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RESUMO

COSTA, I. M. Caracterizacdo bioquimica e avaliacdo citotoxica de isoformas mutantes
de L-asparaginase Il de Dickeya chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi). 2022. 137f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo,
2022,

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a neoplasia mais frequente em criangas e
adolescentes. Esse tumor tem como caracteristica a auxotrofia para o aminoacido L-
asparagina, 0 que permite que o tratamento da doenca seja feito com a L-asparaginase
(ASNase), enzima obtida a partir das bactérias Escherichia coli e Dickeya chrysanthemi
(também denominada Erwinia chrysanthemi). A ASNase hidrolisa a L-asparagina, e L-
glutamina em menor quantidade, impedindo que as células tumorais obtenham L-asparagina
da circulacdo sanguinea para sintese de proteinas, levando a morte celular por apoptose. No
entanto, as formulacdes disponiveis para terapéutica estdo associadas a um alto indice de
efeitos adversos, como toxicidade e a resisténcia ao medicamento causada pela producdo de
anticorpos e pela acdo de proteases. Desta maneira, 0 desenvolvimento de proteoformas
mutantes a partir das enzimas ja comercializadas e o estudo da acdo de proteases durante o
tratamento podem contribuir para o desenvolvimento de uma enzima com menos efeitos
adversos. Por isso, 0 nosso grupo de pesquisa criou uma biblioteca de mutantes utilizando a
ASNase de D. chrysanthemi, por PCR propenso a erro, e de dez clones mutantes estudados
uma proteoforma dupla mutante (DM) apresentou melhores parametros cinéticos do que a
enzima selvagem (WT), sendo altamente ativa em condi¢des fisiologicas testadas in vitro.
Além disso, a enzima DM apresentou um menor reconhecimento por anticorpos anti-
asparaginase e 0 mesmo potencial citotoxico do que a enzima WT, podendo ocasionar menos
efeitos adversos. Além disso, criamos as células de LLA REH knockout para protease
catepsina B (CTSB) por CRISPR/cas9, e avaliamos a viabilidade celular ap6s o tratamento
com as ASNases WT de E. coli e D. chrysanthemi, e com a enzima DM. Os nossos resultados
sugerem que a expressdo de CTSB pelas células REH é muito baixa e ndo alteram a resposta

ao tratamento com ASNases quando avaliadas in vitro.

Palavras-chave: L-asparaginase; Leucemia linfoblastica aguda; Erwinia chrysanthemi;

engenharia de proteina; edi¢do genica; CRISPR/cas9; Catepsina B.



ABSTRACT

COSTA, I. M. Biochemical characterization and cytotoxic evaluation of mutant isoforms
of L-asparaginase Il from Dickeya chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi). 2022. 137f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2022.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent neoplasm in children and
adolescents. This tumor is characterized by auxotrophy for the amino acid L-asparagine,
which allows the treatment of the disease to be carried out with L-asparaginase (ASNase), an
enzyme obtained from the bacteria Escherichia coli and Dickeya chrysanthemi (also called
Erwinia chrysanthemi). ASNase hydrolyzes L-asparagine, and L-glutamine to a lesser extent,
preventing tumor cells from obtaining L-asparagine from the bloodstream for protein
synthesis, leading to cell death by apoptosis. However, the formulations available for therapy
are associated with a high rate of adverse effects, such as toxicity and drug resistance caused
by the production of antibodies and the action of proteases. In this way, the development of
mutant proteoforms from enzymes already commercialized and the study of the action of
proteases during treatment can contribute to the development of an enzyme with fewer
adverse effects. Therefore, our research group created a library of mutants using the D.
chrysanthemi ASNase, by error prone PCR, and from ten mutant clones studied a double
mutant proteoform (DM) showed better kinetic parameters than the wild-type enzyme (WT),
being highly active under physiological conditions tested in vitro. In addition, the DM
enzyme showed less recognition by anti-asparaginase antibodies and the same cytotoxic
potential as the WT enzyme, which may cause fewer adverse effects. In addition, we created
REH ALL cells knockout for cathepsin B (CTSB) protease by CRISPR/cas9, and evaluated
cell viability after treatment with E. coli and D. chrysanthemi WT ASNases, and with the DM
enzyme. Our results suggest that the expression of CTSB by REH cells is very low and does

not alter the response to treatment with ASNases when evaluated in vitro.

