfriada no gelo por pelo menos 2
minutos, e centrifugada rapidamente. Em seguida, esta solugédo de DNA (25 pul)
foi adicionada a mistura de reacao reconstituida em agua (20 ul) juntamente
com 5 ul (50 uCi) de [a->*P]dCTP (3000Ci/mmol). Misturou-se gentilmente e
incubou-se a reagao a 37°C por 30 minutos. A sonda radioativa foi separada
dos nucleotideos livres em colunas de Sephacryl $-200 ou S-300 (Amersham)
e desnaturada em banho seco a 95 °C por 5 minutos, antes de ser utilizada na
hibridizagdo. As sondas utilizadas correspondem a fragmentos do gene hEPC2
e hEPC1 obtidos por PCR. As variantes Iso-B e Iso-C foram avaliadas usando
uma sonda similar a regido compreendida entre os nucleotideos 5 a 425 da
regido codificante da isoforma canoénica (Iso-A). A expresséo de Iso-A e D foi
avaliada usado uma sonda na 3'UTR dos nucleotideos 2,397 ao 3,352. A
sonda correspondente ao controle interno 36B4 (fosfoproteina ribossomal acida

humana PO) foi preparada a partir do fragmento Pstl-Pstl de 0,8Kb do cDNA de
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36B4, obtido por digestdo do plasmideo pGEM36B4cDNA com a respectiva
enzima de restrigao.

Os is6topos radioativos utilizados tanto para Northern-blot quanto para Dot-
blot foi o [0®)] dCTP (3000Ci/mmol) (Amersham International plc,
Buckinghamshire, England).

Andlises de expressdo génica por Dot-blot

A membrana de Dot-blot comercial "Multiple tissue expression array-
MTE™ " (Clontech) contendo 76 mRNAs derivados de tecidos humanos e de
linhagens celulares foi utilizada na analise de expressado dos genes hEPC1 e
hEPC2. Esta membrana possui os niveis de expressdo dos mRNAs
normalizados por 8 genes de expresséo constitutiva ( "housekeeping genes").
A expressao de hEPC1 foi analisada utilizando uma sonda gerada por PCR dos
nucleotideos 1,991 ao 3,519. A sonda usada na andlise de hEPC?2 foi a
mesma usada nos Northern-blots para IsoA/lsoD. As condigdes de hibridizagao

usadas seguiram a recomendagao do fabricante.
Sequenciamento de DNA

Para tal, foi utilizado o sequenciador automatico ABI Prism-377, ou ABI
3100 (Applied Biosystems. As reagbes de sequenciamento foram feitas
utiizando o Kit “DYEnamic ET terminator cycle sequence kit” (Amersham,
USA). A reagdo se baseia no método de Sanger modificado, ou
sequenciamento pelo método de dideoxi.

Para cada molde de DNA sequenciado, foram usados 2 pl do "sequencing
reagent premix", que contém os ddNTPs marcados com substancias
fluorescentes, além de enzima adequada, dNTPs e o tampao. Para o
sequenciamento, foram utilizados 100 uM dos iniciadores utilizados na reacao
de amplificagcdo. O DNA sequenciado foi derivado de produto de PCR ou de
DNA plasmideal purificado em pequena escala. O volume final da reacgéo foi de

10 ul e as reagdes utilizavam o seguinte programa de ciclagem: 95°C por 20
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segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, repetindo-se este
programa por 30 ciclos.

Apds a reagao de sequenciamento, os produtos foram precipitados para a
purificacdo dos ddNTPs ndo incorporados, usando 2ul de tampao contendo
acetato de sédio e EDTA e 80 ul de etanol absoluto. As amostras foram bem
misturadas e incubadas no gelo em local escuro por 20 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O "pellet" resultante foi lavado com etanol 75% e
centrifugado por 10 minutos. O sobrenadante foi nhovamente descartado e o
"pellet" foi seco por alguns minutos a temperatura ambiente e finalmente
ressuspendido em tampao de aplicagdo para aplicadas ao gel ou inje¢do no

capilar.

Analises de Bioinformatica e bancos de dados

As coordenadas gendmicas e 0 mapeamento dos genes hEPCT e

hEPC2 foram determinados através do Blast, utilizando o banco de dados do

genoma humano (www.ncbinlm.nih.gov/blast) e também a ferramenta BLAT
(http://genome.ucsc.edu/cgi-  bin/hgBlat?command=start&org=human).  Os
alinhamentos de proteina e o filograma das proteinas ortélogas de hEPCT e

hEPC?2 foram obtidos pelo programa Clustalw (hitp://www.ebi.ac.uk/clustalw).

As analises de predicdo da localizagcdo celular de hEPC2 foram feitas
utilizando o program PSORT Il (psort.ims.u-tokyo.ac.jp). As variantes Iso-B e
Iso-C foram preditas usando analises de BlastN contra ESTs humanas, assim
como o a ferramenta Aceview (www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/ Acembly).
O sitio alternativo de poli-adenilagao utilizado por Iso-D foi investigado através
da ferramenta LTV (Ludwig Transcript Viewer,
http//.cgap.nci.nih.gov/SAGE/LTviewer) do SAGE Genie, que permite analisar a
presenca de “SAGE tags” no gene analisado e indicar a presenca de transcritos

aiternativos.
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Western-blot
Extracdo e dosagem de proteinas fotais

As células foram crescidas em placas P100, 6 pogos e 24 pogos, nas
condigdes desejadas para a transfecgdo. O meio de cultura foi removido e as
culturas foram lavadas duas vezes com PBSA gelado. As placas foram
colocadas sobre o gelo antes da lise. Foi acrescido 1 ml de tampé&o de lise as
células plagueadas em placas P100, que foram incubadas sob agitagdo por 20
minutos. O lisado foi entdo raspado das placas e colocado em tubos eppendorf
previamente gelados. O lisado foi clarificado por centrifugagéo (15.000 rpm,
10min, 4°C) para separacio da proteinas insoluveis. O lisado foi quantificado
pelo método de Bradford (Bio-Rad). Pelo menos 30 ng do lisado total foi
utilizado nos ensaios. Foi acrescido as amostras inibidores de proteases, como
descrito abaixo. As aliquotas foram misturadas ao tampao de amostra para
concentracdo final de 1X. As amostras foram incubadas a 95°C por 5 min e
submetidas a SDS-PAGE.

Tampé&o de lise (solucdo estoque):
20mM de Tris-HCL pH 7.5

150mM NaCl

10% glicerol

1% Triton X-100

Inibidores de protease utilizados:

PMSF: estoque a 200mM, concentracgéo final de 1mM.
Trasylol: concentracao final a 1,5%.
Ortovanadato de sédio: estoque a 100mM, concentracgéo final de 1mM.

Leupeptina: estoque a 1m/mi, concentracéo final de 2ug/ml.

Pepstatina: estoque a 1mg/ml, concentra¢&o final de 2ug/ml.
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Transferéncia umida das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose

Membranas de nitrocelulose (Schleicher & Schuel BA85 ou BA83) e
papéis Whatmann 3MM foram recortados com o mesmo tamanho do gel. A
membrana, os papéis, o gel e as espumas do aparato de montagem de
transferéncia foram embebidos em tampao de transferéncia 1X. A membrana
deve ser primeiramente molhada em agua estéril. A montagem foi feita
colocando, na ordem: espuma embebida, 3 folhas de papel 3MM, gel,
membrana, 3 folhas de papel 3MM, espuma, eliminando bolhas de ar. O
cassete foi fechado e colocado na cuba com a membrana voltada para o polo
positivo. A cuba foi preenchida com tamp&o de transferéncia, que foi feita a 400
mAmp por 3 horas. A membrana foi corada com 0,1% Ponceau em 10% de

acido acético por 5 minutos e descorada com agua.

Imunoreagédo

Os sitios inespecificos da membrana foram bloqueados com 5% leite
Molico desnatado ou 5% BSA, em TBST 0,1% Tween-20 por toda a noite. A
membrana foi lavada com TBST 3 vezes por 10 min. O antisoro na diluigéo
adequada (1:200 EPC2-l (Bethyl, USA); 1:1000 anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Vector, USA), 1:25.000 anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase (Vector, USA ) foi incubado de acordo com o tempo
adequado para cada antisoro (por toda a noite para EPC2-l e por volta de 45
min a 1 hora para os outros). A membrana foi lavada por 3 vezes com TBST,
sob agitacdo. O anticorpo secundario conjugado com peroxidase foi acrescido
e incubado da mesma maneira pelo tempo adequado. Novamente a membrana
foi lavada (3 vezes) com TBST por 10 min e revelada com o Kit ECL ™
(Amersham) segundo instru¢cdes do fabricante. A membrana foi exposta ao

filme, até a obtencgao do sinal adequado.
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Imunoprecitagao

Foram utilizadas cerca de 500 ug de proteina total, previamente dosadas
pelo método de Bradford. A estas amostras foram acrescidos 50 pl de 50%
proteina A conjugada com Sepharose (diluida em PBSA). As amostras foram
colocadas em uma plataforma de rotagéo a 4°C, por meia hora e centrifugadas
por 2.000 rpm por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e 10 pug do anticorpo de interesse foram adicionadas, com
incubac&o por toda a noite sob rotagdo a 4°C. 30 ul de proteina G Sepharose
ou proteina A Sepharose foram acrescidos as amostras, de acordo com o
anticorpo utilizado. As amostras foram novamente incubadas sob rotagao a
4°C por meia hora e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o “pellet” lavado 3 vezes com tampéao de lise. O “pellet’ foi entdo
ressuspendido em 20 pl de tampdo de amostra 2X e aplicado em gel SDS-
PAGE, transferido para membrana de nitrocelulose e submetido ao Western-
blot.

Condigdes de cultura e manutengao de linhagens celulares

As células foram cultivadas a 37°C em frascos e placas de plasticos
descartaveis contendo DMEM suplementado com 5 ou 10% de soro fetal
bovino (FBS), 1,2 g/l de bicarbonato de sédio, 25 mg/l de ampicilina e 100 mg/|
de estreptomicina, em atmosfera de 5% de C02/95% ar para a manuteng¢ao do
pH préximo ao fisioldgico. As células foram sub-cultivadas sempre que atingiam
80% da densidade de saturacgdo, utilizando para tanto, tripsina 0,1% em PBSA
contendo 1mM de EDTA e tendo sido a cultura previamente lavada uma vez
com solucdo de PBSA. Os estoques celulares foram mantidos no meio de
cultivo contendo 10% DMSO (dimetilsulféxido) a —196°C, em reservatério

contendo nitrogénio liquido.
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Solugbes e meios de cultura para células de mamiferos:
e DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle Medium”), (Invitrogen,USA).
e FBS: Soro fetal bovino (Cultilab e Invitrogen)
e Tripsina: (ICN Pharmaceuticals Inc., USA; Invitrogen, UK).
e PBSA (“Phosphate Buffered Saline”). Solugéo salina sem calcio ou
magnésio), tamponada (pH 7,2), composta por NaCl a 140 mM; KCI a
2,7 mM, NaoHPO4 a 8 mM e KH.PO4a 1,5 mM.

Linhagens celulares utilizadas:
293-T: células de rim embrionario humano
COS-7: células de rim de macaco

HEPG2: células de hepatoma humano

Clonagem em vetores plasmidiais

Todas as construgbes plasmidiais usadas nos experimentos de
expressdo em células de mamifero e de bactérias foram feitas utilizando o
cDNA completo da isoforma candnica de hEPC2 (Iso-A).

Para a clonagem de hEPC2 em pCDNA3-6Xmyc foi utilizado como
molde para PCR, um clone de pUC18 contendo hEPC2. Este clone havia sido
previamente sequenciado para certificagdo da sequéncia correta do gene.
Foram desenhados iniciadores contendo sitio de restricdo para EcoRl e Xhol,
sendo que o iniciador “sense” foi desenhado de maneira a suprimir o cédon de
inicio de traducdo do cDNA, para que sua traducgéo incluisse o epitopo de myc
presente no vetor. A clonagem do cDNA no vetor foi feita nos mesmos sitios de
restricdo para clonagem que o cDNA possuia, e de modo que a regido N-
terminal da proteina traduzida estivesse adjacente ao epitopo de myc, ja que
por predicdo, esta deve ser a regido mais hidrofilica de hEPC2.

O cDNA de hEPC?2 foi sub-clonado no plasmideo pGEX-4T1 também
utilizando também os sitios de EcoRl e Xhol, e o inserto foi retirado de
PCDNA3-6Xmyc-EPC2. Para a subclonagem de hEPC2 no vetor de expressao
pCXN2 foi feita através de digestdo com Bg/ll e Notl do vetor pcDNA3-6Xmyc-
EPC2 para obtencdo do inserto. O vetor pCXN2 foi digerido com a enzima
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Xhol, tanto o inserto quanto o vetor preparado tiveram suas extremidades
reparadas através do tratamento com enzima Klenow na presenga de
deoxinucleotidios para, finalmente, proceder a ligacao dos fragmentos com
extremidades cegas. A orientagdo correta do inserto no sentido &' para 3' foi
confirmada por sequenciamento em alguns clones de pCXN2-hEPC2. A
construgao de pET-32A-hEPC2 foi feita usando o inserto de hEPC2 retirado de
pCDNA3 com as enzimas EcoRl e Xhol , e a seguir, direcionalmente clonado
nos mesmos sitios do vetor pET32. Em todas as etapas de subclonagem, os
fragmentos lineares de vetor plasmidial foram tratados com fosfatase alcalina
de intestino de vitelo (CIAP) previamente a reagao de ligacdo, para diminuir o

numero de clones nao-recombinantes.

Plasmideos utilizados:

PGEX: (Amersham) vetor de expresséao bacteriano. Produz uma proteina de

fusdo com a glutationa S-transferase (GST). O gene da GST possui um sitio de
ligacdo a ribossomo e um ATG, estando sob o controle do promotor PTac.
PET-32A: (Novagen) vetor de expressdo indutivel bacteriano. Os genes
clonados nos vetores pET ficam sob o controle do forte promotor para RNA
polimerase do bacteridéfago T7. A expressé@o de T7 RNA polimerase € induzida
por IPTG a partir de um operon artificial Lacl-T7RNApol integrado no genoma
da cepa bactéria BL2-DE3 de E.coli. A série pET-32 expressa a sequéncia
peptidica alvo fusionada com 109 aminoacidos da proteina tioredoxina. O vetor
também produz um epitopo de hexahistidina que permite a detecgdo da
proteina de fusdo e sua conseguinte purificacdo em colunas de niquel
imobilizado.

PCDNA3: (Invitrogen) vetor de expresséo constitutiva em mamifero que possui
fusionado um epitopo de uma parte da sequéncia do proto-oncogene myc
repetida 6 vezes.

PCXN2: vetor ndo comercial de expressao constitutiva em mamifero. Possui
um promotor hibrido de beta-actina fusionado com o promotor precoce de
citomegalovirus (“immediate early CMV promoter”), o que torna a expresséo da

construcao bastante forte.
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Transfeccao celular

Por cloreto de célcio

As células utilizadas neste procedimento se encontravam em 60% de
confluéncia em placas P100, ou placas de 6 pog¢os. As células eram colocadas
em meio DMEM sem antibiético. A quantidade adequada de DNA para o
experimento foi misturada a 50ul de CaCl>2,5 M. A esta solucdo foi adicionado
500 pl de tampéo BBS 2X borbulhando em cada tubo com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. Os tubos foram deixados por 30 minutos a temperatura
ambiente e seu conteudo foi acrescido gentilmente as placas, que foram
colocadas na estufa por 24 horas a 37°C. O meio foi removido e as células

foram lavadas com PBSA e as células lisadas para a obten¢ao de proteinas.

Solucdes utilizadas:

BBS 2X (BES-buffered saline):

50 mM BES (N,N-bis[2 — hydroxyethyi]-2-aminoethanesulfonic acid)
280mM NaCl

1,5mM Na;HPO4.2H,0

pH 6,96

2,5 mM CaCl2:
11g de CaCl,.6 H,O em 20 ml de H»O destilada.

Transfecgdo utilizando Lipofectamina
Foi utilizado o reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA), que

possui alta eficiéncia de transfec¢gdo em muitos tipos celulares. Foi utilizado o

protocolo sugerido pelo fabricante do produto para as transfecgées transitérias.
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Infecgao celular utilizando adenovirus

As proteinas SMAD recombinantes utilizadas nos ensaios de co-
imunoprecipitagdo e de imunofluorescéncia foram clonadas no sistema de
expressdo adenoviral utilizando o kit "Takara's adenovirus expression vector
kit" que utiliza o método Cos-TPC (Miyake et al., 1996). As construgdes foram
feitas pelos integrantes do grupo TS (grupo de Sinalizagdo de TGF-B), se
encontrando portanto, prontas para uso. Convenientemente, adenovirus
recombinantes tém sido gerados pelo uso de DNA gendémico de adenovirus
sem a proteina terminal (TP). O DNA gendmico do adenovirus sem a TP e um
plasmideo com o gene-alvo inserido sdo transfectados em células por co-
transfeccdo. No entanto, como ambas as pontas do DNA gendmico do
adenovirus possuem originalmente a proteina TP, e o DNA gendmico sem TP
possui baixa eficiéncia de produgao de particulas virais, a geragao eficiente de
adenovirus recombinantes é bastante dificultada pelos métodos convencionais.
O método COS-TPC emprega o uso do complexo DNA gendémico com a
proteina TPC. Pelo uso deste DNA-TPC e do cosmideo dentro do qual o gene-
alvo foi inserido, a eficiéncia de obten¢éo de virus recombinantes aumenta de
10 vezes para até 100 vezes. Portanto, os adenovirus recombinantes
desejados podem ser obtidos com grande eficiéncia. Vetores adenovirais
possuem vantagens adicionais em relacdo a outros sistemas de expressao,
como a obtengdo de altos titulos virais como 108-10° unidades formadoras de
particulas por mililitro (pfu/ml). Estes virus podem ser concentrados para até
10" pfu/mi. Por essa razao, o sistema pode transferir o gene-alvo em quase
100% de células aderentes. Além disso, uma vasta quantidade de animais
podem ser infectados por adenovirus. Tanto células em proliferagcdo como
celulas quiescentes podem ser infectadas, além de diferentes tipos de culturas
celulares, incluindo células do sistema nervoso.

As aliquotas de contendo a solugdo de virus se encontravam em tubos
de 2 ml congelados a —80°C, sendo que estas solugbes foram aliquotadas em

volume de 200ul. Para sua utilizagdo, os tubos foram descongelados a 37°C

rapidamente.
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As células 293-T foram escolhidas para este experimento por possuirem
alta eficiéncia de transfecgdo, além disso o vetor adenoviral possui a regiao
codificante da proteina E1A deletada do seu genoma, para que um fragmento
de DNA exogeno possa ser clonado. Essa proteina é essencial para a
producdo e empacotamento dos virus, e a 293T expressa constitutivamente a
proteina E1A. Adicionalmente, estas células possuem o antigeno T maior
sendo constitutivamente expresso, que por sua vez € responsavel pela
amplificacdo das constru¢ées de SMAD adenovirais, ja que estes possuem a
origem de replicacdo de SV40.

A infecc@o com as construgdes de SMADs e com a construgéo controle
de LacZ foi feita 24 horas ap6s a transfecgdo de hEPC2 nas células. No dia da
infeccdo o meio das células foi trocado de DMEM 10% FBS para DMEM 5%
FBS, e seu volume foi reduzido ao maximo possivel para favorecer a infecgao.
A diminuicdo do FBS é feita para evitar que fatores de crescimento presentes
nesta solugdo alterem o resultado do experimento. Para as placas P100, o
volume de meio utilizado foi de 8 ml, para P60 foi de 4 ml e para placas de 6
pocos foi de 1 ml. Apbés o descongelamento dos estoques das solugdes
contendo os adenovirus, esta foi homogeneizada e o volume correspondente
ao titulo adequado ao experimento foi gentilmente adicionado sobre o meio, de
modo a ser o mais bem distribuido possivel. O meio das placas foi entdo
gentilmente homogeneizado e estas foram incubadas & 37°C por 4 horas. Apds
este periodo, o meio foi trocado, mantendo a concentracido de 5%FBS, em
volume de 10 ml para placas P100, 5 ml para P60 e 1,5 ml para placas de 6
pogos. A incubagéo foi feita durante a noite e no dia seguinte, 1 hora antes da
adicdo do fator de crescimento (TGF-B1 ou BMP-7), o meio foi trocado para
DMEM 10% FBS. Apé6s a adicdo do fator de crescimento, as células foram
incubadas por 2 horas na estufa, e finalmente foi feita a extragéo de proteinas

das amostras.
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Ensaio de gene reporter

Este ensaio foi feito nas células de hepatoma humano HepG2 que s&o
utilizadas com sucesso no TSL para este experimento. Foi utilizada a
construcdo de pCXN2-hEPC2 em 3 quantidades diferentes de DNA (0,3; 0,2 e
0,1 ng), co-transfectada com a construcéo do vetor reporter pGL3-CAGA12-
MLP-luc contendo 12 repeticbes do elemento responsivo a SMAD CAGA
(cedida pelo grupo sueco). As células foram plagqueadas em placas de 24
pocos, e a transfecgao foi feita utilizando o reagente Lipofectamine 2000
(Invitrogen), para assegurar uma alta eficiéncia de transfecgdo. Todas as
condicbes foram testadas em triplicata e como controle foi utilizado o vetor
pCXN2 vazio. No dia seguinte ac da transfecgéo, as células foram estimuladas
com TGF-B1 por 1 hora antes do ensaio.