Keywords: L-asparaginase; Acute lymphoblastic leukemia; Erwinia chrysanthemi; protein

engineering; genetic editing; CRISPR/cas9; Cathepsin B.
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INTRODUCAO

Leucemias: uma breve contextualizacao

As leucemias sdo neoplasias sanguineas caracterizadas por alteracdes nos globulos
brancos tanto na corrente sanguinea, quanto na medula dssea. Na medula déssea ocorre a
diferenciacéo celular entre as células mieloides e as células linfoides. As células mieloides sdo
precursoras dos granulécitos, eritrocitos, monocitos e megacariocitos; ja as células linfoides
déo origem a linfoblastos, linfocitos T, linfacitos B e células Natural killers (NK) (figura 1).
Entretanto, durante o processo de diferenciacdo, alteracdes genéticas podem levar as células a
um processo de maturacao e proliferacdo anormal, dando origem a leucemia (ROSE-INMAN;
KUEHL, 2014).

@ - @ - @

Célula — tronco Célula — tronco Célula — tronco
mieloide sanguinea linfoide

Q o« @ Mieloblasto (e Linfoblasto
%HQ & \
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Plaquetas ..
ﬂGranulocnos ‘/ ﬂ X]
r '--;3. eV // Y
Eosinofilo { #4874 Basofilo :a\ 0 @
Se 4 A\ D A

& Linfocito B Linfocito T NaFura].
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Neutroéfilo
| J

!
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Figura 1- Hematopoese. Processo de diferenciacdo das células mieloides e linfoides a partir da célula tronco
dando origem as células sanguineas maduras. Fonte: adaptado de (PDQ PEDIATRIC TREATMENT
EDITORIAL BOARD, 2021).

A classificagdo da leucemia é feita de acordo com o tipo de glébulo branco alterado,
podendo ser de origem linfocitica (linfoide ou linfoblastica) ou mieloide (mieloblastica), e

subdividida de acordo com o tempo de progressdo da doenca, aguda (progresséo rapida) ou
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cronica (progressao lenta). Dentre os diversos tipos de leucemia, os quatro tipos mais comuns
sdo: leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfocitica
cronica (LLC) e leucemia mieloide crénica (LMC) (BURKE; STARTZELL, 2008).

Em 2018, as leucemias representaram cerca de 2,4% dos novos casos de cancer e 3,2%
dos 6bitos por cancer em todo o mundo, cerca de 70% dos casos de leucemia foram fatais
(BRAY et al., 2018). As leucemias sdo mais frequentes em homens do que em mulheres, a
incidéncia varia de acordo com o pais, e 0 tipo de leucemia esta relacionada com a faixa etaria
do individuo (DONG et al., 2020; MIRANDA-FILHO et al., 2018).

Dos quatro tipos mais comuns de leucemia, a LLA possui maior incidéncia em
criangas e é rara em adultos, enquanto que a LMA, LLC e LMC sdo as mais comuns em
adultos e de baixa incidéncia em criangas. Os fatores de riscos ainda ndo sdo completamente
conhecidos, mas sabe-se que o tipo de leucemia, as suas alteracGes genéticas e a idade do
individuo estdo diretamente relacionadas com o prognéstico da doenga (JULIUSSON;
HOUGH, 2016; REDAELLI et al., 2005).

Leucemia Linfocitica Aguda (LLA): caracteristicas e tratamento

A LLA representa cerca de 25% dos casos de cancer infantil e 80% dos casos de
leucemia infantil. A maior incidéncia da doenca acontece entre 1 e 5 anos de idade. (KATZ et
al., 2015; PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2021). Apesar da menor
incidéncia na fase adulta, o que representa cerca de 1% de todos os casos de cancer em
adultos, aproximadamente 40% dos casos de LLA s&o observados em adultos acima dos 20
anos (BURKE; DOUER, 2014; KATZ et al., 2015).

Existem dois tipos de classificacdo para LLA, a feita pela Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) de acordo o imunofendtipo, células B (B-LLA) ou células T (T-LLA) e pelas
caracteristicas citogenéticas dessas celulas (ARBER et al., 2016); e a classificacdo French-
American-British (FAB) baseada no imunofenoétipo e nas caracteristicas morfologicas das
células (REDAELLI et al., 2005). A B-LLA a mais comum entre 0s pacientes, representa
cerca de 90% dos casos infantis e 75% em adultos, enquanto que a T-LLA compreende cerca
de 10% a 25% dos casos (PAUL; KANTARIJIAN; JABBOUR, 2016; RICHARD-
CARPENTIER; KANTARIJIAN; JABBOUR, 2019).