O ensaio de gene reporter foi feito removendo-se cuidadosamente o
meio dos pocgos. As culturas foram lavadas gentiimente com PBS para que
permanecessem aderidas, e 0 maximo possivel da solucéo foi ent&o removida.
O tampéo de lise (1 ml) foi adicionado a cada pogo, de maneira a cobrir todas
as células. Estas foram entdo congeladas rapidamente em um banho de etanol
contendo gelo seco, e foram descongeladas a temperatura ambiente. Este
procedimento visava facilitar a lise celular. As células foram colocadas sob leve
agitacdo para garantir sua completa cobertura pelo tamp&o de lise. Em
seguida, as células foram entdo raspadas da placa e todo o liquido foi
transferido para tubos de microcentrifuga colocados no gelo. Os tubos foram
"vortexados" por 15 segundos, e entdo centrifugados a 12.000 g por 15
segundos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para uma
placa nova de 96 amostras para serem lidas no Iluminédmetro. Foram
dispensados 100 ul do “Luciferase assay reagent” nos pogos, onde ja se
encontravam 20 ul do lisado celular. As amostras foram homogeneizadas e o
lumindmetro foi programado para aguardar 2 segundos, e entdo fazer a leitura

da atividade da luciferase.
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Imunofluorescéncia

As células COS-7 utilizadas nesse experimento foram plagueadas sobre
laminulas cobertas por colageno 0,1%, para evitar que as células
despregassem durante as lavagens. O meio foi retirado e as células foram
lavadas (3 vezes) com PBSA, e posteriormente fixadas com 3%
paraformaldeido em PBSA por 3 minutos a temperatura ambiente. Novamente
as células foram lavadas (duas vezes) em PBSA por 3 minutos, agora sob
agitacdo. As celulas foram entdo permeabilizadas com a solucdo 0,5% Triton
X-100 em PBSA por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram
novamente lavadas (2 vezes) com PBSA sob agitacdo por 10 minutos e
bloqueadas com 5% soro fetal bovino (FBS), 0.1 M de glicina em PBSA por 1,5
hora sob agitacdo moderada. As células foram lavadas (2 vezes) com 5% FBS
por 3 minutos sob agitagdo. O anticorpo primario foi diluido em 5% FBS em
PBSA, e colocado na auséncia de agitacdo por 2 horas sobre as células. As
culturas foram entdo lavadas rapidamente por 2 vezes, e mais 3 vezes por 15
minutos sob forte agitacdo. Novamente as células foram bloqueadas por 15
minutos em 5% FBS, sob forte agitagdo. O anticorpo secundario conjugado
com o grupo fluorescente FITC (isoticianato de fluoresceina) ou TRITC
(isotiocianato B de tetrametilrodamida) diluido 1:1000 em PBSA 5% FBS, foram
incubados por 30 minutos sem agitagdo. A partir desta etapa as placas s&o
envoltas em papel aluminio para evitar a exposi¢gao a luz. As culturas foram
lavadas (2 vezes) com 5% FBS por 3 minutos sob forte agitagéo, e colocadas
novamente em PBSA 5% FBS a 4°C por toda a noite. As laminulas foram entdo
montadas com Fluoromount-G sobre as laminas (Southern Biotechnology
Associates) e foram observadas ao microscopio modelo Olympus Vanox-T,

equipado com uma unidade de iluminagao com epi-fluorescéncia AH2-RFL.

Expressao da construgdo 471 pGEX-hEPC2

Bactérias quimiocompetentes da linhagem DH10B foram transformadas
com construgdo de hEPC2-4T1pGEX. Inicialmente, 3 clones transformantes

foram crescidos durante toda a noite, e no dia seguinte as culturas bacterianas
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foram diluidas 1:10 para crescerem até a fase exponencial. Assim que
atingiram a densidade Optica igual a 0,5/0,6 foram a expresséo foi induzida com
1mM de IPTG. Os clones foram entéo lisados em tampao Laemmli 2X e as
proteinas analisadas em gel SDS-PAGE corado por Coommassie Brilliant Blue.
Os resultados indicam que um dos clones parecia ter sua expressao induzida
quando comparado com o vetor vazio, sugerindo que este clone estaria
expressando a proteina de fusédo GST-hEPC2. No entanto, varias outras
tentativas falharam em evidenciar a proteina de fusio super-expressa quando
comparada com a construcdo n&o induzida. Varios clones foram testados e
outra linhagem de bactéria foi também testada (BL21-DE3), no entanto sem
sucesso.

Diferentes temperaturas de indugé&o de expressao (16°C e 25°C) foram
testadas, assim como diferentes periodos de tempo (3 e 6 horas) ou
concentragéo de IPTG (variando de 0,4, 0,6 e 1M), no entanto nenhuma destas
variaveis foi capaz de resolver a auséncia de expressido da proteina GST-
hEPC2. Todos os clones foram re-sequenciados, além de os DNAs
correspondentes terem sido digeridos para confirmacdo de que estes nédo
haviam sofrido recombinagdo. Os DNAs destes clones foram levados para o
TSL e novamente usados para transformagao das cepas DH10B e BL21-DE3.
Novamente foram testados experimentos de indugao sem sucesso.

Diante destes resultados optamos por clonar o cDNA de hEPC2 no vetor

indutivel de expressdo em bactérias pET32A (Novagen).

Expressdo e purificagao da proteina de fusao His-hEPC2

Dez coldnias transformadas com pET-32A-hEPC2, cuja sequéncia do
gene e das pontas do vetor foram confirmadas por sequenciamento, foram
transformadas na cepa de Escherichia coli BL21(DES3). Esta cepa € ideal para o
uso com sistemas de expressdo baseados no promotor T7 de bacteridéfagos,
como o pET. A BL21(DE3) carrega o lisbgeno DE3 lambda. DE3 expressa a T7
RNA polimerase a partir do promotor de jacUV5, que permite a indugao das
proteinas recombinantes por IPTG. Amostras de 10 ml de cultura de cada um

dos clones foram crescidas a 37°C durante toda a noite em meio LB contendo
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ampicilina (100ug/ml). No dia seguinte, estas culturas foram diluidas 1:10 em
5ml de LB contendo ampicilina e foram novamente crescidas até a ODggo=0,6.
IPTG, na concentracéo final de 1mM, foi adicionado as culturas para a indugéo
da expressdo da proteina His-hEPC2. Um pequeno volume destas culturas
(500 ul) foi retirado antes da indugdo, para ser utilizado como controle na
analise de indugéo de expressao. Culturas de BL21(DE3) transformadas com o
vetor pET32A vazio também foram crescidas para serem utilizadas como
controle, e parte da cultura também foi induzida. Outro controle utilizado foi a
cultura da cepa BL21(DE2) ndo-transformada. O tempo de indugao inicial foi de
6 horas. Apos a indugdo, as cuituras foram centrifugadas para que as células
fossem concentradas. O sobrenadante foi descartado, e as células foram
ressuspendidas em 1,25 ml (1/4 do volume original) de tamp&o Tris—HCI
(150mM); NaCl (50mM), pH 7,4. Amostras (20 ul) das suspensdes foram entao
lisados em tampao Laemli, desnaturados a 95°C por 5 minutos e os tubos
foram imediatamente colocados no gelo por 2 minutos. Cerca de 10 ul das
amostras foram aplicados e analisados em géis de SDS-poliacrilamida a 8%.
Apéds a corrida, os géis foram corados com Coommassie Brilliant Blue, para a
verificagdo da expresséo da construgcdo pET32A-hEPC2. Apds a constatagéo
positiva da expressao dos clones de pET32A-hEPC2, o préoximo passo foi fazer
a purificacio da proteina.

Inicialmente, a purificagdo da proteina pET32-hEPC2 foi feita em
condi¢des nativas em colunas de cromatografia de afinidade de NiSog, ja que a
proteina de fusao possui um epitopo de 6 histidinas que possuem afinidade por
cations divalentes (ex: Ni**). Para a obtencdo do maximo possivel da proteina
purificada, o volume inicial de cultura induzida foi de 20 ml. A partir deste
momento todos os procedimentos do protocolo sdo feitos a 4°C, para evitar a
degradacdo das proteinas. A cultura foi sedimentada e o "pellet" de bactérias
foi ressuspendido em tampao Tris-HCI (150mM) pH 7,4, NaCl (50mM) em um
quarto do volume original. A solugdo foi entdo sonicada em 10 pulsos de 10
segundos, com intervalo de 20 segundos usando 65% da amplitude do
sonicador. A sonicacdo tem como objetivo solubilizar eventuais corpos de

inclusdo de proteina. A amostra foi entdo centrifugada a 12.000 rpm por 40
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minutos. Como a amostra foi sonicada, o esperado é que a protéina entre em
solucdo e figue no sobrenadante. Este sobrenadante € ent&o filtrado para
retirada de particulas insoluveis. A coluna de afinidade e todas as solugbes
utilizadas neste protocolo foram preparadas de acordo com as instrugbes do
manual do sistema pET. Foi utilizada uma coluna de vidro de 5 ml da
(Amersham) usando 3 ml da resina que é preparada para ser impregnada com
o NiSos. Apds a passagem da solugdo do sobrenadante da cultura de
bactérias na coluna, todos os eluatos foram coletados para avaliacido em géis
de SDS-policrilamida. Os resultados mostraram que a proteina estava se
ligando ao NiSos;, mas estava sendo eluida nas lavagens da coluna,
previamente a eluicgdo com o agente competidor imidazol em concentracdo
mais elevada (1M). A concentracgdo final de imidazol no tampé&o de lavagem é
de 60mM, mas mesmo assim essa concentragao foi suficiente para desligar a
proteina do NiSos. Geralmente, a maioria das proteinas é eluida entre 100-
400mM de imidazol, sugerindo uma fraca ligagédo da proteina pET32-hEPC2 na
coluna. A partir deste dado, algumas variaveis foram testadas no intuito de
melhorar a ligagdo da proteina na coluna, como o aumento da concentrag&o do
NiSo4 de 50 mM para 300 mM, aumentar o volume da coluna de 3 ml para 5
ml, aumentar o volume da cultura induzida para 50 ml e aumentar o volume de
todos os tampdes (ligagdo, lavagem e de NiSoy) para 10 vezes o0 volume da
coluna. Além disso, foi acoplada a coluna uma bomba peristaltica programada
para controlar o fluxo de passagem das solugdes para 0,5 m| por minuto.

Como nenhuma destas variaveis melhorou a ligagdo da proteina na
resina com NiSo4, optamos por fazer a purificagdo da proteina em condigbes
desnaturantes. Para fazer este experimento todos os tampdes sdo acrescidos
do agente desnaturante uréia a 6M (concentragdo final). Apds a eluicdo da
protéina, a amostra foi dialisada para que esta pudesse re-adquirir a sua forma
nativa ("re-folding"). A didlise foi feita lentamente para se evitar mudangas
bruscas na concentragdo do eluato que pudessem afetar a conformagdo
proteica. Apbds a dialise, a amostra foi concentrada usando uma coluna
Centricon pl-20, com especificagbes para filtrar proteinas menores de 30 KDa.
A proteina pET32-hEPC2 se mostrou presente no eluato, co-purificada com

algumas proteinas menores contaminantes de menor intensidade.
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Tampao de ligacdo 8X:

40 mM imidazol

4M NaCl

160 mM Tris-Hcl, pH 7,9

Tampé&o de lavagem 8X:

480 mM imidazol

4M NaCl; 160 mM Tris-Hcl, pH 7,9
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Tampao de eluicdo 4X:

4M imidazol

2M NaCl

80 mM Tris-HCI, pH 7,9
Tampéao de carregamento 8X:

400mM NiSO4



RESULTADOS

Estratégia para a obtengao da sequéncia completa dos cDNAs de hEPC1e
hEPC2.

No inicio das analises deste trabalho, uma busca no banco de dados do
Projeto Genoma Humano do Cancer (HCGP, financiado pela FAPESP e pelo
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer) permitiu a identificagdo de duas
sequéncias ORESTES similares & sequéncia do gene EPc de Drosophila:
BE149158 e AWS809208. Tais ESTs humanas foram derivadas,
respectivamente, de tumores de cabeca e pescogo e de estdbmago. Analises do
tipo BLAST feitas contra o banco de dados “High-Throughput Genome
Sequences” — HTGS, do Genbank, mostraram que as ESTs apresentavam
similaridade com PACs mapeados em diferentes cromossomos. Desta maneira,
verificou-se que BE149158 representa um fragmento de um gene mapeado no
cromossomo 10 e AWB09208 representa um gene mapeado no cromossomo 2.
Os autores, que caracterizaram o gene EPc de Drosophila (Stankunas et al.,
1998), descrevem também nesse artigo, a existéncia de dois ortdlogos de EPc
em camundongo € sugerem a presenca de dois ortélogos humanos. No
entanto, seus dados se basearam apenas em um mapeamento de hEPCT e
hEPC2 através de FISH (“Fluorescence in situ hybridization”). Porém, esses
dados ndo foram confirmados por nossas analises, ja que os autores afirmam
que hEPC2 se localiza no locus 22q13.3, enquantc que na realidade o gene
esta em 2g23.1 (dado obtido através de Blast contra o genoma humano).

De posse destas informacdes, partimos para a obtencao das sequéncias
completas destes genes. Buscamos montar contigs virtuais, utilizando
sequéncias gendmicas e de ESTs humanas (presentes no Genbank, e no
banco de dados do HCGP), sendo que estas foram ordenadas em relacéo aos
genes ortdlogos de camundongo. Usando a sequéncia da EST AWS809208
contra estes bancos de dados, buscou-se sequéncias que apresentassem
similaridade com esta EST. Inicialmente, foi formado um “contig” a 3' do gene

Epc2 de camundongo, com as sequéncias de cDNA FLJ11148 fis, clone
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PLACE1006704 (ID:AKO02010) e o «clone de cDNA {j82b10.x1
Soares_NSF_F8 9W_OT_PA_P_S1 (ID: Al458426). No entanto, na porgéo
mais a 5’ do transcrito, a EST AW809208 ndo apresentou sobreposicdo com
nenhuma outra sequéncia. Na porcdo 5 do gene putativo um “contig” foi
montado com a sequéncia 13 da Patente W09855512 (ID: AX002206) e o
clone de cDNA wg68a04.x1 Soares NSF_F8 9W OT_PA_P_S1 (ID:
AI761763.1) (Figura 3). Para fechar os “gaps” da sequéncia e confirmar a
sequéncia prevista “in silico”, oligonucleotideos foram desenhados flanqueando
toda a extensdo do gene putativo (Tabela 1). Para confirmagdo da sequéncia
completa da regido codificante do gene, oligonucleotideos foram desenhados
baseando-se no alinhamento das sequéncias acima citadas com o PAC RP11-
548K3. Todos amplificam regides de aproximadamente 400 a 500 pares de
bases, tornando possivel o sequenciamento direto (usando iniciadores “sense”
e “antisense”’) de toda a extensdo dos produtos amplificados. Todos os
fragmentos gerados por RT-PCR possuem sobreposicdo de sequéncia,

permitindo a montagem correta da sequéncia do gene.
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Tabela 1 — Iniciadores utilizados na

amplificagdo do cDNA completo do gene

hEPC2
Posigao dos Tamanho dos
Iniciadores iniciadores no Sequéncia dos iniciadoxes produtos de
cDNA PCR (nt)

EPC2.1F -64 a -44 nt 5’ ggacatgcctgatctcaacg 37

346
EPC2.1R 262 a 182 nt 5’ ttgcaaaggcttaatttcca 3
EPC2.2F 151 a 170 nt 5" aaacagccaaaacagttcat 3 360
EPC2.2R 490 a 510 nt 5’ tcttctccgaaaggcaacat 37
EPC2.3F 356 a 376 nt 5’ gctaaacgaagatgattacc 3 411
EPC2.3R 748 a 767 nt 5’ gctggagtggcatataactc 37
EPC2.4F 656 a 676 nt 5’ cttaaccttagaagttgtgg 3’ 393
EPC2.4R 1030 a 1049 nt |5'ggatcattttcttcttccgg 3’
EPC2.5F 911 a 929 nt 5’ catgtcagcaacccactcc 37 503
EPC2.5R 1352 a 1372 nt |5’ cattggtccgagagaaattag 3
EPC2.6F 1265 a 1284 nt |5’ cacagaacatgacccagtcc 3’ 442
EPC2.6R 1688 a 1707 nt |5’ctgttgcgaggaatgctgag 37
EPC2.7F 1569 a 1588 nt |5’ cagcaagaatggcatacag 3’ 469
EPC2.7R 2018 a 2037 nt |5’ gttcatgggaagtgtctgag 3’
EPC2.8F 1886 a 1905 nt | 5" gaacctctaaaacattatac 3’ 521
EPC2.8R 2389 a 2406 nt |5’gtccatttaggtccattg 3
EPC2.9F 2247 a 2267 nt |5’cttaaatggaatagcagagac 3’ 437
EPC2.9R 2663 a 2683 nt |5'ggatttatttttacaagatac 3’
EPC2.10F 2568 a 2586 nt |5’ggattttaaaaaataattc 3’ 333
EPC2.10R 2883 a 2900 nt |5’cgatccatccctttccce 37
EPC2.11F 2766 a 2785 nt |5’ cacttggttcattttgtttc 37 429
EPC2.11R 3184 a 3201 nt |5’ctgggatggctcgatatc 37
EPC2.12F 3019 a 3037 nt |5’gcatctacgacatttaaac 3 391
EPCZ2.12R 3436 a 3454 nt |5’gcagttttcacttatcaag 3’
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1- (AI761763.1) cDNA wg68a04.x1 Soares_NSF_F8_9W_OT_PA_P_S1
2- (AW809208) MR4-ST0118-261099-012-g02

3- (AX002206) sequéncia 13 da Patente W0O9855512

4- (AK002010) cDNA FL]11148 fis, clone PLACE1006704

5- (A1458426) cDNA tj82b10.x1 Soares_NSF_F8_9W_OT_PA_P_S1

Figura 3 - Representacdo das sequéncias nucleotidicas utilizadas na montagem do transcrito
completo de hEPC2

A mesma abordagem foi utilizada para a obtengcdo da sequéncia
codificante do gene hEPC1 a partir da EST BE149158. A sequéncia desta EST
foi usada para montar um “cluster” de sequéncias a 3’ do gene putativo, junto
com sequéncias que possuiam pequenos “‘gaps”’ entre si. MR3-HT0487-
290100-102-a07 (ID: BQ349493); yv38f05.s1 Soares fetal liver spleen 1NFLS
(ID:N54966.1); ne28b08.s1 NCI_CGAP_Co3 (ID: AA494420) e o0c38e11.s1
NC!_CGAP_GCB1 (ID:AAB08029). Estes “gaps” foram resolvidos através de
alinhamentos com a sequéncia do PAC RP11-166N17, que posteriormente foi
confirmada por RT-PCR seguida de sequenciamento. A EST Al733045.1 -
0j36d02.x5 NCI_CGAP_Lu5 apresentava similaridade na porgao 5’ deste gene.
Utilizando a sequéncia de EPc1 de camundongo, buscamos a regidao do PAC
RP11-166N17 dos  nucleotideos  109561-109741 para desenhar

oligonucleotideos que permitissem a uniao do “cluster” a 3’ com a EST a &
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(Figura 4). Da mesma maneira que em hEPC2, desenhamos oligonucleotideos

cobrindo toda a regiéo codificante do gene hEPCT (incluindo as extremidades

3 e 5 ndo traduzidas) (Tabela 2). Os fragmentos gerados por estes

oligonucleotideos também produziram produtos de PCR com porcdes de

sequéncia comuns entre si, permitindo sua ordenacao.