Quando um paciente é diagnosticado com LLA o protocolo de tratamento mais
adequado é determinado de acordo com a classificagdo do tipo de LLA, visando obter a morte

das células neoplésicas e controlar os efeitos adversos, 0s quais sao recorrentes durante o
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tratamento. Em geral os protocolos sdo compostos por diferentes classes de medicamentos
(glicocorticoides, agentes antimetabolitos, alcaloides, antraciclinas, enzima, etc.) e séo
divididos em quatro fases (inducéo, intensificagdo ou consolidacdo, manutencdo e profilaxia
do Sistema Nervoso Central (SNC)) (CONDUTAS DO INCA/MS, 2001; MALARD;
MOHTY, 2020; REDAELLI et al., 2005).

Os glicocorticoides, prednisona e dexametasona, possuem agdo citotoxica atraveés da
inibicdo da producdo de citocinas, alteracdo da expressdo de oncogenes e parda do ciclo
celular. Os antimetabolitos, como o metotrexato, inibem a sintese de novo de purinas e
pirimidinas, ocasionando a morte celular. Os alcaloides, como a vincristina, atuam no ciclo
celular bloqueando a mitose. As antraciclinas, como a doxorubicina, levam a morte celular
por serem agentes intercalantes de DNA, por inibirem a topoisomerase Il e por produzirem
espécies reativas de oxigénio. A enzima L-asparaginase atua na deplecdo de aminoacido
essencial para sintese proteica das células leucémicas (AL-MAHAYRI; PATRINOS; AL,
2017).

Na fase de inducdo o objetivo € alcancar a remissdao completa da doenca (< 5% de
blastos); a fase de intensificacdo ou consolidacdo visa manter a remissdo completa por um
longo periodo de tempo; e a fase de manutencdo tem o objetivo de matar células tumorais
residuais; a profilaxia de SNC ¢é aplicada para prevenir e combater a infiltracdo das células
leucémicas no SNC através de irradiagdo craniana. As quatro fases sdo aplicadas em criangas
e adultos, diferenciando as doses, frequéncia de administracdo e tempo de tratamento
(MALARD; MOHTY, 2020; REDAELLI et al., 2005).

Na década de 70, a remissdo da LLA (pacientes que ndo apresentam evidéncias
clinicas da doenca) era observada em 80% a 90% dos casos, porém a taxa de sobrevida livre
de doenca em 5 anos era observada somente em 10% a 20% dos pacientes. Atualmente, a
remissdo da doenca acontece em 98% dos pacientes e a sobrevida livre de doenga em 5 anos
aumentou para 80% a 90% nos casos de LLA infantil. Em adultos somente de 30% a 40% dos
pacientes alcancam a sobrevida livre de doenga em 5 anos (BURKE; DOUER, 2014; KATZ
etal., 2015; PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2021).

O avango no tratamento da LLA ao longo das décadas foi em grande parte devido a
inclusdo da enzima L-asparaginase (ASNase) nos protocolos de quimioterapia (HUYNH;
BERGERON, 2017; KUMAR et al., 2014). A atividade antitumoral dessa enzima foi
identificada na década de 60 e a partir da década seguinte, a ASNase comegou a ser
incorporada aos protocolos de quimioterapia (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 2014;
SHRIVASTAVA et al., 2016). O uso da ASNase € comum em todos 0s grupos e tratamentos
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(alto, médio ou baixo risco), esta presente nas fases de inducdo e intensificacdo durante o
tratamento e é considerada medicamento essencial na terapia da LLA (KUMAR et al., 2014;
MALARD; MOHTY, 2020; REDAELLI et al., 2005).

A L-asparaginase como agente quimioterapico

A ASNase é uma amidohidrolase (E.C.3.5.1.1) que catalisa a hidrdlise dos
aminoacidos L-asparagina e L-glutamina em L-acido aspéartico ou L-acido glutamico, e
amonia (reacdo 1). Muitos linfoblastos de células leucémicas, diferentemente das células
saudaveis, ndo possuem ou expressam baixos niveis da enzima asparagina sintetase (ASNS),
dependendo da obtencdo da L-asparagina extracelular para manutencéo da sintese proteica.
A ASNase age depletando a L-asparagina da corrente sanguinea, levando as ceélulas
leucémicas ao processo apoptético (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007; RAETZ; SALZER,
2010).

0 0
HAN ASNase |
O NH, O NH,
L-asparagina L-acido aspartico
0 o) o o
| ‘ ASNase ) I "
HZNWOH + H:0 ; HO I OH + NH3
NH, NH,
L-glutamina L-acido glutamico

Reacdo 1 - Hidrolise da L-asparagina e L-glutamina catalisadas pela enzima L-asparaginase (ASNase).