Tabela 2 — Iniciadores utilizados na amplificagdo do cDNA completo do gene

hEPC1
Posigdo dos Tamanho dos
Iniciadores iniciadores nco Sequéncia dos iniciadores produtos de
cDNA PCR (nt)

EPC1l.1F 5 a 145 nt 5’ aacatcatcttcagcggg 37 897
EPC1.3R 1011 a 1024 nt 5’ cagcggcagacgatg 37
EPCl.2F 318 a 337 nt 5’ tgatttggattctgaagatg 3’ 707
EPCl.3R 1011 a 1024 nt 5’ cagcggcagacgatg 3’
EPCLl.4F 879 & 998 Bt 5’ cggaaatatgaaaagaagcc 3 713
EPCl.6R 1673 a 1690 nt |5’ ttactttgcgtagaggtac 3
EPCl.5F 1625 a 1643 nt 5’ ggagtataaaccgaacagg 3’ 617
EPC1.8R 2204 a 2221 nt 5’ cctaggtatatgtcgtge 37
EPCl.7F 1991 a 2009 nt 5’ gcttacacctcagtagtac 3 1092
EPC1.10R 3042 a 3062 nt 5’ aagatccccatttaatagtac 37
EPC1.9F 2910 a 2921 nt 5’ ggtataacataacttggttcc 3’ 590
EPC1.11R 3481 a 3499 nt |5’ cgatatttgtggttctggc 37
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1- (AI733045.1) 0j36d02.x5 NCI_CGAP_Lu5

2- PAC RP11-166N173- HT0252-271099-017-g02

3- (BQ349493) MR3-HT0487-290100-102-a07

4- (N54966.1) yv38f05.51 Soares fetal liver spleen 1NFLS
5- (AA494420) ne28b08.s1 NCI_CGAP_Co3

6- (AA808029) 0c38e11.s1 NCI_CGAP_GCB1

Figura 4 - Representagéo das sequéncias nucleotidicas utilizadas na montagem do transcrito
completo de hEPCT.

A montagem de ambos os genes foi feita utilizando o pacote de
programas Phred-Phrap/Consed (Ewing & Green, 1998; Ewing ef al., 1998;
Gordon et al.,, 1998), onde o Phred utiliza os cromatogramas gerados pelo
sequenciador automatico de DNA (ABI/377 — Applied Biosystems), fazendo o
‘pase calling” e atribuindo valores para cada uma das bases, que sao
proporcionais a qualidade obtida no sequenciamento. O programa Phrap utiliza
0s dados gerados pelo Phred para a montagem dos contigs de sequéncia de
acordo com a similaridade e a qualidade dos dados de diferentes leituras. Ja o
Consed consiste em uma interface grafica que permite a visualizagdo pelo

usuario, dos dados gerados.
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Estrutura gendémica de hEPC1 e hEPC2

Para a delimitagdo das regiGes correspondentes aos introns € exons de
ambos o0s genes, as sequéncias foram iniciaimente comparadas aos
fragmentos gendmicos contidos no banco de dados HTGS do Genbank.
Posteriormente, com a finalizagdo do sequenciamento do genoma humano, as
sequéncias foram novamente re-analisadas através do BLAST contra o
genoma humano e também utilizando a ferramenta de analise BLAT. A
sequéncia codificante de hEPC1 apresenta 3.739 nucleotideos (nt) distribuidos
em 14 exons (espalhados em 139 Kb do Jlocus 10p11.22), com uma janela
aberta de leitura de 2.292 nt, que codificam para 763 aminoacidos (Tabela 3).
hEPC2 apresenta 3.649 nt com uma janela aberta de leitura de 2.421 nt que
codificam para 807 aminoacidos. O gene também possui 14 exons, espalhados
em 207 Kb do /ocus 2q23.1. (Tabela 4). As sequéncias dos sitios aceptores,
assim como dos sitios doadores de “splicing” do tipo respectivamente AG e GT,
foram identificadas em todos os exons de ambos os genes. Como descrito para
a maioria dos genes de mamiferos, em hEPC1 e hEPC2, o ultimo exon (aquele
que contém o exon mais a 3°) € o maior . As seqiéncias obtidas para hEPC1T e
hEPC2 foram depositadas nos bancos de dados publicos do NCBI recebendo
os respectivos cddigos de acesso. AF286905 ¢ AF286904.

44



Tabela 3 — Limites de exon e intron e estrutura genémica do gene hEPC1

Exon (nt)
1 126
2 160
3 145
4 208
5 148
6 159
7 176
8 89
9 148
10 352
" 118
12 141
13 363
14 1379

Tamanho do exon

Tamanho do intron
(nt)

72641
12034
397
343
173
3938

Posicao no
cDNA
1-126
127-286
287432
433-639
640-788
789-948
949-1125
1126-1215
1216-1364
1365-1717
1718-1836
1837-1978
1979-2342
2343-3722

Posigao no genoma
humanc
32671550-32671425
32598865-32598706
3258667 1-32586526
32586128-32585922
32585578-32585430
32584256-32584097
32580208-32580032
32579949-32579860
32579776-32579628
32577984-32577632
32566215-32566097
32565101-32564960
32564851-32564488
32562069-32560685

Sitio aceptor

T

~

aggaacatcatct
Sqothttagiits

Sitio doador

AATGgtaagtttgtaa

Tabela 4 — Limites entre os exons /introns e estrutura gendmica do gene

hEPC2

Tamanho do exon
(nt)
172 nt
160 nt
145 nt
208 nt
150 nt
135nt
195 nt
91 nt
146 nt
345 nt
140 nt
162 nt
338 nt
1264 nt

Tamanko do intron

int) Posigéo no cDNA
1-172
45042 173-332
53249 333-478
10158 479-685
7647 686-834
737 835-967
2153 968-1159
4001 1160-1249
1552 1250-1395
104 1396-1739
10254 1740-1876
1814 1877-2036
906 2037-2370
1302 2371-3633

Posigao no genoma
humano

149613337-49613508
149658552-149658711
149711960-149712105
149722265-149722471
149730120- 149730268
149731008-149731140
149733293-149733484
149737489-149737578
149739130-149739275
149739382-149739725
149749982-149750118
149751935-149752094
149753006-149753339
149754643-149755905

Sitio aceptor

TCCaggaacatcattt
TCTagcttttaatcta
TTTagcttgtaacact
AATagaatcgtaagaa
TCAagataccatttgg
AACagcaccctcatca
TCTaggtattgtcccc
TGCagcctegtttgga
TTCagggtcataatgg
ACCagtaacagggggt
TATagggctcaagcac
TTCaggaacctctaaa
CATagagagaaccacg

Sitio doador

ASCOgtagggaotaogs
CAGCgtaagtttgtta
TCAGgtactgtaccat
AAAGgtaatgtgcaaa
AAAGgtaacattgctce
TAAGgtgaatattgtc

. ACAGgtgcttgtttta

TGCTgtaagaactttt
GAAGgtgaagtatttg
TCAGgtaagctgttgc
ACAGgtaaactgctct
TCAGgtacagctgggg
CAAGgtgtgtgtgtgt

As proteinas codificadas por hEPC1 (ID: AF286905) e hEPC2 (ID:

AF286904) sdo bastante conservadas durante a evolugdo, desde Arabdopsis

thaliana, passando por levedura, C. elegans, Drosophila, camundogo e homem

(Figura 5). Esta conservagéo na sequéncia protéica, que é pouco usual para

um membro da familia dos genes Polycomb (PcG), se mostra maior na regiéo

dos dominios descritos como EPCa, EPCb e EPCc. Na regido de 54

aminoacidos de EPCa de Drosophila, 85% sao idénticos e 93% séo similares

aos homologos de mamiferos.
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Figura 5§ — Alinhamento mostrando os dominios de EPc em diferentes
espécies. Em vermelho, o dominio EPcA; em azul o dominio EPcB e em verde
o dominio EPcC.

Legenda: hEPC2: EPC2 humano; mEPC2: EPC2 de camundongo; mEPC1-I.
Isoforma-l de EPC1 de camundongo; mEPC1-II. Isoforma-ll de EPC1 de
camundongo; fEPC. EPc de Fugu ruprides; dEPC:. EPc de Drosophila
melanogaster, cEPc. EPc de Caenorhabiditis elegans; yEPC: EPc de levedura.
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Analise dos dominios protéicos de hEPC2

Analises de dominios de proteina foram feitos na sequéncia de
aminoacidos predita de hEPC2, usando as ferramentas do banco de dados de
dominios conservados (Conserved Domain Database - CDD:
www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/CDD) do NCBI e o PSORT |l

(www.psort.nibb.ac.jp). Os resultados do CDD indicam a presenga de um

dominio de “PHD zinc finger” nos aminoacidos 51 a 104, podendo indicar que
hEPC2 pode agir como um fator de transcricao (Figura 6). Este dado foi
reforcado pelos resultados das analises do PSORT Il, que sugeriram a
presenca de 7 possiveis sinais de localizagao nuclear: 180-RKRK-183; 198-
KRDGSTNNDPYVAFRRR- 214; 224-RKNDEASYEKMLKLRRE-240; 238-
RKNDEASYEKMLKLRRE-254; 338-RKNDEASYEKMLKLRRE-344, 339-
RKNDEASYEKMLKLRRE-342 and 397-RKNDEASYEKMLKLRRE-403. Estes
dados sugerem que a localizagao sub-celular mais provavel da proteina hEPC2

seja o nucleo (91%).

100 200 300 4010 S00 BOD 700 763

K0G2261
[eoester.

Figura 6 — Dominios preditos pelo CDD para a seqiiéncia de aminoacidos de
hEPC2. Em vermelho o dominio que caracteriza os genes “Enhancer of
Polycomb”; em azul o dominio EpcC; em cinza o dominio de “PHD zinc finger

protein”.
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Analise de similaridade da proteina hEPC2 entre diferentes espécies

Aparentemente, sequéncias similares ao gene hEPC2 se encontram no
genoma de varios eucariotos. A identidade entre as sequéncias dos ortdélogos
ao nivel de aminoacidos varia, respectivamente, de 24% e 26% em levedura e
C. elegans, até 37% em Drosophila, 47% em Fugu rubripes e 94% em
camundongo (lds: AK31025 e AK 047947). As regides mais conservadas de
hEPC2, assim como de hEPC1 (Shimono et al, 2000) sdo os dominios
descritos em Drosophila como EPcA, EPcB e EPcC, principalmente o dominio
EpcA (Stankunas ef al., 1998). As sequéncias dos paralogos hEPC1 e hEPC2
apresentam uma identidade de 53% ao nivel de proteina. No entanto, a
similaridade entre as sequUéncias de nucleotideos destes genes sé é
significativa nos dominios EPcA (74% de identidade) e EPcB (80% de
identidade), sugerindo uma divergéncia antiga entre os dois genes. Uma
comparagdo entre os EPcs humano e de camundongo, mostra que a
conservagdo € mais alta entre os ortélogos do que entre os paralogos,
reforcando que o evento de duplicagéo génica pode ter precedido a divergéncia
funcional entre hEPC1 e hEPC2 (Figura 7).

hEPL2: 0.02292
MEPZ2: 0.00985
MEPC 1M -0.97 141
hEPC1: 0.04302
: MEPCA-E 0971
fEPC: 0.193 11
JdEP: 0.32470
cEP{: 0.38125
yEPL: 0.47200

Figura 7 — Filograma mostrando a similaridade entre a sequéncia de
aminoacidos dos homadlogos de EPc em diferentes espécies.

Legenda: hEPC2: EPC2 humano; mEPC2: EPC2 de camundongo; mEPC1-I:
Isoforma-l de EPC1 de camundongo, mEPC1-I/I: Isoforma-ll de EPC1 de
camundongo; fEPC. EPc de Fugu ruprides, dEPC.: EPc de Drosophila
melanogaster, cEPc: EPc de Caenorhabiditis elegans; yEPC: EPc de levedura.
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Analise da expressdao de hEPC1e hEPC2

Para a determinagéo do padrédo de expresséo dos transcritos candnicos
de hEPC1 e hEPC?2, foi utilizada uma membrana comercial de dot-blot (Multiple
Tissue Expression Array, Clontech) contendo 76 amostras de mRNAs de
diferentes tecidos, incluindo tecidos fetais, normais e tumorais. As sondas
utilizadas nestes experimentos foram desenhadas na regidoc 3'UTR dos genes,
de modo a n&o possuirem similaridade significativa entre si. A expresséo de
ambos os genes hEPC1 e hEPC2 se mostrou fraca e ubiqua em todas as
amostras avaliadas (Figura 8). Os controles de DNA humano e de DNA de
E.coli que se mostraram positivos nos dois experimentos, devem ser
provavelmente devido a alta similaridade entre estes DNAs gendémicos e as

sondas de cDNA usadas nos experimentos.
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Figura 8 — Andlise de expressdo de hEPC1 (A) e hEPC2 (B) em 76 amostras

de mRNA de tecidos fetais, adultos e de linhagens celulares tumorais (Multiple

tissue cDNA [MTC] panel, Clontech).
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Identificagdo de variantes de “splicing” de hEPC2

O artigo que descreve o gene EPc em Drosophila sugere a presenca de
isoformas menores dos ortélogos de camundongo (Epc1 e Epc2). Um transcrito
menor de hEPC1 humano também foi sugerido por (Shimono et al., 2000). No
entanto, nem sua sequéncia, nem sua fun¢do foram determinadas. Baseado
nessas indicagdes, foram utilizadas ferramentas de Bioinformatica para a
investigacdo da possivel existéncia de transcritos alternativos de hEPC2. O uso
do Acembly, uma ferramenta que prediz a existéncia de variantes de “splicing”
disponibilizada na pagina da web do NCBI, sugeriu a existéncia de duas outras
isoformas de hEPC2. Um destes transcritos, chamado Isoforma B (Iso-B), foi
predito como tendo 1,686 nt distribuidos em trés exons. Os dois primeiros
exons possuem as mesmas coordenadas gendmicas da isoforma candnica de
hEPC2 (chamada Iso-A), e o ultimo exon de 1.302 nt mapeia em uma regiao
gendmica distinta (Tabela 5). A longa regido 3' ndo traduzida (UTR) & descrita
pelo programa Acembly por ser maior que 95% das 3'UTRs encontradas nos
transcritos humanos (Lander et al., 2001). A outra isoforma, identificada como
Isoforma C (Iso-C), foi predita por ter 1,435 nt distribuidos em dois exons. O
primeiro exon de Iso-C corresponde ao segundo exon de ambas Iso-A e Iso-B,
e 0 ultimo exon possui um “gap”, com uma perda de 79 nucleotideos em
relacdo a Iso-B (Tabela 6). A regido N-terminal da sequéncia predita de
aminoacidos de Iso-C esta incompleta, ja que a janela de leitura da regido

5’'UTR permanece aberta.
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Tabela 5 - Limites entre os introns/exons e estrutura gendémica de Iso-B do
gene hEPC?2

Exon Tamanbkodo  Tamanho do Posigéo no genoma

. Posi¢do no cDNA ) Sitio aceptor Sitio doador
exan intron humano
1 172 nt 1-172 149613337-149613508 ATCGgtagggactcga
2 160 nt 45042 173-332 149658552-1496587 11 TCCaggaacatcattt  CAGCgtaagtttgtta
3 1353 nt 1169 333-1686 149659880-149661233 TGCagtgaaattgcat

Tabela 6 - Limites entre os introns/exons e estrutura gendmica de Iso-C do
gene hEPC2

Exon Tamanko do Tan_‘anho do Posigao no Posigéo- no genoma Sitio aceptor Sitio doador
exon intron cDNA humano
1 160 nt 1-160 149658552-149658711 ChRIZgtazotttotta
2 1265 nt 1247 161-1435 149659959-149661233 GCCaggcatttgggga

Para a confirmacdo da existéncia das isoformas B e C e avaliagdo de
sua expressado, foi utilizada uma membrana de Northern-blot contendo 12
amostras de mRNAs derivados de tecidos normais (Clontech, USA). Uma
sonda contendo 500 nt de seqiéncia comum entre as isoformas foi utilizada.
Usando esta abordagem duas bandas, sendo uma de 3.6 Kb (Iso-A) e outra de
aproximadamente 2.8 Kb foram detectadas. No entanto, bandas
correspondentes a Iso-B e Iso-C n&o foram detectadas, mesmo apds uma

longa exposi¢do de 72 horas (Figura 9).
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Figura 9 - Northern-blot de tecidos normais (Multiple tissue Northern-blot,
Clontech) ensaiados para a analise de Iso-B e Iso-C. A banda predominante
(3.6 Kb) representa a isoforma candnica de hEPC2. A membrana foi super
exposta por 72 horas. A ordem das amostras de mRNA na membrana é: 1-
cérebro; 2-coragdo; 3- musculo esquelético; 4-colon; 5-timo; 6-bago; 7-rim; 8-
figado; 9-placenta; 10-intestino delgado; 11-pulmao; 12- leucdcitos de sangue

periférico.

Para testar a veracidade das predi¢des de Iso-B e Iso-C, um
experimento de RT-PCR foi planejado, e as isoformas foram avaliadas em um
painel de cDNAs nao tumorais. Entre as Isoformas B e C existe uma diferenca
de tamanho de 79 nt entre o primeiro e o segundo exon de Iso-C, permitindo
uma analise semi-quantitativa por RT-PCR. Para a normalizagéo das amostras
de mRNAs/cDNAs, foi feita a amplificagdo de uma porgao do cDNA do GAPDH.
Diferentes numeros de ciclos de PCR foram usados na amplificagdo das
isoformas para garantir que as reagdes ocorreriam na fase exponencial, para
desta maneira, permitir a estimativa dos niveis de expressao relativa das
distintas isoformas entre os diferentes tecidos (Figura 10). As predigdes do
Aceview foram confirmadas com sucesso e duas bandas foram observadas na
maioria dos tecidos analisados, As regides diferentes entre os cDNAs das

isoformas foram confirmadas por sequenciamento.
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Figura 10 - RT-PCR semi-quantitativo de Iso-B e Iso-C. O dupleto de bandas

mostra Iso-B (banda mais alta) e Iso-C (banda mais baixa) co-amplificados
com, respectivamente, 29 e 33 ciclos de amplificagdao. A banda mais baixa da
figura corresponde a amplificagdo de GAPDH com 22 e 26 ciclos de PCR.

Legenda: 1: Cérebro total, 2: Coragao; 3: Musculo esquelético; 4: Cdlon; 5:
Timo; 6: Bago: 7: Rim; 8: Figado; 9: Intestino delgado; 10: Placenta; 11:
Pulmao; 12: Medula d6ssea; 13: Cérebro fetal; 14: Figado fetal; 15: Medula
espinhal; 16: Testiculo; 17: Utero; 18: Traquéia; 19: Glandula salivar; 20:

Glandula adrenal.
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As RT-PCRs mostraram a presenga das bandas correspondentes a
amplificacdo de Iso-B e Iso-C em quase todos os tecidos testados, exceto nas

amostras de rim e glandula salivar, onde ambas as isoformas estao ausentes.

Analise de Bioinformatica e identificacao da isoforma D de hEPC2

Considerando a deteccdo de uma banda mais evidente no Northern-blot
utilizado na investigacéo de Iso-B e Iso-C, foram feitas analises in sifico para
avaliacdo de um transcrito putativo adicional de hEPC2. Algumas analises de
Bioinformatica foram feitas no intuito de investigar a existéncia e a estrutura
deste transcrito, como analise dos introns de hEPC2 contra o banco de ESTs
humanas, na tentativa de encontrar ESTs que sugerissem a presenca de
diferentes transcritos. Essa abordagem e outras como o uso da ferramenta
Acembly ndo sugeriram a presenca deste transcrito menor de hEPC2. No
entanto, analises utilizando a ferramenta BLAT revelaram a existéncia de um
mRNA (AK001433) e 5 ESTs 3 (BM6677033, AU150585, CA338207,
BF679822; Al052446) com similaridade com hEPC2. Quando comparadas com
a sequéncia canbnica de hEPC2, estas sequéncias mostraram uma 3'UTR
mais curta, compativel como o tamanho da banda observada no Northern-blot
de andlise de Iso-B e Iso-C. Desta maneira, estas sequéncias sugerem a
existéncia de um transcrito alternativo de hEPC2 que possivelmente utiliza um
sitio alternativo de poli-adenilagdo. Para andlise do uso do sitio alternativo de
poli-adenilacdo, foi utilizada a ferramenta de analise SAGE Genie
(http://cgap.nci.nih.gov/ISAGE). SAGE & um metodo desenvolvido para a
analise quantitativa da expressao génica, através do sequenciamento de
fragmentos curtos (usualmente de 10 nt) de um grande numero de moléculas
de mRNAs representando sequéncias concatenadas. O programa SAGE-Genie
usa um novo método analitico de alinhamentos confiaveis de sequéncias
SAGE (SAGE tags) com genes conhecidos. Esta analise permite a visualizagéo
da expressdo génica em tecidos ou bibliotecas individuais. Usando a opgéo
chamada "Ludwig Transcript Viewer", & possivel observar sitios alternativos de
poli-adenilacdo, além de provaveis sitios internos de ligagdo de oligo-dT (que

levariam a uma falsa representacéo de transcritos mais curtos, que poderiam

56



ser confundidos com o uso de sitios alternativos de poli-adenilagcéo). Através do
uso desta ferramenta para a analise de Iso-A, observamos a existéncia de 4
SAGE-tags virtuais, sendo que dois deles se mostraram reais, tendo sido muito
frequentemente encontrados em diversas bibliotecas SAGE. Estes dois SAGE
“tags” gerados através de restricdo com a enzima Hinflll, foram identificadas na
3'UTR do gene hEPC2. O “tag” correspondente a isoforma mais longa, 1so-A, é
CAAATTTAAT localizado na posi¢céo 3,059 do transcrito, com uma freqténcia
de 12 “tags” por 200,000 e utiliza o sitio de poli-adenilagdo AATAAA,
encontrado 542 nt ap6s do SAGE “tag”. O segundo “tag”, TTTACATTTT, esta
localizado na posigcdo 2,804 de Iso-A e possui 16 “tags” por 200,000. As
sequéncias de cDNA correspondentes a isoforma mais curta aparentemente
utilizam um sinal de poli-adenilagdo com a mesma sequéncia do anterior, e
este se localiza a 12 nucleotideos do “tag” e 15 nucleotideos a frente se
encontra o final do transcrito. A mesma membrana de Northern-blot usada nas
analises de expressdo de Iso-B e Iso-C, além de outra membrana contendo
mRNA de 8 linhagens tumorais foram usadas para confirmar a existéncia deste
transcrito menor de hEPC2. A sonda usada nestes experimentos & feita por
uma sequéncia exclusiva de Iso-A e Iso-D, correspondendo a uma porgao da
JUTR, comum a ambos os transcritos.

As analises de Northern-blot revelaram a presenca de um transcrito de
3.6 Kb e novamente uma banda de aproximadamente 2.8 Kb, compativel com
o tamanho de Iso-A e com o transcrito menor de hEPC2. possivelmente
derivado do uso de um sitio alternativo de poli-adenilacdo (Figura 11). Esta
isoforma, denominada isoforma D (Iso-D) é expressa em todos os tecidos
testados, incluindo tecidos normais e linhagens celulares tumorais. Em tecidos
normais, Iso-A € mais expressa na amostra de mRNA de coragdo e musculo
esquelético quando comparada com Iso-D, mas em rim, Iso-D é mais
abundante do que Iso-A. No entanto, em amostras de cérebro, célon, timo,
baco, figado, placenta, pulmao e leucécitos de sangue periférico, ambas as
isoformas foram fracamente expressas e s&o muito similares em abundancia.
Curiosamente, uma alta expressdo de Iso-D foi observada em todas as
linhagens tumorais avaliadas, incluindo HelLa S3, leucemia mieldide crénica K-

562, leucemia linfoblastica MOLT-4, adenocarcinoma coloretal SWA480,
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carcinoma de pulmdo A549 e melanoma G-361. No entanto, em linfoma de
Burkkit e leucemia promielocitica HL-60, a expressdo de Iso-D foi

marcadamente mais alta.
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2.8 Kb

2.8 Kb

Figura 11 - Northern-blots de tecidos normais (A) e linhagens celulares tumorais (B)
sondadas para hEPC2. Ambas as figuras mostram a presenga de Iso-A e Iso-D, com
respectivamente 3.6 Kb and 2.8 Kb. Em A os tecidos s&o: 1-cérebro; 2-coragdo; 3-musculo
esquelético; 4-colon; 5-timo; 6- bago; 7-rim; 8-figado; 9-placenta; 10-intestino delgado; 11-
pulmao; 12-leucdcitos de sangue periférico. Em B as linhagens celulares tumorais humanas
sdo: 1-leucemia promielocitica HL-60; 2-He-la S3; 3-leucemia mieldide cronica K-562; 4-

leucemia linfoblastica MOLT-4: 5- linfoma de Burkitt's Raiji;: 6- adenocarcinoma coloretal
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DISCUSSAO

hEPC1 e hEPC2 representam dois dos primeiros genes humanos
completos sequienciados no Brasil. A seqiiéncia completa destes transcritos foi
obtida a partir de dados fragmentados, derivados de ORESTES do Projeto
Genoma do Cancer Humano (HCGP). Pode-se observar que as ORESTES
representantes de fragmentos destes genes, geradas durante o HCGP,
oferecem uma boa cobertura do transcrito, especialmente de sua regiao
codificadora (Figura 12). A distribuicdo espacial destas ESTs nestes transcritos
foi utilizada para demonstrar que a colecao de sequéncias ORESTES, aliadas
as demais ESTs disponiveis poderia ser de grande valor para determinar a
seqiiéncia primaria de novos transcritos humanos, com especial énfase em
transcritos raros, como é o caso destes genes. Esta abordagem foi publicada
em nosso primeiro artigo, onde pela primeira vez demonstramos a sequéncia
completa de hEPC1 e hEPC2 (Camargo et al., 2001). O artigo completo se

encontra como o Anexo 1 desta tese.

Figura 12 - Representagdo da cobertura de contigs de ORESTES em
relacdo aos cDNAs dos genes hEPC1 e hEPC2 (retirada de Camargo et al.,
2001).
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Genes ortélogos de hEPC1 e hEPC2 sao encontrados em muitos
organismos, sugerindo uma importante fung¢ao bioldgica que presumivelmente
foi mantida ao longo da evolugdo. Apenas o gene E(z) da familia dos PcG
havia sido descrito anteriormente por possuir homolégo em levedura. E
sugerido na literatura que talvez os PcG conservados em levedura e
nematdédeos tenham co-evoluido de uma fungdo primitiva de repressao
transcricional para a fungcao de regulagao da cromatina, a qual se tornou mais
elaborada em eucariotos superiores e adaptada a regular diferentes alvos em

diferentes organismos (Stankunas et al., 1998).
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A descricdo de EPc de Drosophila mostra que o gene € ubiquamente
expresso e se liga a cromossomos politénicos em aproximadamente 100 sitios,
apenas um terco dos sitios de ligagao dos PcG. Interessantemente, EPc n&o é
detectado no cromocentro da heterocromatina, apoiando o modelo em que EPc
possui um papel funcional (e n&o estrutural) na heterocromatina, e a conclus&o
de que existe uma menor sobreposicdo de mecanismos de formagdo de
heterocromatina e repressdo mediada pelos PcG do que previamente suposto.

Assim como todas as proteinas PcG até agora caracterizadas, exceto
E(z) (Carrington & Jones, 1996), a ligagcdo de EPc é discreta, ndo existindo
ligacdo inespecifica (“background”), sugerindo que EPc funciona regulando /oci
especificos. No entanto, mesmo que os sitios de ligagdo de EPc nos
cromossomos mostrem sobreposigéo limitada com proteinas PcG individuais,
pelo menos metade dos sitios de ligacao de EPc s&o compartilhados com sitios
caracterizados de ligagdo de PcG. Estes dados sugerem que EPc é realmente
um membro da familia dos PcG (Stankunas ef al., 1998).

Ja que EPc pode se ligar aos /oci alvo na auséncia de proteinas PcG
conhecidas, EPc pode interagir com um diferente sub-grupo de proteinas de
cromatina em relagcédo as proteinas PcG previamente caracterizadas. Apenas
sete sitios de ligacdo politénicos sdo comuns entre todas as proteinas PcG,
enquanto que o numero de ligagdo, compartilhados e Unicos, de proteinas PcG
identificados até entdo totaliza 240, dando forte embasamento para a
heterogeneidade dos complexos de PcG existente. Parece provavel que EPc
funcione como um membro repressivo de complexos PcG em Joci que
apresentam sitios de ligagdo que se sobrepbem com aqueles de outras
proteinas PcG, sendo provavel que EPc tenha uma fungéo repressiva similar
em Joci-alvo ndo ligados a proteinas PcG conhecidas, mas isso ainda precisa
ser melhor demonstrado. N&o se pode assumir que os Joci de ligagao de
proteinas PcG em cromossomos politénicos sejam de repressdo funcional,
porque existem evidéncias de proteinas PcG que se ligam mesmo quando os
genes sdo transcritos (Strutt & Paro, 1997)) e proteinas PcG que sé&o
necessarias para a ativagao de transcri¢do (Fauvarque ef al., 1995).

Experimentos mostrados por (Stankunas et al., 1998), n&o sugerem as

possibilidades de que EPc afete diretamente a compartimentalizagédo nuclear
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da cromatina em compartimentos ativos e inativos (Schlossherr et al., 1994,
Strouboulis & Wolffe, 1996), ou que EPc seja necessario para o
estabelecimento de uma arquitetura necessaria a existéncia de repressio. No
entanto, a observagao de que EPc & uma proteina de cromatina de distribuicdo
limitada, torna provavel que ela regule genes, podendo portanto, ter um efeito
indireto na arquitetura nuclear. A ligagao discreta de EPc nos cromossomos
politénicos torna improvavel que esta proteina tenha um papel geral na
estrutura cromossdmica ou da cromatina, que afete indiretamente a formagé&o
da heterocromatina e repressdo pelas proteinas PcG, como a S-
adenosilmetionina. Tém sido sugerido que EPc tem um efeito indireto na
formacao da heterocromatina, e portanto no efeito posicional variegagéo.
Provavelmente por regular genes necessarios para a formacdo da
heterocromatina.

Interessantemente, o gene ortélogo de levedura de EPc, nomeado EPL1
(“Enhancer of Polycomb like protein”) foi identificado como um componente do
complexo de histona acetiltransferase NuA4 (Galarneau et al,, 2000). O
complexo humano TIP60, homodlogo de NuA4, inclui uma das proteinas
homologas de EPc (o codigo de acesso desta proteina ndo é descrito no
trabalho). Este homologo humano de EPc também se encontra presente em
p400, um complexo multiprotéico com forte homologia com o complexo
SWI2/SNF2 (Fuchs et al., 2001). J&4 que se suspeita que EPc promove o
silenciamento do estado transcricional da cromatina e formacg&o de
heterocromatina, & possivel que a presenga desta proteina humana homdéloga
a EPc no complexo p400 possa ter um efeito inibitdrio. Ja o complexo NuA4
esta relacionado com ativagdo transcricional in vitro e o0 gene EPL1 € descrito
como essencial para a viabilidade celular, o que reforga o papel desta proteina
como um regulador transcricional epigenético e sugere que a fungdo da
proteina pode ter sido mantida nos homologos eucaridticos (Galarneau et al.,
2000). De fato, a fungdo dos PcG parece ser bem conservada durante a
evolucdo. Quando o gene PcG Ying Yang 1 (YY1), que codifica para a proteina
de vertebrados homéloga a proteina de Drosophila “pheihomeotic” (PHO), foi
inserida em Drosophila, sendo que esta proteina foi capaz de compensar o

fenétipo de PHO, reprimindo a transcricdo de uma maneira consistente com a
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funcédo de PcG in vivo (Atchison et al., 2003). Portanto, apesar da presenca de
apenas dois dominios conservados entre as proteinas paralogas de Drosophila
e a humana, sua fungao parece ser essencialmente a mesma. Outro exemplo &
do gene M33, o homodlogo de camundongo do gene de Drosophila Polycomb
(Pc), que foi capaz de resgatar o fenotipo de mutantes de Pc em moscas
Drosophila (Muller et al., 1995).

Os genes hEPC1 e hEPC2 s&o bastante conservados durante a
evolugdo, desde levedura, passando por Arabdopsis thaliana, C. elegans,
Drosophila, camundogo e homem. Esta conservagdo na sequéncia protéica &
pouco habitual para um membro da familia dos genes Polycomb (PcG), e se
mostra maior na regido dos dominios descritos como EPcA, EPcB e EPcC. Na
regido de 54 aminoacidos de EPcA de Drosophila, 85% sé&o idénticos e 93%
s&o similares aos homdlogos de mamiferos.

No entanto, uma comparacado entre as sequéncias de nucleotideos de
hEPC1 e hEPC2 mostra que estes genes n&o sao téo similares entre si como
seus ortélogos, o que pode indicar que estas proteinas sofreram uma
divergéncia funcional. O alinhamento da sequéncia da proteina EPc de
Drosophila com as seqUéncias preditas de aminoacidos de hEPC1 e hEPC2
mostra que hEPC1 & um pouco mais similar a EPc (com 39% de identidade e
57% de positivos) que hEPC2 (17% de identidade e 53% de positivos). Este
dado provavelmente sugere que o papel ancestral do gene EPc pode ser mais
conservado em hEPCT1 do que em hEPC2. Uma evidéncia da divergéncia
funcional entre hEPC1 e hEPC2 € a auséncia de um dominio “zinc finger’ em
hEPC1.

Apesar da possivel divergéncia de fungdo entre hEPC1 e hEPC2, é
provavel que algumas propriedades tenham sido mantidas entre estas
proteinas, especialmente em relagéo a estrutura dos dominios EPcA, e EpcC
(Stankunas et al, 1998). Os exons 2, 3 e 4 de hEPC1 e hEPC2 tém
exatamente 0 mesmo tamanho e estdo contidos no dominio EPCA, sugerindo a
conservacgdo funcional desta regido em comum entre as proteinas (Tabela 7).
Interessantemente, uma proteina chamada BR140 foi recuperada quando o
dominio EPcA foi usado para uma busca por proteinas similares. Esta proteina

possui uma significativa conservacdo quando comparada com uma pequena
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porcao da seqiiéncia de aminoacidos de EPcA, sugerindo que este dominio
seja modular e que suas diferentes por¢des podem ter fung¢des distintas
(Stankunas et al., 1998). A predicao de um dominio de “PHD zinc finger’
dentro do dominio EPcA de EPC2 é um achado que também pode corroborar

a hipétese de organizagao modular de EPcA.

Tabela 7 — Comparacéao entre o tamanho dos exons de hEPC1 e hEPC2

Exon Tamanho dos exons de Tamanho dos exons de

hEPC1 (nt) hEPC2 (nt)

1 126 172
2 160 160
3 145 145
4 208 208
5 148 150
6 159 135
7 176 195
8 89 91

9 148 146
10 3562 345
11 118 140
12 141 162
13 363 338
14 1379, 1264

Comparagdao da expressao de hEPC1 e hEPC2 em diferentes tecidos

humanos

A expressao de hEPC1 e hEPC2 foi investigada em diferentes tecidos
através do uso de uma membrana comercial de "dot-blot" (Multiple Tissue
Expression Array - Clontech), contendo 76 amostras de mRNAs derivadas de
tecidos e linhagens celulares fetais, normais e tumorais. Curiosamente, a
expressao de ambos os genes se mostrou fraca e ubiqua em todos os tecidos
avaliados, nao revelando portanto, diferenc¢as significativas entre o padrao de

expressao dos genes paralogos.
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Uma consequéncia das varreduras de varios ensaios de duplo hibrido
com proteinas PcG nos anos recentes, mostra que as proteinas PcG parecem
existir aos pares em vertebrados. (Satijn & Otte, 1999a). O gene de Drosophila
Ph possui os homdlogos humanos HPH1 e HPH2 (Gunster et al., 1997). Estes
homoélogos humanos possuem seus ortélogos em camundongo,
respectivamente, Rae-28/Mph1 e Mph2 (Alkema et al., 1997a; Hemenway et
al., 1998; Nomura et al., 1994). Este exemplo pode ser estendido para todas as
proteinas PcG de vertebrados conhecida até entdo. HPC2 € o um homologo
humano de Pc (Satijn et al, 1997), que é mais relacionado como ortélogo
murino MPc2 (Alkema et al., 1997b) e o ortdélogo de Xenopus de Pc XPc
(Reijnen et al.,, 1995), que o ortélogo murino de Pc, M33 (Pearce et al., 1992).
De maneira contraria, M33 & mais similar ao homdélogo humano de P,
CBX1/HPC1 (Gecz et al., 1995; Satijn et al., 1997). Bmi1 possui um similar
proximo, mel-18 (Tagawa et al., 1990), que apresenta identidade maior que
95%. Assim como Bmi1, foi demonstrado que mel-18 interage com Rae-
28/Mph1 (Alkema et al., 1997a). EZH2 é altamente relacionado com seu
paralogo EZH1 (Laible et al., 1997). Finalmente, os dois homdlogos de RING
foram identificados. RING 7 humano e dinG sdo homoélogos, respectivamente, a
Ring1A e Ring1B de camundongo (Freemont et al., 1991; Lovering et al., 1993;
Schoorlemmer et al., 1997). O que pode significar esta aparente redundancia?

Analises de expressao dos pares de proteinas PcG acima mencionados
mostraram que estas proteinas séo diferencialmente distribuidas em tecidos e
linhagens celulares (Buchenau et al., 1998; Gunster et al., 1997; Lessard et al.,
1998). Por exemplo, o gene HPH2 é expresso em virtualmente todos os tecidos
testados em um nivel uniforme, enquanto que HPH7 tem uma distribuicdo
tecidual bem restrita, limitada a testiculo, ovario e timo (Gunster et al., 1997).
Também em linhagens celulares, HPH2 possui uma expressdo uniforme em
todas as linhagens, enquanto que HPH1 é expresso em altos niveis em apenas
algumas das linhagens em que HPHZ2 é expresso (Gunster et al, 1997).
Observacoes similares foram feitas para HPC1 e HPC2 (Satijn et al.,, 1997).
Estes dados sugerem que, dependendo do tipo celular ou tecido, os complexos
PcG podem conter tanto ambos, como apenas uma das proteinas do par. Por

exemplo, em testiculo, ambos HPH1 e HPH2 s&ao expressos em altos niveis,
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portanto é provavel que o complexo PcG contenha ambas as proteinas. De
maneira oposta, em bago, apenas HPHZ2 é expresso, e consequentemente, o
complexo PcG provavelmente possui como componente apenas HPH2
(Gunster et al., 1997).

Esta especulagdo pode ser entendida de outra maneira, ou seja: os
pares de proteinas s&o também capazes de interagir com diferentes proteinas
através de regides ndo conservadas. Dois exemplos serdo discutidos a seguir.

Os pares de homélogos de RINGT em vertebrados, RING1 e dinG
(ambos humanos), Ring1A e Ring1B (ambos de camundongo), mostram um
alto nivel de similaridade de sequéncia. Eles possuem um motivo de “"RING
finger” em comum e sdo ambos capazes de interagir com os homologos de Pc
e Bmi-1. No entanto, analises de interagao proteina-proteina feitas com a
proteina de camundongo Ring1B mostrou que esta proteina € capaz de
interagir com 0 homologo de camundongo de Ph, MPh2 (Hemenway et al.,
1998). Em contraste, as proteinas RING1/Ring1A ndo foram capazes de
interagir com os homélogos de Ph, HPH1 e HPH2 (Satijn & Otte, 1999b). Este
dominio de interagdo entre MPh2 e Ring1B esta localizado nas regifes central
e C-terminal da proteina Ring1b (Hemenway et al, 1998). De maneira
importante, esta regiao ndo é conservada entre Ring1A e RingB, o que explica
porque Ring1A n&o interage com HPH1 e HPH2. Este achado implica que
quando Ring1A e Ring1B s&o expressos em diferentes tecidos, eles sao
capazes de recrutar diferentes proteinas PcG, como Mph2/HPH2 por Ring1B
neste caso.

Outro exemplo provém de uma varredura utilizando ensaios de duplo-
hibrido, que foi feita com os homdlogos de Pc em vertebrados, Xpc e HPC2.
Estes ortologos interagem com a regido de ligagdo C-terminal da proteina
(CtBP) (Sewalt et al, 1999). CtBP €& uma proteina com uma fungao
desconhecida que foi primeiramente identificada como uma proteina que se
liga a regido C-terminal da proteina de adenovirus E1A (Schaeper et al., 1995).
O ortélogo de Drosophila de CtBP (dCtBP) interage com diversas proteinas de
segmentagcdo, que atuam como repressores, através de um motivo que
também esta envolvido com interacbes entre CtBP e E1A (Schaeper et al.,

1995). CiBP se liga a HPC2 e XPc através da mesma regido conservada de
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motivos de aminoacidos, PI/LDL. Este motivo esta presente apenas em Xpc,
MPc2 e HPC2, os ortdlogos relacionados a Pc que representam uma das
classes dos homodlogos de Pc. Os motivos de ligacdo de CtBP estdo ausentes
no homoélogo de camundongo Pc. M33 e HPC1, que representam a outra
classe de homologos de Pc. Consequentemente, CtBP n&o interage com M33
ou HPC1 (Sewalt ef al.,, 1999). Ja que HPC1 e HPCZ2 possuem padrbes de
expressdo altamente exclusivos, isto implica que apenas nos tipos celulares
onde HPC2 é expresso, a proteina CtBP pode ser recrutada para o complexo
PcG.

O significado de CtBP interagir com a classe especifica dos homdlogos
Pc pode envolver uma fungao-alvo dos complexos especificos de PcG. Foi
achado que a proteina dCtBP interage com os repressores e as proteinas de
ligacdo ao DNA: Knirps, Snail e Hairy (Nibu ef al., 1998; Poortinga et al., 1998).
E concebivel que as proteinas CtBP alvejem os complexos PcG em Joci
particulares na cromatina, que contém sitios de ligagdo para os repressores
como os homologos de Knirps e Hairy. Isto pode, no entanto, envolver apenas
um complexo que contenha HPC2 e ndo HPC1, ja que CiBP interaje com
HPC2, e ndo com HPC1 (Satijn & Otte, 1999a).