A primeira ASNase a ser utilizada como medicamento foi obtida da bactéria
Escherichia coli na forma nativa. Posteriormente, foram produzidas a enzima de E. coli
peguilada (peg_ASNase), conjugada a com monometoxi-polietilenoglicol (mPEG), e a
enzima advinda da bactéria Dickeya chrysanthemi, também nomeada como Erwinia
chrysanthemi ou Pectobacterium chrysanthemi (SAMSON et al., 2005), na forma nativa
(KUMAR et al., 2014; PIETERS et al., 2008).

As ASNases de E. coli e D. chrysanthemi possuem um elevado grau de similaridade
na sequéncia de aminoacidos e na estrutura tercidria e quaterndria das proteinas
(POKROVSKAYA et al., 2022). Essas enzimas possuem 0 mesmo mecanismo de acdo, mas

diferem quanto a afinidade pelo substrato L-glutamina. A atividade glutaminasica dessas
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enzimas corresponde de 2 a 10 % da atividade asparaginésica, sendo que a ASNase de D.
chrysanthemi é mais ativa para L-glutamina do que as enzimas derivadas de E. coli (NARTA,;
KANWAR; AZMI, 2007).

A peguilacdo realizada na peg ASNase proporcionou algumas vantagens no
tratamento da LLA. A meia-vida sérica da enzima passou de 1,44 + 0,35 dias para 5,73 £ 3,24
dias ap6s a peguilacdo, além de diminuir a formacdo anticorpos anti-ASNase. 1sso
possibilitou um maior intervalo na administracdo e diminuicdo da dose aplicada. A ASNase
de D. chrysanthemi possui meia-vida de 0,65 + 0,13 dias, sendo necessario 0 aumento da dose
e da frequéncia de administracdo; porém, vem sendo utilizada com sucesso em substituicdo as
formulacGes derivadas de E. coli quando os pacientes apresentam hipersensibilidade ou
resisténcia (RAETZ; SALZER, 2010).

Efeitos adversos ocasionados pela administracdo da L-asparaginase

Uma das limitagcBes no uso das ASNases € a alta incidéncia de efeitos adversos. Em
adultos, esses efeitos s@o mais acentuados do que em criangas e jovens adultos. A
preocupacdo com a elevada toxicidade da enzima limita o seu uso nesses pacientes (BURKE;
DOUER, 2014; DOUER, 2008).

A disfuncéo hepética é um efeito adverso comum e geralmente é normalizada algumas
semanas apés a descontinuacdo do uso da enzima. ComplicacBes no sistema nervoso central
sdo relatadas em até 33% dos pacientes. Ja a hiperglicemia aparece em 11% a 19% dos
pacientes e é controlada em alguns casos com administracdo de insulina (ANDRADE;
BORGES; SILVEIRA, 2014; HUNGER; MULLIGHAN, 2015; RAETZ; SALZER, 2010).

No entanto, algumas reacdes adversas requerem a interrupcdo ou descontinuacdo do
tratamento devido ao risco de dbito. Essa conduta é mais comumente observada em pacientes
que desenvolvem pancreatite, diagnosticada entre 2% a 18% dos pacientes;
tromboembolismo, associado com a reducdo da sintese de proteinas hemostaticas,
comprometida pela diminuicdo de L-asparagina disponivel, que pode acometer até 36% dos
pacientes; e hipersensibilidade, observada em 60% dos pacientes, comumente associada a
producdo de anticorpos anti-ASNase, e é considerada o efeito adverso mais significante
durante o tratamento (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 2014; HUNGER; MULLIGHAN,
2015; RAETZ; SALZER, 2010).

As reacgdes de hipersensibilidade estdo associadas a origem bacteriana das enzimas, e a
formacdo de anticorpos anti-ASNase e podem se manifestar de forma clinica (por meio de
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reacOes alérgicas, urticaria, eritema, anafilaxia), ou assintomatica na forma de inativagéo
enzimatica silenciosa (ASSELIN; RIZZARI, 2015; PIETERS et al., 2011; RAETZ; SALZER,
2010). A reacdo de hipersensibilidade com formacdo de anticorpos € mais acentuada em
pacientes que utilizam a ASNase de E. coli, relatada em 60% dos casos ao longo do
tratamento. No entanto, 29% dos pacientes ndo apresentam as manifestagcdes clinicas. A
peg_ASNase € menos imunogénica, com formacdo de anticorpos de 2% a 18% dos casos,
enquanto que para a ASNase de D. chrysanthemi a presenca de anticorpos é relatada de 8% a
33% dos pacientes. A formacdo dos anticorpos contribui para o processo de inativacdo
enzimatica e comprometimento da eficicia do tratamento (ASSELIN; RIZZARI, 2015;
FIGUEIREDO; COLE; DRACHTMAN, 2016; VAN DER SLUIS et al., 2016).