Desta forma, em vertebrados, existem varias possibilidades de criar
complexos PcG com diferentes composigbes. Primeiramente, as proteinas PcG
existem em pares altamente relacionados que possuem diferentes perfis de
expressdo. Isto permite o estabelecimento de complexos de PcG com
diferentes composicdes, dependendo do tipo celular. Em segundo lugar, estes
pares diferem em regides nado conservadas, permitindo o recrutamento de
diferentes proteinas PcG e proteinas repressoras. Ring1B recruta MpHZ2,
Ring1A n&o. HPC2 recruta CtBP, HPC1 ndo. Este dado apresenta uma
camada a mais de complexidade (Satijn & Otte, 1999a). Em Drosophila,
diferentes proteinas, incluindo Pc, Ph e Psc se ligam em padrées de
sobreposicao em cromossomos politénicos (Rastelli et al., 1993, Zink & Paro,
1989). Apesar do diferente padrdo de ligagdo de proteinas PcG em
cromossomos politénicos sugerirem a existéncia de complexos PcG com
diferentes composicdes, proteinas PcG de Drosophila parecem nao existir aos

pares. Como mostrado anteriormente, um alto nivel de complexidade e
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flexibilidade existe nos sistemas de vertebrados. Quais sdo as implicagbes
funcionais da existéncia de complexos PcG com diferentes composi¢gées? Uma
possibilidade é que isto determine a especificidade de ligacdo aos diferentes
genes-alvo (Satijn & Otte, 1999a).

Mais uma vez, diferentes composi¢ées de complexos PcG direcionados
para diferentes genes-alvo sdo eventos-regulatorios chave, que provavelmente,
resultam em diferentes alteragcdes fenotipicas pleiotropicas. Outra classe de
potenciais genes-alvo de PcG de vertebrados é formado por oncogenes e
genes supressores de tumor. E consideravel que a interferéncia dos niveis de
expressdo de quase todas as proteinas PcG, resulte de alguma maneira em
transformacao celular (Satijn & Otte, 1999a). O gene Bmi-1 foi isolado como um
oncogene que coopera com o proto-oncogene c-myc (Haupt et al., 1991; van
Lohuizen et al., 1991a). Camundongos transgénicos super-expressando Bmi-1
desenvolvem linfomas (Alkema et al., 1995) e Bmi-1 & capaz de transformar
fibroblastos de roedores (Cohen ef al, 1996; Jacobs et al, 1999). Em
contraste, seu parceiro relacionado, mel-18, apresenta efeitos opostos. Apenas
quando a expressdo de mel-18 € interrompida pela super-expressao de RNA
antisense, um fendtipo tumorigénico aparece nos fibroblastos. Isso pode
sugerir que mel-18 seja um gene supressor de tumor. Quando mel-18 € super-
expresso em camundongos transgénicos, a diminui¢do na regulagéo do proto-
oncogene c-myc é observada (Kanno ef al., 1995); (Tetsu ef al., 1998).

Da mesma maneira, efeitos opostos tém sido observados por
interferéncia com os niveis de expressdo das proteinas humanas HPC2 e
RING1. A super-expressao de HPCZ2 resulta na repressao do oncogene c-myc
e a super-expressao do dominante negativo de HPCZ2 resulta no aumento da
expressdo de c-myc (Satijn et al, 1997, Satijn & Otte, 1999b). A super-
expressdo do dominante negativo de HPC2 resulta em transformagao celular.
Por outro lado, super-expresséo de RINGT resulta em transformacgao celular e
inducdo de tumores em camundongos “nude’. Isto € acompanhado por um
aumento dos niveis de expressao dos oncogenes c-jun e c-fos, mas ndo por c-
myc (Satijn & Otte, 1999b). Estes resultados podem sugerir que HPC2 atue
como um gene supressor de tumor e RING1 como um oncogene. No entanto,

ainda nao esta claro como estas observagdes podem ser explicadas ao nivel
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molecular. Mesmo se por acaso c-myc for um gene-alvo dos PcG, isto ainda
nao é reconhecido. Os efeitos aparentemente opostos das proteinas PcG na
transformacéo celular sdo provaveis por emergir da agdo de diferentes
composi¢cdes de complexos de proteinas PcG em genes regulatorios
importantes, que sao diferentes genes-alvo de diferentes complexos de PcG
(Satijn & Otte, 1999a).

Como estas observacgdes podem ser transpostas para hEPCT e hEPC2
ainda nao se sabe, no entanto, é interessante notar que a analise de expressao
de ambos os genes nos tecidos avaliados mostrou resuitados muito similares.
Este dado n&o se mostra em concordancia com os dados observados entre os
pares Ring1B/Ring1A e HPC2/HPC1. No entanto, um dado que pode ser
relevante nessa especulacgéo, e que diferencia hEPC1 e hEPC2 dos outros de
pares de genes citados, é o fato de hEPC1 e hEPC2 serem integrantes do
grupo dos ETP. Talvez, a caracteristica destas proteinas atuarem ao nivel de
ativacdo e repressdo de transcricdo, explique o porque destes genes serem

expressos na maioria dos tecidos humanos avaliados.

O ortélogo humano de hEPC1

Durante o trabalho da obten¢do da sequéncia completa do gene hEPC1
(Shimono et al., 2000) publicaram um artigo resultante de uma busca por
proteinas que interagissem com a proteina alvo de seu estudo: “RET finger
protein (RFP)". Através da metodologia de duplo hibrido, o ortdlogo humano de
EPC1 foi descrito por interagir com RFP. As proteinas RFP pertencem a familia
dos “large B-box RING finger protein”, cujos membros contém um motivo
tripartido que consiste em um “Ring finger”, um dominio “coiled-coil” e 3 hélices
definidas, e além disso, uma regido carboxi-terminal conhecida como dominio
RFP (Berg, 1990; Cao et al., 1997; Freemont ef al., 1991; Reddy ef al., 1992,
Takahashi et al.,, 1988). Diversas proteinas da familia “RING finger protein” ja
foram descritas, entre elas PML, BMI1/Mel-18, RING1 e KAP-1 (Borden, 1998;
Borden, 2000; Saurin ef al., 1996). “Ring finger proteins” parecem atuar na
formacgéo e arquitetura de grandes complexos de proteinas, que por sua vez,

contribuem em diversos processos celulares como oncogénese, apoptose,
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desenvolvimento e ubiquitinagdo (Borden, 1998; Borden, 2000; Saurin et al,,
1996). Por exemplo, PML, BMI1/Mel-18, RING1 e RFP estdo envolvidas em
oncogénese pela formagéo de proteinas de fusédo (Borrow et a/., 1990; de The
et al., 1991; Hasegawa ef al., 1996; Kakizuka et al., 1991; Takahashi et al.,
1988) ou pela desregulacdo nos niveis de expressdo de certos oncogenes
(Kanno et al., 1995); (Satijn & Otte, 1999b; Tetsu ef al., 1998).

Neste trabalho, (Shimono ef al., 2000), descrevem que RFP interage com
hEPC1, sendo que esta interagdo é mediada pelo dominio “coiled-coil” de RFP
além do dominio EPcA e a regido carboxi-terminal de hEPC71. Como a
localizagcdo das proteinas associadas esta no nucleo, é sugerido que elas
estejam envolvidas no silenciamento génico. EPc é classificado como um
membro da familia dos Polycomb, o que implica em sua fun¢gdo como repressor
transcricional. No entanto, este estudo revelou que a atividade repressiva de
hEPC1 é relativamente fraca e que, surpreendentemente, o dominio EPcA é
um forte ativador transcricional. Alem de EPc, o gene “Enhancer of Zeste
(EZH)” da familia dos PcG também possui uma fun¢ao dupla de manutengao
da atividade transcricional por proteinas da familia dos genes Trithorax (TrxG)
(LaJeunesse & Shearn, 1996). No entanto, ele se associa com Esc de
Drosophila (cujo homélogo humano é EED), e funciona como um repressor de
transcricdo. Estes dados sugerem que ambos, EPc e EZH, tenham fungdes
diferentes das outras proteinas da familia dos PcG. Os autores chamam
atengcdo para o fato dos homodlogos de camundongo de hEPC1 e hEPC?2
possuirem transcritos mais longos e menores (curiosamente, Stankunas, et al
1998 s6 sugerem a presenga de um transcrito menor em Epc?), e que 0s
transcritos menores podem agir como ativadores de transcrigdo como os TrxG,
enquanto que o0s franscritos maiores funcionariam como repressores
transcricionais da familia dos PcG.

Desta maneira, diante da descrigdo do gene hEPC1 e de seu estudo por
um outro grupo, optamos por focar nossos estudos no gene hEPC?2, cuja

descri¢do e estudo ainda s&o inéditos na literatura.
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hEPC1 e hEPC2 como membros do grupo de “Enhancer of Polycomb and
Trithorax Proteins” (ETP)

hEPC1 e hEPC2 sdo membros do grupo de proteinas ETP, que sado
descritas por possuirem dupla atividade transcricional, de represséo e ativacéo
(Brock & van Lohuizen, 2001). Realmente, hEPC1 foi descrito por ser uma
proteina que interage com a proteina RFP, atuando em ambas ativacdo e
repressdo de transcricdo (Shimono ef al, 2000). Portanto, & plausivel
extrapolar que os dominios EPcA (ativagéo de transcricdo) e EPcC (repressao
de transcricdo) de EPC2 possam ter fungbes similares aos dominios
correspondentes de EPC1.

Em mamiferos, a maioria dos genes PcG esta presente em pares
altamente relacionados (Schumacher & Magnuson, 1997). Analises recentes
feitas em camundongos deficientes dos pares de genes Bmi-1 e Mel18,
revelaram que estes genes atuam sinergisticamente e de maneira dose-
dependente para a propria repressao individual de genes-alvo durante o
desenvolvimento. Diferentes genes-alvo necessitam de niveis diferentes de
proteinas PcG. Interessantemente, a auséncia de ambos Bmi-1 e Mel18 leva a
uma reducdo significativa no nivel de alguns genes homeéticos, enfatizando a
necessidade deste grupo de genes ETPs de mamifero para a ativagéo génica
(Brock & van Lohuizen, 2001). Consistente com a idéia de que genes PcG de
mamiferos podem ativar alvos, EED (PcG) e Bmi-1 (ambos do grupo ETP)
possuem efeitos opostos em precursores hematopoéticos (Lessard ef al.,
1999).

Um numero de modelos pode ser imaginado para explicar o papel do
grupo das proteinas ETP na ativag&o e na represséo. As proteinas ETP podem
ser sub-unidades comuns de diferentes complexos necessarios tanto na
ativacdo quanto na repressédo de Joci-alvo. Existe uma boa evidéncia de
proteinas ETP sendo membros de complexos de repressao. Recentemente, um
complexo protéico chamado PRC1 que contém as proteinas Pc, Ph, Psc e Scm
foi purificado de embribes de Drosophila (Shao et al., 1999). Co-
imunoprecipitagdo, co-fracionamento e evidéncia de interagdo proteina-

proteina em mamiferos, sustentam a idéia de que existe um complexo de
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proteinas contendo BMI-1, HPH, HPC2 e RING (Satijn & Otte, 1999a), (),(). Em
outros organismos, estes complexos contém proteinas dos PcG e ETP. Da
mesma maneira, outro complexo PcG caracterizado contem as proteinas PcG
Esc e a proteina ETP E(z) (Ng et al., 2000), ou respectivamente, seus
homologos em mamifero, EED e EZH/Enx1 (), (Sewalt et al., 1998). Sugestivo
de funcbes separadas, este ultimo complexo é mais antigo porque seus
homologos existem em plantas e Caenorhabditis elegans, que parecem n&o
possuir outros homélogos de PcG.

Até hoje, nem as proteinas do grupo dos PcG nem dos ETP foram
identificadas como membros dos complexos trxG, mas pelo menos uma
proteina trxG pode ser necessaria na manutencéo da repressao. “Trithorax-like"
(Trl) codifica para o fator GAGA, um ativador transcricional geral necessario
para a expressdo de diversos genes em Drosophila, incluindo os genes
homeoticos. O fator GAGA tem um sinergismo com fatores de remodelamento
de nucleossomo contendo ISWI no promotor (Tsukiyama et a/, 1995), no
entanto, mutagdes em GAGA causa a desrepressao do PRE Fab-7 (Hagstrom
et al., 1997), tendo sido sugerido que Trl poderia ser re-classificado como um
ETP (Gildea et al., 2000). Além disso, o fator GAGA se associa com PREs in
vivo (Strutt et al., 1997). Uma possibilidade tentadora é a de que GAGA seja
necessario para o0 remodelamento da cromatina, que permite 0 acesso
subsequente dos PREs as proteinas PcG e trxG (Strutt et al., 1997). Alguns
dos fatores GAGA co-imunoprecipitam com Pc e Psc, sugerindo que este € um
constituinte dos complexos de PcG, e ndo simplesmente necessario para o
remodelamento da cromatina, de modo a permitir 0 acesso dos complexos PcG
(Horard et al., 2000). O nivel e a atividade das proteinas ETP pode ser
altamente regulado. Neste caso, interacbes dos ETPs com os PcG e os trxG,
podem trazer os mecanismos de discriminacdo necessarios para ligar o
elemento responsivo de um /ocus-alvo de um estado neutro para ativado ou
reprimido. Se tais complexos ETP se formarem apenas transitoriamente, ou
agirem dentro de uma pequena janela do desenvolvimento, eles podem ter
escapado de serem detectados previamente (Brock & van Lohuizen, 2001).

As evidéncias sugerem que as proteinas PcG e ETPs podem agir de

maneira gene-especifica e tipo celular especifico. Os dados genéticos apontam
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claramente para a possibilidade de que existem multiplos complexos PcG que,
por analogia com os diferentes complexos de remodelamento-trxG, podem
contribuir apenas com propriedades enzimaticas unicas e funcionais. A
caracterizacdo de complexos contendo proteinas do grupo PcG e/ou ETP sera
um importante passo na tentativa do entendimento dos papéis destas proteinas
na manutengao da ativagéo e repressao (Brock & van Lohuizen, 2001).

A existéncia de quatro isoformas transcricionais de hEPC2 pode estar
implicada no seu papel de regulagdo de transcricdo tanto ao nivel gene-
especifico, quanto no celular-especifico. E importante notar que Iso-B e Iso-C
apenas retém o dominio EPcA, o bloco que € similar ao dominio de ativacéo
transcricional de hEPC1. Outro dado que ¢é interessante de se notar, € que o
terceiro exon de Iso-B codifica para 16 aminoacidos que n&o apresentam
similaridade com as outras isoformas, nem com outras proteinas humanas
conhecidas. No entanto, tanto Iso-A (transcrito candnico) quanto Iso-D
apresentam os dominios EPcA e EpcC (Figura 13), podendo apresentar

tambem, atividades de represséo.
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Figura 13 — Estrutura genémica das isoformas A, B C and D do gene humano
hEPC2. As caixas numeradas representam os exons. As linhas que conectam as
caixas representam os introns. ATG indica o exon que contem o cédon de iniciagao
de tradugdo. As caixas em cinza representam o dominio EPcA. As caixas em preto
representam o dominio EPcB e as caixas hachuradas representam o dominio EPcC.
Uma ampliagdo no exon XIV mostra a 3’'UTR de Iso-A e Iso-D. A sequéncia em
italico e sublinhada representa o codon de parada. A caixa representa o fim do
transcrito Iso-D. As sequéncias em vermelho representam possiveis AREs de Iso-D
e Iso-A. As linhas pontilhadas representam os sitios de poli-adenilagéo. A caixa em

cinza representa o “Sage tag” de Iso-D e a caixa em preto o “Sage tag” de Iso-A.
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O equilibrio das isoformas de hEPC2 pode ser importante durante o
desenvolvimento, em diferentes tecidos, durante o controle de ciclo celular, ou
mesmo em condi¢bes patologicas envolvendo crescimento celular e
diferenciacdo. Uma evidéncia para esta hipdtese é o achado da regulagéo
diferencial de Iso-B e Iso-C no diferentes tecidos avaliados (Figura 8). Apesar
de nao haver uma grande variacdo na abundancia de Iso-B e Iso-C, diferentes
razbes na expressao relativa destes transcritos foram freqUentemente
encontradas, para diferentes tecidos, assim com em amostras fetais e adultas
do mesmo tecido. Por exemplo, no cérebro total, ambas as isoformas s&o mais
abundantes no tecido adulto do que no tecido fetal, especialmente Iso-C. Em
figado, o oposto foi observado, sendo que a expressdo de ambas as variantes
€ mais alta no feto quando comparada com o tecido adulto. No entanto, o que é
conclusivo em relagcdo a expressdo de Iso-B e Iso-C em todos os tecidos
avaliados, € o baixo nivel de expresséo destas variantes. De maneira oposta,
pode-se observar a maior expresséo de Iso-D em todas as linhagens celulares

tumorais testadas.

O uso de um sitio alternativo de poli-adenilagao em Iso-D

Iso-D possui a mesma regidao codificante de Iso-A, no entanto, possui
uma redugado em sua regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR) devido ao uso de um sitio
mais interno, alternativo, de poli adenilagdo (Figura 10). Como sequéncias
presentes na regido 3' UTR podem modular a estabilidade do transcrito, este
pode ser um mecanismo para controlar a estabilidade e portanto, a
abundancia deste transcrito de hEPC2.

A regido 3'UTR esta envolvida na regulagdo da clivagem de transcritos,
na poli-adenilacéo, e no controle da poliadenilagéo alternativa, a exportagéo
nuclear, o nivel de traducdo dos transcritos, € em muitos casos determina a
sua estabilidade. Em relagdo a desreguiacdo desta regido, eventos como a
degradacao dos transcritos podem ter como causa a diminuigdo da cauda poli-
A ou a de-adenilagéo independente da clivagem endonucleolitica (Pesole et al.,

2000). As sequéncias regulatérias conhecidas como elementos ricos em
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adenilatos e uridilatos (ARE) tém sido encontrados em varios mRNAs labeis
que codificam proteinas regulatérias, como proto-oncogenes, fatores de
crescimento e seus receptores, mediadores inflamatérios e citocinas
(Grzybowska ef al., 2001). Os elementos ricos em AU variam em tamanho de
50 a 150 nt e, usualmente, contém uma ou algumas copias dos pentédmeros
AUUUA ou dos nondmeros UUAUUUA. Geraimente, os AREs s&o divididos
em ndo-AUUUA (ex: c-jun) e contendo-AUUUA. Este ultimo grupo foi dividido
em duas classes: - classe |, ex: c-fos; - classe |l, fator estimulante de colénias
granulo-monociticas (GMCSF). Estas classes se diferenciam em seu
mecanismo regulatério e nos padrées de de-adenilacdo (Grzybowska et al.,
2001). A fungédo primaria dos AREs é determinar a degradagio seletiva dos
mMRNAs, no entanto, este processo de degradacdo mediada pelos AREs é
auto-regulada: sob condigbes de stress, por estimulagdo celular ou durante a
transformacdo oncogénica mediada pela estabilizagdo de mRNAs contendo
ARE (Conne ef al., 2000; Pesole et al., 2000).

Perturbagbées na 3'UTR, como mutagdes em um alelo, podem resultar
em um efeito dominante negativo relacionado a varias patogéneses. Algumas
doengas humanas sdo causadas por mutagdes nestas sequéncias ou pela
ligacdo de proteinas regulatérias nesta regido (Conne et al, 2000). A
ocorréncia de AREs defectivos causa a estabilizagdo de mRNAs normalmente
labeis, resultando em uma maior regulacéo da sua expressao e em alteragdes
metabodlicas que levam a doengas como linfoma de células do manto, artrite
cronica e desordens inflamatérias. O aumento na estabilidade dos transcritos
pode ser causado também, pela elevagéo dos niveis de ligagdo de proteinas
regulatérias (como no caso da proteina ELAV-like em neuroblastoma). Outro
mecanismo, a supressao da tradugcdo de p53 associado com a presenga de
sequéncia Alu-E na regiao 3'UTR, tém sido indicada (Grzybowska et al., 2001).
A desregulagéo do proto-oncogene CCDNT (ciclina D1) esta relacionada com
o desenvolvimento de varios tumores, incluindo sua super-express&o na vasta
maioria das MCL e translocagbes associadas a leucemias do tipo (11g13).
Rearranjos na 3'UTR do gene CCDN1 levam a transcricdo de um mRNA menor
que 1,5 Kb, observado em tumores primarios e em linhagens celulares. Este

transcrito apresenta a mesma regido codificante do transcrito de 4,5 Kb que
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esta presente em mRNA de tecidos normais. No entanto, o transcrito de 1,5 Kb
usa um sitio alternativo de poli adenilagdo, ou possui parte de sua 3'UTR
deletada. Estas duas alteragbes resultam em um mRNA mais estavel, que é
também mais expresso (Rimokh et al., 1994).

A andlise da 3'UTR de Iso-A mostrou a presenca de cinco motivos ARE
do tipo (AUUUA). No entanto, quatro destes motivos sdo perdidos quando
ocorre o uso do sitio alternativo de poli-adenilagdo utilizado na Iso-D. A maior
abundéancia desta isoforma em tecidos tumorais pode significar que a proteina
correspondente seja produzida em maior quantidade, fruto de um mRNA mais
estavel, sugerindo desta maneira, que esta isoforma, assim como CCDN1,
pode ser mais abundante nas linhagens celulares tumorais devido a maior
estabilidade do mRNA desta variante. Adicionalmente, o ritmo de transcricdo e
degradagcdo de Iso-A nas linhagens celulares tumorais pode ser
diferencialmente regulado, ja que sua expressdo & mais baixa quando
comparada com os tecidos normais avaliados. O gene c-fos possui trés motivos
AUUUA em sua 3'UTR, sendo que a delecdo de cada um deles aumenta
gradualmente a estabilizacdo do transcrito, levando a transformagéo de proto-
oncogene para um oncogene (Schiavi ef al., 1992).

Curiosamente, foi observada uma expressdo mais alta de Iso-D nas
linhagens de leucemia promielocitica HL-60 e em linfoma de Burkitt Raji (Figura
9). Alguns PcG foram descritos por estarem associados com a linfomagénese
(Lessard & Sauvageau, 2003), como o gene Bmi-1 (‘B lymphoma Mo-MLV
Insertion region”), que se encontra amplificado em linfomas de células do
manto (Bea et al., 2001), ou o gene “Enhancer of Zeste” (EZH2), que é super-
expresso em linfomas (Visser et al., 2001). Ambos, mMRNA e proteinas, do gene
EZH2 também foram observados com expressdo aumentada em pacientes
com cancer de prostata metastatico, quando comparados com pacientes com
tumores 6rgao-confinados ou benignos (Varambally et al., 2002). O aumento no
nivel da proteina EZH2 também foi associado com maior agressividade em
cancer de mama (Kleer et al., 2003).

A diferenciagéo de precursores de linfocitos na medula 6ssea é associada
com profundas alteracdes na transcrigdo génica dos PcG (Lessard et al., 1998).

As células precursoras transcrevem preferencialmente o gene PcG BMI-1, e a
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transcricdo de outros genes PcG ocorre em estagios tardios de diferenciacio
de células B, enquanto que a transcricdo de Bmi-1 gradualmente desaparece
(Lessard ef al., 1998). A evidéncia mais convincente do papel dos genes PcG
na linfopoiese vem no entanto, de estudos com camundongos mutantes. A
super-expressdo de BMI-1 em camundongos transgénicos resultou em um
aumento na linfo-proliferacdo e por fim, no desenvolvimento de linfomas de
células B (Jacobs et al., 1999) (van Lohuizen et al,, 1991b). Em contraste,
camundongos com uma delecdo dos genes PcG Bmi-1 e Mel-18 desenvolvem
hipoplasia enquanto que a perda do gene PcG EED resultou em um aumento
da linfo-proliferacdo (van der Lugt ef al., 1994) (Akasaka ef al., 1996) (Lessard
ef al., 1999). Estas observacdes sugerem que os dois compliexos de PcG tém
papeis opostos na regulagdo da hematopoiese. Recentemente foi demonstrado
que a expressdo dos dois complexos PcG, refletidos pela detecgdo de Bmi-
1/RING1 e EZH2/EED sao mutualmente exclusivas em diferentes estagios de
diferenciacdo das células B nos centros de germinagéo (Lessard et al., 1998,
Lessard et al., 1999; van Lohuizen, 1999). Estes resultados mostraram que a
expressdo dos genes PcG é estritamente regulada durante o desenvolvimento
folicular das células B e sugerem um papel das proteinas PcG nas reagbes
celulares nos centros germinativos.

A expressdo das proteinas PcG Bmi-1 e EZH2 em células T periféricas
maduras também € mutuamente exclusiva e associada com o stafus
proliferativo destas células. Células T periféricas maduras que se encontram
quiescentes expressam Bmi-1, enquanto que blastos em divisdo expressam
EZH?2. A expresséo destas proteinas PcG em estagios especificos das células
T sugere que os genes PcG contribuem para a diferenciacdo destas células.
Provavelmente, estas proteinas refletem a estabilizacdo da expressao de um
tipo celular especifico e a irreversibilidade na escolha da linhagem celular
(Raaphorst et al., 2001)

Os padrbes de expressédo de Bmi-1 e EZH?2 foram analisados também
em uma variedade de linfomas de células B ndo-Hodgkin (B-NHLs) incluindo
linfomas linfocitios, linfomas foliculares, linfomas de células B grandes, linfomas
celulares ocultos e linfoma de Burkitt. Em contraste ao padréo mutuamente

exclusivo de Bmi-1 e EZH2 em foliculos reativos, as células neoplasicas dos B-
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NHLs de graus intermediarios e avangados mostraram forte co-expresséo de
Bmi-1 e EZH2. Este padréo foi coerente com a expresséo de Mib-1/K1-67, um
marcador de proliferacao celular. Células neoplasicas de B-NHLs de baixo grau
de malignidade tiveram a expressdo de Bmi-1 baixo/EZH2 positivo
(centroblastos neopldsicos) ou Bmi-1 baixo/EZH2 negativo (centrécitos
positivos). Estas observagdes mostram que B-NHLs de baixo grau,
intermediario e alto grau possuem associaggo com um aumento na co-
expressdo de Bmi-1 e EZH?2, cuja expressao normal é mutuamente exclusiva.
Esse padrdao de expressao € provavelmente causado por uma falha da baixa
expressao de Bmi-1 em células neoplasicas em divisdo, porque a expressao de
Bmi-1 é ausente na divisdo normal de células B. Estas observagbes estdo em
concordancia com os achados dos estudos de Bmi-17 em camundongos
transgénicos. A extensa co-expressado de Bmi-1 e EZHZ2, correlacionada com o
grau clinico e a presenca da expressao de Mib-1/Ki-67, sugerem que a
expressao irregular destes genes € um evento precoce na formagéo de B-NHL.
Esses dados demonstram o papel da expressdo anormal de genes PcG na
génese de linfomas humanos (Folkert J et al, 2001).

(Sellers & Loda, 2002), sugerem a intrigante possibilidade de que a
amplificacdo ou super-expressdao de PcG, como Bmi-1 e EZH2, possam ser
participantes na transformagao celular como repressores transcricionais. Esta
repressao pode atingir muitos genes que conferem vantagem no crescimento
celular e podem culminar com o surgimento de tumores e sua progresséo.
Portanto, & possivel extrapolar que a super-expressao de Iso-D possa levar a
uma diminuicdo da expressao de outros genes, incluindo da variante Iso-A. No
entanto, & importante enfatizar que Iso-D esta presente também nos tecidos
normais analisados, sugerindo a necessidade de outros fatores para a super-
expressdo desta isoforma nas linhagens tumorais. Como observado para
outras proteinas PcG, as diferentes variantes de EPC2 podem compor
diferentes complexos em paralelo nas células.

A descricdo das distintas isoformas de hEPC2 e a associagdo de um
destes transcritos com o cancer € um dado unico dentro da literatura dos PcG.
Desvendar o complexo de proteinas que se associam com hEPC2 sera um

importante passo no entendimento de sua fung&o, assim como do papel
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particular de cada uma das diferentes isoformas. O segundo bloco desta tese
investiga este aspecto, buscando decifrar os possiveis parceiros moleculares
de hEPC2.
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INTRODUGAO

As protéinas SMAD como sinalizadoras da via de TGF-3

Nas analises iniciais da sequéncia nucleotidica de hEPC2 utilizando a
ferramenta BlastN contra o banco Nr, duas sequéncias parciais descritas na
patente WO 9855512 (sequéncias 11 e 13), mostraram identidade com duas
regides distintas do gene hEPC2. Utilizando o banco de dados Derwent,
disponivel através do “site” da FAPESP, foi possivel acessar os dados de
descricdo desta patente. Os fragmentos patenteados foram obtidos através de
ensaios de duplo hibrido e s&o descritos como polipeptideos que interagem
com proteinas da familia SMAD, conhecidos como reguladores transcricionais
envolvidos no desenvolvimento, pois atuam na transdugdo de sinal de TGF-f
(fator de crescimento tumoral) (Moustakas ef al., 2001).

O programa genético de uma célula em um organismo multicelular deve
ser estritamente controlado em fungdo do organismo como um todo. Nos
ultimos 20 anos, a familia dos polipeptideos secretoérios "Transforming Growth
Factor-B" (TGF-B), emergiu como uma fonte sinalizadora exercendo esse tipo
de controle. Esta familia inclui varios tipos de TGF-B, as "bone morphogenetic
proteins" (BMPs), os "Nodals", as Activinas, o horménio anti-Miilleriano, e
muitos outros fatores estruturalmente relacionados em vertebrados, insetos e
nematédeos (Massague & Wotton, 2000).

Produzidos em diversos tipos celulares, estes fatores regulam a migragéo
celular, ades&o, multiplicagdo, diferenciagdo e morte durante toda a vida do
organismo, além de desempenhar um importante papel no desenvolvimento e
em numerosas doencas, tais como o cancer. Muitas destas respostas resultam

de alterages na expressdo de genes-chave.
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Os membros da familia dos TGF- possuem diferentes efeitos dependendo
do tipo ou estado da célula. Por exemplo, ha mesma ferida cicatrizante, TGF-3
pode estimular ou inibir a proliferacédo celular dependendo se o alvo é um
fibroblasto ou um queratinécito (Ashcroft ef al, 1999). Em células epiteliais
mamarias, TGF-B causa parada de crescimento ou comportamento metastatico
de acordo com o nivel da atividade de Ras oncogénico presente nas células
(Oft et al, 1996). BMP4 humano e seu ortdlogo, DPP, sinaliza para a
dorsalizagdo em moscas (Padgett et al, 1993), e formagdo dos 0ssos em
vertebrados. Os membros da familia dos TGF-8 sdo horménios multifuncionais,
e a natureza de seus efeitos depende do que se chama "contexto celular".

E plausivel que a transdugéo de sinal de TGF-p tenha que ser numerosa e
complexa para justificar sua diversidade de respostas. Ao contrario, o
desvendamento de um sistema simples que faz a mediagdo de diversas
respostas de TGF-B foi elucidado. O sistema envolve uma familia de receptores
de membrana da familia das proteinas quinases e uma familia de receptores
de substrato, as proteinas SMAD, que vao ao nucleo, onde agem como fatores
de transcricdo. O ligante TGF-p se liga e permite a montagem de um complexo
receptor que ativa as SMADs, e as SMADs montam complexos de multi sub-
unidades que regulam a transcricdo (Heldin et al., 1997; Massague, 1998)
(Figura 14).
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Figura 14 — Transducgao do sinal de TGF-p pelas proteinas SMADs (retirado do
site do grupo “TGF-B signaling” (www licr.uu.se/groups/), do Ludwig Institute for

Cancer Research, Uppsala/Suécia).

Portanto, dois passos sao suficientes para carrear o estimulo hormonal
aos genes. Como um sistema tao simples pode mediar uma variedade de
repostas celulares tao especificas? Um complexo SMAD se une no nucleo a
uma série de proteinas-parceiras, que sao especificas de um tipo celular
especifico, em cada conjunto de condigdes particulares. Estes parceiros
determinam a sequéncia de DNA que o complexo SMAD vai se ligar, os co-
ativadores ou co-repressores transcricionais que irdo recrutar os outros fatores
de transcricdo com os quais irdo cooperar, € ainda quanto tempo esta agao vai
durar (Moustakas et al., 2001). A mistura de parceiros das SMADs e os
reguladores presentes em uma determinada célula no momento da estimulagao
por TGF-B irdo decidir o resultado da resposta, e definir em termos
moleculares, o contexto celular. A identificagao destes parceiros é portanto

critica para o entendimento da atuagéao de TGF-p (Massague & Wotton, 2000).
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RESULTADOS

Interagao entre hEPC2 e as SMADs

Como os genes da familia dos Polycomb (PcG) sdo importantes
repressores da expressado génica e desempenham um pape! importante na
manutencdo da diferenciacéo celular (Francis & Kingston, 2001), & possivel
que hEPC2 possa agir na via de TGF- como um co-repressor ou co-ativador,
associado as SMADs. Portanto, nossa proposta de estudo foi examinar a
possivel interagdo entre hEPC2 (um dos ortélogos humanos de EPC) e as
SMADs, ja que essa investigagdo poderia ter impacto no entendimento da
regulacdo génica que define a diferenciagao, e sua conseguinte subversdo nas
células cancerosas.

Para investigar a possivel interagdo de hEPC2 com as proteinas SMAD, foi
montada uma colaboragdo com o grupo do Dr. Aristidis Moustakas, chefe do
grupo de sinalizagdo de TGF-B (TSL) do Ludwig Institute for Cancer Research,
Uppsala, Suécia, e o grupo da Dra. Mari Cleide Sogayar, do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Instituto de Quimica da USP (LBCM). A
proposta de estudo era confirmar inicialmente a interagdo hEPC2 e SMADs,
através de ensaios de co-imunoprecipitacdo e “pull-down”. Posteriormente,

seria definido o papel transcricional de hEPC2 na via de sinalizagdo de TGF-§3.
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co-Imunoprecipitagao (IP) de hEPC2

Inicialmente, a regido codificante de Iso-A foi clonada no vetor pCDNAS3
para expressao em mamifero (originais da Invitrogen, USA), que possui
fusionado um epitopo de uma parte da sequéncia do proto-oncogene myc
repetida 6 vezes (vetor modificado, gerado pelo grupo sueco) (Figura 15A e
15B). O cDNA de hEPC?2 foi clonado logo apds o epitopo no sentido 5—3,
pois a proteina traduzida na por¢do amino-terminal € hidrofilica, sendo
portanto, possivelmente mais exposta. Para a clonagem, foram desenhados
oligonucleotideos para a delegdo do cddon de iniciagdo, o qual foi substituido

pela sequéncia de fusao do vetor.
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Figura 15 — A: Mapa do vetor de expressao constitutiva pCDNA3 (Invitrogen),
que possui um epitopo de 6X myc. B: Amplificagdo do inserto de hEPC2
clonado em pcDNA3-6Xmyc, com diferentes combinagbes de
oligonucleotideos. 1 — Peso molecular 1 Kb Gene Ruler Mix (Fermentas, UK);
2, 6 e 10— Amplificagdo de pcDNA3-6Xmyc-hEPC2 com os oligonucleotideos
T7 + hEPC2R*; 3, 7 e 11— Amplificagdo de pcDNA3-6Xmyc-hEPC2 com os
oligonucleotideos hEPC2F*+SP6; 4, 8 e 12— Amplificacado de pcDNA3-6Xmyc-
hEPC2 com os oligonucleotideos T7+ SP6; 5, 9 e 13— Amplificagao de
pcDNA3-6Xmyc-hEPC2 com os oligonucleotideos hEPC2F+hEPC2R.

* - hEPC2F e hEPC2R, oligonucleotideos especificos para hEPC?2,

respectivamente “sense” e “antisense”
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O gene também foi clonado no vetor para expressado indutivel em
bactérias pGEX-4T1 (Figura 16A e 16B), que ao ser expresso produz uma
proteina de fusao glutationa S-transferase (GST)-hEPC2. Da mesma maneira,
a porcdo amino-terminal da proteina sera expressa fusionada a GST. Apds a
clonagem da isoforma canénica de hEPC2 nos vetores acima citados, foi feito
sequenciamento das construgbes para assegurar que a sequéncia se

encontrasse sem erros.
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2.5 Kb =—| — hEPC2 (2.6 Kb)

Figura 16 — A: Mapa do vetor de expressdo indutivel em bactéria pGEX
(Amersham). B: 1: Padrao de peso molecular 1Kb Gene Ruler Mix (Fermentas);
2 a4: Clones 1, 2 e 3 de 4T1-pGEX-hEPC2 digeridos com EcoRI e Xhol.

87



Para a investigagao da interacao entre hEPC2 e as SMADs, uma das
metodologias utilizadas foi a co-imunoprecipitagao. O vetor pPCDNA3 possui um
epitopo contendo seis repeticbes do proto-oncongene myc, gerando uma
proteina de fusao que pode ser detectada tanto por um anticorpo anti-myc,
quanto no caso por um anticorpo especifico para hEPC2.

Além desta constru¢do, a por¢ado codificante de hEPC2 também foi
clonada no vetor de expressdo em mamifero ndo comercial pCXN2 (Niwa et al.,
1991) (Figura 17 A e B).

5257, Pst]
5069, Pst 1
Xbal, 1622
4238,Puull (S EcoRI . 171
¥hol,i724
EcoRi, 173
Bglil, 1810
2265
Hindi11,2274
B " BamH] , 2459
RamHT 7706

Figura 17 — A: Mapa do vetor pCXN2. B: 1: Padrao de peso molecular 1 Kb
Gene Ruler (Fermentas); 2 a 6: clones de pCXN2-hEPC2 digeridos com Bglll e
Xbal; 7: pCXN2 vazio digerido com Sall.
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Dois peptideos distintos e parciais de hEPC2 foram gerados e utilizados
para imunizar coelhos e gerar anti-soros policlonais o-hEPC2 (Bethyl,
Montgomery) (EPC2|: NH2- RTNASSKHCENRLSL -COOH e EPC2Il: NH2-
SAASVALLNTSKNGI —COOH), ja que estes reagentes seriam de extrema

importancia nos estudos de interagéo entre hEPC2 e as proteinas SMAD.
Super-expressao de pCXN2-hEPC2 e 6X myc pCDNA3-hEPC2

Ja que o bom funcionamento de todos estes reagentes seria de extrema
importancia nos experimentos a serem executados no TSL (Laboratorio de
Sinalizagdo de TGF-B), o primeiro ensaio realizado foi a super-expressao
transitoria das constru¢ées pCXN2-hEPC2 e 6X myc pCDNA3-hEPC2 nas
células de rim de macaco Cos-7 e nas células de rim embrionario humano 293-
T. Estas células foram escolhidas por exibirem uma alta eficiéncia de
transfecgcao utilizando o protocolo de Caz(P04)2 (Sambrook, 2001). A
transfeccéo foi feita usando 0,5, 2,5 e 5 ug de DNA, visando testar a expressao
das construgdes de uma maneira dose-dependente. Os lisados protéicos foram
entao imunoprecipitados utilizando o anti-soro EPC2-Il, que também foi usado

no Western-blotting (Figura 18).
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Figura 18 - Super-expressdao das construgdes pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 e
pCXN2-hEPC2, co-transfectados transitoriamente em células 293-T. As

amostras foram imunoprecipitadas e reveladas com o antisoro EPC2-I|

A abordagem de fazer o ensaio de IP ao invés da analise direta por
Western-blot foi devida a uma maior sensibilidade que seria obtida na deteccao
de hEPC2. A expressao de ambos as construgdes foi detectada com sucesso,
denotando deste modo, que os dois plasmideos recombinantes poderiam ser
usados nos experimentos subsequentes, assim como o antisoro a-EPC2-1l. As
mesmas amostras utilizadas no IP foram avaliadas por Western-blot usando os
antisoros a-EPC2-1 e a-EPC2-Il. No entanto, apenas o antisoro a-EPC2-II foi
eficiente na detecgdo de hEPC2, especialmente com a construgdo 6X myc

pCDNA3-hEPC2.
Investigacao da interagcao de hEPC2 e SMADs por IP

Foi feito um ensaio de IP para testar a interagdo de hEPC2 com as
SMADS, utilizando inicialmente a construgdo 6Xmyc pCDNA3-EPC2 que se

mostrou mais fortemente expressa no experimento piloto. Foi investigado

também, se os fatores de crescimento TGF-31 e BMP-7, ambos pertencentes a
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super-familia de TGF-B, modulariam a interagédo putativa entre as proteinas
hEPC2 e SMADs. Como construgdes das SMADs 1, 2, 3, 4, 5,6, 7 e 8 ja se
encontravam disponiveis em vetores adenovirais, estas foram utilizados nos
experimentos.

As células 293-T foram escolhidas para este experimento por possuirem
alta eficiéncia de transfec¢&o. Adicionalmente, estas células possuem c
antigeno T maior de SV40 sendo constitutivamente expresso, que por sua vez
é responsavel pela amplificagdo das construgdes de SMAD adenovirais.

As células foram transfectadas com 6Xmyc pCDNA3-hEPC2 em um dia,
e no dia seguinte foram infectadas com as construgdes adenovirais de SMADs.
No terceiro dia, as células infectadas com as SMADs 2, 3, 4 e 7 foram tratadas
com TGF-B1 por duas horas antes das células serem lisadas. Da mesma
maneira as condi¢des infectadas com as SMADs 1, 5, 6 e 8 foram tratadas com
BMP-7. Controles tratados somente com o veiculo carreador das citocinas
foram feitos em duplicatas. As imunoprecipitagdes foram feitas com antisoros
anti-flag, que € o epitopo presente nas construgdes das SMADs e os Western-
blots foram analisados com o antisoro a-EPC2-II.

Os resuitados das co-imunoprecipitagées sugerem que as SMADs 2, 3,
4, 7 e 8 podem interagir com hEPC2. Quando SMAD2, SMAD3, SMAD4 e
hEPC2 foram co-expressas e as células tratadas com TGF-31, uma redugao na
co-imunoprecipitacdo foi observada. Esse resultado sugere que TGF-B1
modula negativamente a interagdo entre essas proteinas. Da mesma maneira
foi observada uma redugdo na interagdo de hEPC2 com SMADS8 apds o
tratamento com BMP-7 (Figuras 19 e 20). No entanto, quando os lisados
protéicos destes mesmos experimentos foram analisados por Western-blot
utilizando antisoros a-EPC2-Il e a-myc, observa-se uma maior expressdo de
hEPC2 nas condicbes onde hEPC2 é super-expresso e na auséncia de
tratamento com o fator de crescimento TGF-B81 (Figura 21 A e B). Isso n&o é

observado para SMADS8 (Figura 22 A).
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Figura 19 - Super-expressao das construgbes pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 ¢
SMADs 2, 3, 4 e 7 em células 293-T. As células foram transfectadas com a
construgdo pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 e infectadas 24 horas depois com os
adenovirus contendo as constru¢cdes das SMADs descritas acima das
canaletas. As células foram tratadas com TGF-31 por 2 horas apds 24 horas da
infeccao (+), ou apenas com o veiculo carreador de TGF-B1 (-). As amostras
foram imunoprecipitadas com o antisoro monoclonal a-flag (M2, Sigma)
(epitopo das construgcdes de SMAD) e o “blotting” foi feito com antisoro a-
EPC2Il. Na primeira canaleta o controle foi feito com lisado proteico n&o
transfectado, mas infectado com a constru¢ao contendo o gene Lac-Z e tratado
com TGF-B1. Na segunda canaleta o controle foi feito com células
transfectadas com o vetor pCDNA3 vazio, e infectado com a construgao de

SMAD3, tratadas com TGF-$1.
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Figura 20 - Super-expressdo das construgdes pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 e
SMADs 1, 5, 6 e 8 em células 293-T. As células foram transfectadas com a
construgdo pCDNAS3-6Xmyc-hEPC2 e infectadas 24 horas depois com o0s
adenovirus contendo as construgbes das SMADs descritas acima das
canaletas. As células foram tratadas com BMP-7 por 2 horas apds 24 horas da
infecgdo (+), ou apenas com o veiculo carreador de BMP-7 (-). As amostras
foram imunoprecipitadas com o antisoro monoclonal o-flag (M2, Sigma)
(epitopo das construgées de SMAD) e o “blotting” foi feito com antisoro a-
EPC2Il. Na primeira canaleta o controle foi feito com lisado protéico n&o
transfectado, mas infectado com a constru¢ao contendo o gene Lac-Z e tratado
com BMP-7. Na segunda canaleta o controle foi feito com células transfectadas

com o vetor pCDNAS vazio, e infectado com a construgdo de SMADA1, tratadas

com BMP-7.
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Figura 21 — Analise das proteinas totais provenientes das células 293-T
transfectadas com as construgbes pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 e infectadas com
os adenovirus com as constru¢des das SMADs 2, 3, 4 e 7. Abaixo da figura da
co-imunoprecipitagao esta a analise das proteinas totais: A: com antisoro a-
myc (epitopo de pCDNA3-6X myc-hEPC2); B: com antisoro a-EPC2-II; C: com
antisoro a-FLAG (epitopo das SMADs).
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Figura 22 — Analise das proteinas totais provenientes das células 293-T
transfectadas com as construgées pCDNA3-6Xmyc-hEPC2 e infectadas com
os adenovirus com as constru¢des das SMADs 1, 5, 6 e 8. Abaixo da figura da

co-imunoprecipitacao esta a analise das proteinas totais: A: com antisoro a-

FLAG (epitopo das SMADs).
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Portanto, apesar de ser marcante o aumento da expressdo de hEPC2 nas
condicbes tratadas com TGF-B1, a interacdo entre as SMADs e hEPC2 é
exacerbada nestas mesmas amostras. Esse resultado € ainda mais destacado
para as SMAD2 e 3. No entanto, ao analisar os lisados protéicos com o
antisoro anti-flag, foi possivel observar que a expressdo das construgdes
adenovirais de SMAD n&o se mostraram normalizadas (Figura 21 C). SMAD2
se mostrou fracamente expressa, assim como SMAD3 e SMAD 7. No entanto a
expressao de SMAD4 se mostrou fortissima.

Para a confirmagao dos resultados de interacdo de hEPC2 com algumas
das SMADs, o mesmo experimento de IP foi feito utilizando-se a construgao
pCXN2-hEPC2. Como os resultados relativos as SMADs da via de TGF-B1 se
mostraram mais interessantes, somente estas condi¢cdes foram repetidas. O
experimento foi feito da mesma maneira do anterior e novamente foi possivel
observar claramente a interagdo entre as SMADs 2, 3, 4 ¢ 7, sendo que as
condi¢gdes onde as SMADs 2 e 3 foram tratadas com TGF-B1, houve uma nitida
reducao da interacdo entre as proteinas. No entanto, a interagdo entre SMAD4
e hEPC2 nao se mostrou modulavel pela citocina como observado no
experimento anterior. Desta vez, a expressdo das SMADs foi normalizada,
descartando a hipdtese de artefato na modulagao de TGF-1 na interacdo das

proteinas (Figura 23).
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Figura 23 - Super-expressao das construgdes pCXN2-hEPC2 e SMADs 2, 3, 4
e 7 em células 293-T. A: As células foram transfectadas com a construgéo
pCXN2-hEPC2 e infectadas 24 horas depois com os adenovirus contendo as
construgbes das SMADs descritas acima das canaletas. As células foram
tratadas com TGF-B1 por 2 horas apds 24 horas da infec¢do (+), ou apenas
com o veiculo carreador de TGF-B1 (-). As amostras foram imunoprecipitadas
com o antisoro monoclonal a-flag (M2, Sigma) (epitopo das constru¢des de
SMAD) e o “blotting” foi feito com antisoro a-EPC2II. Na primeira canaleta o
controle foi feito com lisado protéico nao transfectado, mas infectado com a
construgdo contendo o gene Lac-Z e tratado com TGF-B1. Na segunda
canaleta o controle foi feito com células transfectadas com o vetor pCDNA3
vazio, e infectado com a construgdo de SMAD3, tratadas com TGF-31. B:
Andlise das proteinas totais correpondentes ao experimento de co-

imunoprecipitagdo com o antisoro a-FLAG.
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Investigagao da localizagao celular de hEPC2

Para confirmar a provavel localizagdo nuclear de hEPC2, e também para
observar se haveria alteragdo na localizagdo destas proteinas quando as
células fossem tratadas com TGF-B1, foi realizado um ensaio de
imunofluorescéncia indireta (IF). Inicialmente, este experimento foi feito usando
as células 293-T, com as quais o0s experimentos de IPs haviam sido feitos. No
entanto, a aderéncia destas células ao substrato ndo € muito forte, e durante as
lavagens do experimento de IF, a maioria das células se despregaram das
l&minas. Portanto, foram utilizadas células Cos-7, ja que estas células possuem
alta eficiéncia de transfecgcdo e aderem bem as laminas de vidro, sendo
portanto adequadas para este procedimento. As células plagueadas em
laminas colocadas em placas de 6 pogos foram co-transfectadas com as
construgdes de pCXN2-hEPC2 e pCDNA3-SMAD2 (disponivel no TSL). Como
verificamos que diversas SMADs interagem com hEPC2, foi feita a opgéo de
investigar apenas uma delas neste experimento. A escolha foi pela SMAD2, ja
qgue nos IPs, utilizando ambas as construgdes de hEPC2, foi observado um
efeito mais forte de modulagéo da interacdo de hEPC2 e SMAD2 por TGF-B1.
As amostras foram transfectadas no primeiro dia do experimento, e no dia
seguinte foram tratadas com TGF-B1 por duas horas antes da IF. Duplicatas
foram hibridizadas com antisoros primarios o-EPC2, a-flag (tag de SMAD2), e
combinando ambos o0s anticorpos. Foram feitos também, controles com o vetor
pCDNAS vazio incubado com a-EPC2 e testada a detec¢ao da proteina hEPC2
endogena. Anticorpos secundarios anti-camundongo conjugado com TRITC e
anti-coelho conjugado com FITC foram incubados, respectivamente, com as
condigbes a-flag e a-EPC2. Os resultados confirmaram a localizagdo de
hEPC2 no nicleo das células, mas so foi possivel detectar a proteina nas
condi¢cbes de super-expressao. Nao houve diferenga na localizagdo da proteina
hEPC2 do citoplasma para o nucleo quando moduladas por TGF-B1 (Figura
24). Da mesma maneira, n&o foi possivel observar a translocacdo de SMAD2
do citoplasma para o nucleo quando as células foram tratadas com TGF-p1

(Figura 25).
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Figura 24 — Ensaio de imunofluorescéncia indireta mostrando a presenca da
proteina super-expressa pCXN2-hEPC2 no nucleo de células Cos-7, tratadas
(+) e nao tratadas (-) com TGF-B1. A proteina hEPC2 endogena nao foi
detectada. Como controle da especificidade de detec¢ao da proteina hEPC2,
foi feita transfeccdo do vetor pCXN2 vazio. Visualizado no microscopio

Olympus Vanox-T.
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Proteina endogena

Figura 25 — Ensaio de imunofluorescéncia indireta mostrando a presenga da
proteina super-expressa pCDNA3-SMAD2 no nucleo e citoplasma de células
Cos-7, tratadas (+) e nao tratadas (-) com TGF-B1. A proteina SMAD2
endodgena nao foi detectada. Como controle da especificidade de detecgao da
proteina SMAD2, foi feita a transfecgdo do vetor pCDNA3 vazio. Visualizado

no microscépio Olympus Vanox-T.
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Investigagdo se hEPC2 afeta a transcrigdo dependente de SMAD

E possivel que hEPC2 néo se ligue diretamente ao DNA, necessitando
se associar como parceiro de um fator de transcricdo. Esta foi uma das
hipéteses para a atuagéo de hEPC2, como um co-fator que se associasse com
uma das SMADs e aumentasse a transcrigdo ao nivel do elemento responsivo
especifico de ligacdo a SMAD (SBE), quando estas proteinas se encontrassem
complexadas. Para investigar esta hipotese foi feito um ensaio de gene
reporter, utilizando uma construgdo de um reporter contendo 12 repeti¢cdes da
sequéncia CAGA (sequéncia especifica de ligagdo das SMADs 2, 3 e 4)
fusionado com o gene da luciferase.

As triplicatas das células transfectadas com 0,1 ug de pCXN2-hEPC2 e
tratadas com TGF-B1, mostraram uma ativagédo do promotor CAGA-12 maior
do que o controle do vetor vazio tratado com TGF-$1. No entanto, esse
resultado n&o foi reprodutivel nas condi¢des transfectadas com 0,2 e 0,3 pug de

DNA, cujo valor de ativacédo foi igual ac do controle (Figura 26).
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Efeito da expressdo de hEPC2 no promotor CAGA-12
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Figura 26 — Ensaio de gene reporter onde a construgdo pCXN2-hEPC2 foi co-
transfectada nas células HEPG2 com a construgdo CAGA-12. As amostras
foram transfectadas com quantidades crescentes de pCXN2-hEPC2 (0,1; 0,2 e

0,3 ug de DNA) e foram tratadas ou ndo com TGF-31.
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Super expressao das construcoes pGEX- hEPC2

A porgao codificante de hEPC2 foi clonada no vetor de expressao
indutivel em bactérias pGEX-4T1, que produz a proteina-alvo fusionada com
GST (glutationa S-transferase). O constructo foi feito para ser usado em ensaio
de “pull-down”, também visando testar a interagéo in vitro de hEPC2/SMADs. A
técnica consiste em utilizar a proteina de interesse como "isca" para identificar
a proteina putativa associada ("presa"). A isca, previamente produzida e
purificada em um sistema de expressao (neste caso bacteriano) &€ imobilizada,
servindi como um suporte de afinidade secundario que permite a interacdo com
a "presa". As proteinas "presa" podem ser obtidas de varias fontes incluindo
proteinas purificadas, lisados celulares, ou proteinas produzidas por
transcricdo/traducdo in vitro.

Um dos clones testados de pGEX-hEPC2 mostrou-se induzido por IPTG.
No entanto, varias outras tentativas falharam em mostrar a proteina de fusédo
super-expressa quando comparada com a constru¢do ndo induzida. Varios
clones foram testados e outra linhagem de bactéria foi testada (BL21-DE3), no
entanto sem sucesso. Um experimento de Western-blot usando antisoro a-
EPC2 mostrou uma banda de aproximadamente 84 KDa presente no vetor
vazio, assim como em 3 clones pGEX-hEPC2 nas condi¢bes induzida e n&o-
induzida (Figura 27). Provavelmente essa banda ¢ inespecifica pois o tamanho
€ menor do que o esperado (que é 117 KDa) e ela também esta presente nos
controles. No entanto, esta mesma banda se mostrou mais forte nas condi¢coes
induzidas, sugerindo uma possivel modulagao por IPTG. Ao fazer “blotting”,
agora com antisoro o-GST, uma banda de aproximadamente 70KDa apareceu
apenas nas amostras n&o-induzidas. Os controles de BL21-DE3 néo-
transformada e transformada com o vetor vazio nas condi¢bes induzidas e nao
induzidas, ficaram limpos (Figura 28). No entanto, € inexplicavel o porque da
banda se mostrar presente apenas nos clones nao-induzidos € com um
tamanho menor do que o esperado. Provavelmente, se trata de mais uma

banda inespecifica.
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Figura 27 — “Blotting” da construgdo pGEX-hEPC2 utilizando o antisoro a-
EPC2-1l. As culturas de bactéria BL21-DE3 transformadas com o vetor pGEX
vazio e trés clones de 4T1 pGEX-hEPC2, foram induzidas e n&o-induzidas por
IPTGa 1 mM. |
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Figura 28 — “Blotting” da construgao pGEX-hEPC2 utilizando o antisoro a-GST
(Amersham). As culturas de bactéria BL21-DE3 nédo transformadas,

transformada com o vetor pGEX vazio e trés clones de 4T1 pGEX-hEPC2,

foram induzidas ou nao, por IPTG a 1 mM.
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No intuito de solucionar o problema, foram testadas indugdes dos clones
com diferentes concentragbes de IPTG (0,4, 0,6 e 1M) e por diferentes
periodos de tempo (3 e 6 horas). Como a proteina poderia estar formando
corpos de inclusdo, e por isso ndo estar sendo detectada nos géis, as culturas
foram induzidas, e posteriormente o “pellet” foi sonicado. No entanto, mais uma
vez, a proteina ndo se mostrou presente (Figura 29). Todos os clones foram re-
sequenciados, além de os DNAs correspondentes terem sido digeridos para
confirmagao de que estes ndo haviam sofrido recombinacédo. Os clones que
estavam sendo crescidos a temperatura de 37°C em todos os experimentos
anteriores, foram também crescidos a 16 °C e a 25 °C por 6 horas. Essa
abordagem visava evitar a formagao de corpos de inclus&o, mas novamente a

proteina ndo se mostrou expressa.
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Figura 29 — Géis de SDS-poliacrilamida a 8% corados com Commassie

Brilliant Blue, mostrando os clones 1, 2 e 3 de 4T1 pGEX-hEPC2 em diferentes
condi¢des de indugao por IPTG. A concentragado do IPTG foi testada neste
experimento (1mM e 0,4 mM), assim como o tempo de indugéo de expressio

(3 e 6 horas).
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Os DNAs destes clones foram levados para o TSL e re-transformados
nas cepas bacterianas DH10B e BL21-DE3. Novamente, foram testados
experimentos de indugdo sem sucesso. Existem outros casos documentados
em grupos de discussdo da area que tiveram insucesso na expressdo de
proteinas de fusdo nos vetores pGEX.

Diante destes resultados optamos por clonar o cDNA de hEPC2 no vetor

indutivel de expressao em bactérias pET32A (Novagen) (Figura 30).
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Figura 30 — A: Mapa do vetor pET32A (Novagen). B: 1: Padrdo de peso
molecular; 2 a 10: Clones de pET32A-hEPC2 digeridos com EcoRIl e Xhol, a

banda mais baixa (aproximadamente 2,7 Kb) corresponde a hEPC2.
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Super expressao e purificagao da proteina recombinante pETA- hEPC2

O cDNA de hEPC2 foi entdo clonado no pET32A ainda no TSL,
sequenciado no LBCM e transformado em BL32-DE3. Nove clones de pET32-
hEPC2 em E.coli BI21-DE3 foram isolados, crescidos em cultura liquida até a
densidade odtica de 0,6 e entdo induzidos com 1mM IPTG por 6 horas. As
culturas foram separadas em "pellet" e sobrenadante e estas amostras foram
solubilizadas e desnaturadas em tampdo Laemli e visualizadas em géis
desnaturantes de SDS-poliacrilamida corados com Coomassie Brilliant Blue.
Neste primeiro experimento, ainda n&o foi possivel observar a indugao da
proteina de fusdo pET32-hEPC2, provavelmente porque muita proteina foi
aplicada ao gel, especialmente nas amostras de "pellet". No experimento
seguinte, a inducgéo foi feita da mesma maneira, no entanto com as amostras
de “pellet” mais diluidas. Desta maneira, foi possivel visualizar a indugédo da
expressao de pET32-hEPC2 em todos os 8 clones testados, sendo que os
controles do vetor vazio e do lisado da bactéria BI21-DE3 nao apresentaram a
banda observada nas amostras dos clones induzidos por IPTG (Figura 31). A
banda presente nestas amostras possui um tamanho compativel com o peso

molecular esperado de 117 KDa.

Figura 31 — Gel 8% de SDS-Poliacrilamida corado por Coomassie Brilliant

Blue, mostrando a indugédo da expressao dos clones de pET32-hEPC2 com
1mM IPTG durante 6 horas. A proteina recombinante se encontra indicada
pelas setas.

Legenda: C — clone; N — ndo induzido; | — induzido.
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Para confirmar que a banda presente nas amostras induzidas dos clones
realmente se referia a expressédo da construgdo pET32-hEPC2, foi feito um
ensaio de Western-blot usando o antisoro a-EPCII. Este experimento permitiu

confirmar que a banda observada nos géis corados com Comassie Blue

Brilliant se referia a proteina EPC2 (Figura 32).

-113. —
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Figura 32 — Ensaio de “Western-blot” mostrando a detecgédo da proteina de
fusdo pET32-hEPC2 (indicada pela seta) pelo antisoro a-EPCII.
Legenda: C — clone; N — nao induzido; | — induzido.

O préximo passo foi partir para a purificagdo da protéina pET32-hEPC2 em
condi¢des nativas em colunas de cromatografia de afinidade de NiSO4. Durante
o processo de purificagdo da proteina, foi possivel observar que a proteina
estava se ligando fracamente a resina impregnada com NiSO4, ja que durante
as lavagens a proteina ja estava sendo eluida da coluna. Algumas variaveis
foram testadas no intutito de melhorar a ligagédo da proteina na coluna, no
entanto nenhuma delas funcionou. Portanto, a proxima opg¢ao foi tentar a
purificagdo da proteina em condi¢gdes desnaturantes, j& que a proteina
recombinante nao depende da estrutura terciaria para sua interagao com o
NiSO4. Além disso, através desta medida o epitopo de histidina poderia se

tornar mais exposto permitindo uma ligagao mais eficiente.
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A purificagdo da proteina pET32-hEPC2 em condigbes desnaturantes
funcionou e esta se mostrou presente no eluato, co-purificada com algumas
proteinas menores contaminantes de menor intensidade (Figura 33). E possivel
que estas proteinas menores sejam produto de degradacgao da prépria pET32-
hEPC2, no entanto a intensidade destas contaminantes nao deve interferir no

ensaio de "pull-down".

| 113 KDa

j 80 KDa

| 63 KDa

Figura 33 — Purificagdo da proteina recombinante pET32-hEPC2 (indicada

pela seta), sob condigdes desnaturantes.
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DISCUSSAO

Interagdo de hEPC2 com as proteinas SMADs e modulagdao do complexo

por TGF-$

O gene EPc de Drosophila € conhecido por ser um supressor de
variegagado por efeito de posicionamento, um mecanismo que reprime a
expressdo génica através da extensdo da eucromatina dentro de regifes
gendmicas de heterocromatina (Stankunas et al., 1998). Portanto, EPc pode
regular a compactagdo da cromatina, levando assim, a modulagdo da
expressdo génica. Como o0s genes da familia dos Polycomb (PcG) séo
importantes repressores da expressdo génica e desempenham um papel
importante na manutencao da diferenciagéo celular (Francis & Kingston, 2001),
e possivel que hEPC2 possa agir na via de TGF-f como um co-repressor
associado as SMADs. No entanto, hEPC1 e hEPC?2 sao também classificados
dentro do grupo dos ETP, o que acrescenta a possibilidade de hEPC2 poder
também agir como um ativador transcricional (Brock & van Lohuizen, 2001). Ao
contrario de hEPC1, hEPC2 possui um dominio de "PHD zinc finger", o que
reforca que a proteina se ligue diretamente ao DNA, agindo como um fator de
transcricdo e podendo, desta maneira, atuar como um parceiro das SMADs.
Outro dado que pode indicar a interagao das SMADs com proteinas PcG é a
recente publicagdo do grupo do Dr. Moustakas, mostrando que a proteina da
familia dos PcG YY1 interage com as SMADs 1, 2, 3 e 4 e inibe a atividade
transcricional das SMADs de uma maneira gene-especifica (Kurisaki et al.,
2003).

As SMADs sao classificadas em 3 categorias: - As SMADs receptoras
(R-SMADs): 1, 2, 3, 5 e 8, - A SMAD mediadora comum (Co-SMAD): 4; e as
SMADs inibitérias (I-SMADs): 6 e 7. Ambas as SMADs receptoras e SMAD4
s8o capazes de ativar a transcricdo, e esta funcao reside primariamente dentro
do dominio MH2. Foi mostrado que a ativagdo transcricional pelas R-SMADs
pode ocorrer, pelo menos em parte, por sua habilidade em recrutar os co-

ativadores gerais p300 e CBP. p300 e CBP s&o proteinas grandes com
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diferentes regides para a interacdo com diferentes fatores de transcricéo. p300
e CBP possuem atividade de histona acetil-transferase (HAT),sugerindo que
seu recrutamento pelo complexo SMAD possa aumentar a transcri¢do de
genes-alvo pela alteragao da estrutura do nucleossomo e desta forma, pelo
remodelamento da cromatina (Moustakas et al, 2001). A interagao é
diretamente mediada pelo dominio MH2 das R-SMADs (Shi, 2001). Como no
caso da interagao entre p300 e SMAD4, que foi mapeada na por¢éo N-terminal
do dominio MH2 (de Caestecker et al., 2000).

Tém sido proposto que as proteinas SMAD ativam a transcricdo através
do alivio da acdo de repressores transcricionais. Membros da familia Hox de
proteinas que possuem o homeodominio, reprimem a transcricdo quando
ligadas aos seus sitios de DNA cognatos. Evidéncias recentes sugerem que
um complexo de SMAD ativado por BMP é capaz de aliviar a repressao da
osteopontina pela interacdo direta com Hoxc-8 (Shi et al, 1999).
Interessantemente, esta de-repress&o parece ocorrer pela proteina de ligagéo
SMAD1 e pelo desligamento de Hoxc-8 do DNA. Outro repressor, SIP1 (“SMAD
interacting protein 17), foi identificado por sua habilidade de interagir com o
dominio MH2 de SMAD1 (Verschueren et al., 1999). SIP1 se liga ao DNA
através de dois conjuntos separados de "zinc fingers", possuindo um
homeodominio e uma regiao de interacao com SMAD (Remacle et al., 1999). A
ligacdo de SMAD pode bloquear a habilidade de SIP1 de reprimir a transcri¢ao
ou remover SIP1 do DNA, aliviando assim a repressdo. A proteina "zinc-finger"
repressora transcricional Evi1, que também existe como uma vers&o truncada
gerada pelo rearranjo cromossomal de MDS1/Evi1 em leucemia, foi descrita
por antagonizar a sinalizagao de SMAD pela ligacdo a SMAD3 e interferir com
sua ligagdo no DNA (Kurokawa et al., 1998). A proteina Brinker de Drosophila é
provavelmente um repressor transcricional, e sua ag¢do €& prevenida pela
sinalizagdo de SMAD (Campbell & Tomlinson, 1999; Jazwinska et al., 1999);
(Minami et al., 1999). Ainda nao é claro se isto € via interagbes diretas com as
SMADs, ou através da sinalizagéo destas proteinas.

Um complexo de SMAD ligado ao DNA tem a opgéo de recrutar n&o so
co-ativadores, mas também co-repressores. A proteina contendo

homeodominio TIGF reprime a transcri¢ao dependente de SMAD em parte pelo
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recrutameﬁto de histonas de-acetilases (HDACs) (Wotton et al., 1999a). TGIF
interage com SMAD2/3 de uma maneira indutivel por TGF-8, resultando no
recrutamento de TGIF por elementos responsivos a SMAD no DNA. O
recrutamento de TGIF e HDACs associadas resulta na repressado da
transcricdo mediada por SMADs. Isso pode afetar genes que s&o normalmente
ativados pela sinalizacdo de TGF-$. Para tais genes, o nivel de expresséo de
TGIF parece ajustar o0 maximo de resposta transcricional para TGF-3, em parte
competindo com p300 pela ligagédo com o complexo SMAD. O homeodominio
de TGIF por si s6 se liga ao elemento responsivo RXR (Bertolino et al., 1995),
podendo reprimir a transcricdo deste elemento independentemente das SMADs
(Wotton et al., 1999b). Nao esta claro se a fungao de ligacdo ao DNA de TGIF,
estd envolvida no contexto do complexo transcricional de SMAD.

Outros co-repressores da via de TGF-$3 séo as proteinas c-Ski € SnoN.
Ski foi originalmente descoberta como um produto do oncogene (v-Ski), que
causa transformacdo em fibroblastos de embrides de frango e hipotrofia
muscular em camundongo. Seu parceiro celular ¢c-Ski e a proteina relacionada
Sno-N, foram descobertos mais tarde por serem co-repressores que recrutam
HDAC via a proteina adaptadora N-CoR (Luo et a/, 1999). C-Ski e Sno-N
foram identificados por interagirem com as SMADs 3 e 4, tendo sido descrito
que ambos agem como co-repressores das SMADs 2/3 (Akiyoshi et al., 1999;
Luo et al., 1999; Sun et al., 1999a). Em contraste com a interagcdo das SMADs
com TGIF, que é induzido pela estimulacdo de TGF-8 , a interagcdo das SMADs
com Ski e SnoN é observada sob condi¢gdes basais e desaparece durante as
primeiras horas de estimulacdo com TGF-B (Stroschein et al., 1999); (Sun et
al., 1999b). Este efeito parece ser tipo celular-dependente, podendo ser
mediado pela indug¢do de TGF-B e sua degradacdo mediada por proteassoma.

A regulacdo da transcricao por TGF-3 depende portanto, da habilidade
das SMADs em recrutar proteinas com diferentes atividades remodeladoras de
cromatina. TGIF pode atuar como um regulador negativo de complexos SMADs
ativados por agonistas, enquanto que Ski € SnoN podem servir para proteger
contra transativagdo independente de agonistas pelo nivel basal das SMADs.

Uma onda de expressdo de Sno-N algumas horas apés a adicéo de TGF-
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pode contribuir para a finalizagdo da resposta de TGF-B (Stroschein et al.,
1999).

Apesar da lista de fatores de transcrigao que interagem com as SMADs
ser grande, é interessante observar que até agora nenhuma outra proteina foi
descrita por possuir a particularidade de interagir com SMADs de diferentes
categorias (Moustakas et al., 2001). No entanto hEPC2 parece interagir com as
R-SMADs (2, 3 e 8), Co-SMAD (4) e I-SMAD (7). Talvez, este seja mais um
dado que indica o papel singular de hEPC2 na sinalizagdo de TGF-f1. Outro
dado intrigante observado na interacdo entre hEPC2 e as SMADs, é a
modulacdo desta interacdo por TGF-B, especialmente entre hEPC2 e as
SMADs 2 e 3. Na presencga da citocina, a interagdo entre hEPC2 e as SMADs
2, 3, 4, 7 e 8 se mostra mais fraca, quando foi utilizado a construgcdo pCDNA3-
6Xmyc-hEPC2. Este mesmo resultado € observado utilizando a construgao
pCXN2-hEPC2 para a interagéo entre hEPC2 e as SMADs 2 e 3. Ainda nao se
sabe qual o significado desta modulagdo negativa da interagéo entre hEPC2 e
as SMADs, no entanto, sera importante observar se esta modulagcdo da
interacdo também é observada em outros tipos celulares. Isso porque é
bastante provavel que, sendo a regulagédo de transcricdo por TGF-f um
processo dinamico, estas interagdes dependam do contexto celular. Outro
ponto que devera ser investigado € o mapeamento dos dominios de interagéo
entre hEPC2 e as SMADs, uma vez que estes resultados possam ajudar a
desvendar qual é a atuagdo destas proteinas. A investigacdo da interag&o das
outras isoformas de hEPC2, como Iso-B e Iso-C, que possuem apenas o
dominio EPcA (que esta relacionado com ativagéo de transcricdo em hEPC1),
também sera um estudo interessante. Sera que as proteinas codificadas por

estas isoformas também interagem com as SMADs?
Transcrigao dependente de SMADs
Pela associagdo com parceiros de ligacdo ao DNA, formando complexos

de composigcbes especificas, as SMADs podem adquirir alta afinidade e

interagdes seletivas com o DNA. Os dominios de ligagdo ao DNA das SMADs e
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de seus parceiros no mesmo complexo, serdo capazes de agir
sinergisticamente se suas sequéncias cognatas estiverem presentes na
distancia correta de cada um em um promotor alvo (Massague & Wotton,
2000).

A fusdo do dominio MH2 das SMADs a um dominio de ligagdo ao DNA
heterdlogo, como por exemplo Gal4p, demonstrou que, uma vez recrutado ao
DNA, o complexo de SMAD ¢ capaz de ativar a transcri¢do (Liu et al., 1996).
Ambos R-SMADs e Co-SMADS podem se ligar ao DNA via o dominio MH1
(Kim et al., 1997; Shi et al., 1998). A ligagdo oOtima é obtida através da
sequéncia CAGAC (Shi et al., 1998; Zawel et al., 1998). Alguns "SMAD binding
elements (SBE)" estdo frequentemente presentes nas regides responsivas de
genes-alvo de TGF-B, Activina ou BMP. A estrutura tri-dimensional do dominio
MH1 de SMADS ligado ao seu DNA cognato, mostra que o dominio monémero
MH1 se liga precisamente a metade desta sequéncia (Shi et al., 1998). De
modo a sugerir que, em varios casos, € necessaria a associagdo de outra
proteina com as SMADs, para que o0 complexo seja capaz de ativar ou reprimir
especificamente a expressao do gene-alvo.

Calcula-se que a sequéncia CAGAC, que é o elemento responsivo a
SMAD, esteja presente no genoma, na média, uma vez a cada 1024 bp, ou por
volta de uma vez na regido regulatéria de qualquer gene de tamanho medio. Se
a ligacdo ao SBE for suficiente para a ativagao transcricional dependente de
SMAD, uma proteina SMAD podera levar a ativagdo nao-seletiva de um
numero massivo de genes. No entanto, este ndo é o caso (Massague &
Wotton, 2000). A ativacdo de genes-alvo somente via ligacdo em um SBE né&o
& possivel por duas razbes. Primeiramente, a afinidade de um dominio MH1 de
uma SMAD com um SBE é da ordem de 107M (Shi et al., 1998), o que é muito
fraco para uma ligagao efetiva in vivo sem o envolvimento de contatos
adicionais com o DNA. Sabe-se que s&o necessarios muitos SBEs, formados
por concatameros artificiais, para conseguir a ativagdo de uma SMAD em um
gene repdrter (Zawel et al., 1998). Em segundo lugar, a ligagdo de SMAD em
um SBE perde a seletividade, ja que SMADs 1, 3 e 4 tem uma afinidade similar
ao SBE. Isto ndo € surpreendente porque a sequéncia "B-hairpin” é idéntica em

todos os R-SMADs e altamente conservada em SMAD4. Portanto, contatos
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adicionais parecem ser necessarios para a especificidade, e alta afinidade de
ligacdo do complexo SMAD a um gene-alvo. Uma regido regulatéria de jun-B
contendo multiplas copias de SBE foi mostrada, quando testados como
dimeros, por se ligar a SMADs e permitir a ativacao de um gene repbrter
quando co-transfectado com SMADs. No entanto, a habilidade de TGF-# em
ativar o promotor natural de junB através deste elemento permanece por ser
confirmado, assim como o envolvimento de outras proteinas como co-fatores
de SMADs endégenos nesta resposta ainda nao foi descoberto (Massague &
Wotton, 2000).

A interacdo das SMADs com fatores de ligagdo ao DNA, resultando em
uma forte ligagdo do complexo ao DNA, foi primeiramente descrita pela
proteina de Xenopus FAST-1 (Chen et al., 1996). FAST-1 & conhecido por
mediar a ativacdo de um painel de genes homeobox no desenvolvimento do
mesoderma (Watanabe & Whitman, 1999). Na transducao de sinal de BMP, a
proteina OAZ foi identificada como um co-fator de ligacdo ao DNA, que se
associa com um complexo SMAD1-SMAD4 ativado e permite o
reconhecimento e ativagdo do gene homeobox Xent-2 (Hata ef a/., 2000).

Pouco se conhece a respeito do mecanismo de atuagado dos complexos
multiméricos das proteinas PcG na manutencdo da repressdo da expressao
dos genes-alvo. No entanto, sabe-se que em Drosophila estas proteinas se
ligam a elementos regulatérios especificos chamados Elementos Responsivos
a Polycomb (PRE). Cerca de 100 genes, incluindo os homeoticos, sdo
potencialmente regulados pelos PcG e Trx, mas apenas 10 PRE foram
caracterizados ate agora (Ringrose et al., 2003).

Ja que para as SMADs ativarem a expressdo génica especifica em
determinado contexto celular elas geralmente se associam a outras proteinas,
nossa hipétese de estudo foi investigar se a associacdo de hEPC2 com as
SMADs, afetaria sua transcricdo de uma maneira dose-dependente. Para
iniciar estes experimentos optamos por testar a interagcdo entre hEPC2 e
SMAD2, pois dentre as SMADs esta foi a que mostrou os efeitos mais
dramaticos de interagdo com hEPC2, e de modulacao por TGF-p.

O experimento ndo se mostrou conclusivo, ja@ que as condigbes

utilizando diferentes concentragcbes de DNA da construcdo pCXN2-hEPC2, n&do
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tiveram o mesmo resultado de ativagdo do promotor. Apenas a condigao onde
as células foram transfectadas com 0,1 pg de pcXN2-hEPC2 (testadas em
triplicata) e tratadas com TGF- mostrou uma ativagdo da construg¢do do
promotor repérter. Este experimento sera re-feito, além disso é possivel que
sua repeticdo em outra linhagem celular, ou utilizando outra construgdo de
promotor, resulte em resultados mais conclusivos. Qutro ponto que também

deve ser testado é a associacdo de hEPC2 com as outras SMADs.

Localizagao nuclear de hEPC2

As proteinas da familia dos PcG geralmente se localizam no nucleo das
células, mais especificamente no compartimento da pericromatina situado na
superficie de dominios condensados de cromatina (Cmarko et al., 2003). Foi
mostrado anteriormente, que estes compartimentos sao sitios nucleares onde a
maioria dos pré-mRNAs sdo sintetizados. Este dado indica que genes ativos e
silenciados estdo proximamente associados no espago, sugerindo que o
silenciamento causado pelos PcG € um evento local, ao invés de afetar
grandes dominios de cromatina.

O ensaio de imunofluorescéncia indireta permitiu confirmar a localizagéo
de hEPC2 no nucleo das células, como foi predito pelos sinais de localizagdo
nuclear obtidos pela analise da sequéncia da proteina hEPC2 pelo programa
PSORTII (ver parte |, Analise dos dominios protéicos de hEPC2 ).

No entanto, ndo foi possivel observar a co-localizacdo das proteinas
hEPC2 e SMAD2, mesmo quando estas foram tratadas com TGF-31. Porém,
mesmo SMAD2, que é sabidamente translocada do citoplasma para o nucleo
quando ativada por TGF-1, nao sofreu tal efeito neste experimento. Talvez a
justificativa para este resultado seja um excesso da proteina SMAD2 super-
expressa, que ndo foi passivel de ser modulada por TGF-B1. Esta também
pode ser a explicagdo da nao observacdo da co-localizagao de hEPC2 e
SMAD2. Este experimento deverd ser repetido com uma variagdo na
quantidade das constru¢bes de hEPC2 e de SMAD2 que serao super-

expressas, para a obtencado de resultados mais conclusivos.
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CONCLUSOES

A sequéncia codificante de hEPC1 apresenta 3.739 nt distribuidos em
14 exons, espalhados em 139 Kb do focus 10p11.22, com uma janela

aberta de leitura de 2.292 nt, que codificam para 763 aminoacidos.

hEPC?2 apresenta 3.649 nt com uma janela aberta de leitura de 2.421 nt
que codificam para 807 aminoacidos. O gene também possui 14 exons,
espalhados em 207 Kb do Jocus 2g23.1.

hEPC2 €& uma proteina de localizacdo nuclear de acordo com ©
programa PSORT Il, que prediz 7 sinais de localizagdo nuclear. Este

dado foi confirmado pelo ensaio de imunofluorescéncia indireta.

Os resultados das analises de hEPC2 pelo programa “Conserved
Domain Database” indicam a presencga de um dominio de “PHD zinc
finger” nos aminoacidos 51 a 104, que pode indicar que hEPC2 possa

agir como um fator de transcrigio.

Sequéncias similares a hEPC1 e hEPC2 sdo encontradas nos genomas
de varios eucariotos, sugerindo uma funcdo importante destes genes

que foi mantida durante a evolugao.

As sequéncias dos paralogos hEPC1 e hEPC2 apresentam uma
identidade de 53% ao nivel de proteina. No entanto, a similaridade a
nivel de nucleotideos destes genes s6 € significante nos dominios EPcA
(74% de identidade) e EPcB (80% de identidade), sugerindo uma

divergéncia antiga entre os dois genes.
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Uma comparacdo entre os EFPcs humano e de camundongo, mostrou
que a conservagdo € mais alta entre os ortdlogos do que entre os
paralogos, reforcando que o evento de duplicacdo génica pode ter

precedido divergéncia funcional entre hEPC1 e hEPC2.

Os resultados de analise da expressdao génica de hEPC1 e hEPC2
mostrou que ambos 0s genes sao ubiqua e fracamente expressos na
maioria dos tecidos analisados, dentre estes tecidos fetais, adultos e

tumorais.

hEPC2 possui, além do transcrito candnico (Iso-A), 3 transcritos
alternativos. Iso-B e Iso-C foram descobertos através de analises
através do programa Acembly. Iso-B possui 1,686 nt distribuidos em

trés exons e Iso-C tem 1,435 nt distribuidos em dois exons.

A existéncia destas isoformas foi confirmada através de RT-PCR semi-
quantitativa em um painel de cDNAs, onde Iso-B e Iso-C foram co-

amplificadas.

Iso-B e Iso-C foram amplificadas em quase todas as amostras testadas,
exceto em amostras de rim e glandula salivar. As amplificagoes
mostraram que ambas as isoformas possuem uma oscilagcdo de

expressao entre os tecidos testados.

Cinco sequéncias, dentre elas 1 mRNA e 4 ESTs, quando comparadas
com a sequéncia candnica de hEPC2 mostraram uma 3’'UTR mais curta,
sugerindo a existéncia de uma nova isoforma de hEPC2. O tamanho
destas sequéncias € compativel como o tamanho da banda observada

no Northern-blot de analise de Iso-B e Iso-C.
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Através de analises utilizando a ferramenta SAGE Genie, foi possivel
identificar duas SAGE “tags” nestas sequéncias, uma delas
correspondentes a Iso-A, na posi¢cdo 3,059 do transcrito, com uma
frequéncia de 12 “tags” por 200,000. A outra SAGE “tag” no nucleotideo
2,804 de Iso-A , com 16 “tags” por 200,000.

As analises de Northern-blot revelaram a presenca de um transcrito de
3.6 Kb e uma banda de aproximadamente 2.8 Kb, compativel com o

tamanho de Iso-A e com o transcrito menor de hEPC2, chamado Iso-D.

Iso-D se mostrou expresso em todos os tecidos normais e tumorais
avaliados por Northern-blot. No entanto, Iso-D se mostrou mais
abundante nas linhagens celulares tumorais, principalmente em linfoma

de Burkkit e leucemia promielocitica HL-60.

Analises de Blast contra o banco nr (ndo redundante) mostraram duas
ESTs similares a hEPC2, que foram descritas por serem sequéncias
parciais de peptideos que interagem com as proteinas SMAD. Estas

proteinas saoc transdutoras de sinal de TGF-f.

Ensaios de co-imunoprecipitacéo entre hEPC2 e as SMADs 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 8 confirmaram a interac&o entre hEPC2 e as SMADs 2, 3, 4, 7 e 8.

As células co-expressando SMAD2, SMAD3, SMAD4 e hEPC2, quando
tratadas com TGF-B1, mostraram uma redugao na co-imunoprecipitagéo.
Sugerindo que TGF-B1 modula negativamente a interag@o entre estas
proteinas. Este dado foi observado para ambas as construgbes para

expressdo constitutiva de hEPC2 em mamiferos.
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Ensaio de imunofluorescéncia indireta mostraram que a proteina hEPC2

se localiza no nlcleo de células Cos-7.

N&o foi possivel observar a co-localizagdo de hEPC2 e SMAD2 neste

mesmo ensaio.

Ensaio de gene repdrter ndo demonstrou que a transcricdo de SMAD2 é

afetada por hEPC2 de uma maneira dependente.

Futuros ensaios de “pull down” serdo feitos visando a confirmacgéo da
interacdo de hEPC2 e as SMADs, e mapeamento dos dominios desta
interag&o. Para tal, a construgdo hEPC2 foi clonado no vetor de

expresséo indutivel em bactérias pGEX32A.

A proteina recombinante gerada por esta construgdo foi expressa e

purificada em condigdes desnaturantes.
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