Além da inativacdo por anticorpos, a acdo de proteases também vem sendo
relacionada a inativacdo da enzima. Duas cisteino-proteases ja foram relacionadas com a
degradacdo da ASNase: a catepsina B (CTSB) e a asparagina endopeptidase (AEP)
(OFFMAN et al., 2011; PATEL et al., 2009; VAN DER MEER et al., 2014, 2017). Foi
demonstrado in vitro, que a ASNase de E. coli € degradada na presenca de ambas as
proteases, enquanto que a ASNase de D. chrysanthemi é sensivel somente a CTSB (PATEL et
al., 2009). Posteriormente, foi observado um aumento da meia-vida da ASNase de D.
chrysanthemi em um paciente que possuia uma mutacdo no gene codificante da CTSB (VAN
DER MEER et al., 2014). Essa observacdo foi comprovada também através de camundongos
knockout para o gene CTSB que apresentaram uma maior meia-vida sérica da ASNase em
comparagdo aos camundongos selvagens (VAN DER MEER et al., 2017).

Quando as manifestagdes clinicas ou assintomaticas de hipersensibilidade ou de
inativacdo da enzima sdo identificadas, € necessaria a substituicdo do medicamento por outra
ASNase (ASSELIN; RIZZARI, 2015; SHRIVASTAVA et al., 2016). A primeira linha de
tratamento para LLA sdo as enzimas derivadas de E. coli (hativa ou peguilada), dependendo
do pais. A ASNase de D. chrysanthemi é utilizada como segunda linha de tratamento, em
substituicdo as enzimas de E. coli. N&o é aconselhavel a substituicdo da ASNase de E. coli por
peg_ASNase durante o tratamento devido a reagdo-cruzada entre os anticorpos formados por
essas formulacbes; nesses casos, utiliza-se a ASNase de D. chrysanthemi que é
imunologicamente distinta (FIGUEIREDO; COLE; DRACHTMAN, 2016; SHRIVASTAVA
etal., 2016).

Além da acdo de proteases e anticorpos, a expressdo de ASNS pelas células de LLA é
um fator de importéncia para o tratamento com ASNase. Alguns tipos de LLA séo

naturalmente resistentes ao tratamento por suas caracteristicas genéticas. Algumas células de
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LLA expressam naturalmente altos niveis de ASNS, gene responsavel pela sintese de L-
asparagina usando L-glutamina e L-acido aspartico como substrato (reagdo 2); outras, durante
0 tratamento em resposta a rapida deplecdo de L-asparagina, tém seus niveis de expressao de
ASNS aumentados para suprir a deficiéncia desse aminoacido. Dessa forma, as células
passam a apresentar resisténcia ao tratamento (CHEN, 2015; LOMELINO et al., 2017).

1 i 8 LR
AN L ASNS ~
H2N I OH + HO\/\/ OH ——rat e H2N\(,/ NN OH + HO/\/\/\OH
2 0 NH, 0 NHz NH,
L-glutamina L-4cido aspartico L-asparagina L-acido glutamico

Reacdo 2 - Transamidagdo da L-glutamina para sintese de L-asparagina catalisada pela enzima asparagina
sintetase (ASNS).

Outro mecanismo de resisténcia que vem sendo estudado é o processo de autofagia
celular. A autofagia vem se mostrado importante na sobrevivéncia de células tumorais durante
a privacao de aminodacidos. Estudos in vitro e in vivo demonstram que o0 uso de inibidores de
autofagia em conjunto com a ASNase aumenta a eficacia do tratamento (POLAK et al., 2019;
TAKAHASHI et al., 2017; WANG et al., 2021).

A importancia do estudo da L-asparaginase

A busca por novas alternativas de ASNase se faz necessaria ndo sO pelos efeitos
adversos associados ao tratamento, mas também pelo desabastecimento desse medicamento
no mundo. A ndo utilizagdo da ASNase compromete significativamente a eficacia do
tratamento da LLA, e, mesmo sendo a primeira linha de tratamento, a ASNase é um dos
guimioterapicos que frequentemente entram em falta no mercado (GOODMAN et al., 2016;
GUPTA et al., 2020; MARINI et al., 2019).

Aqui no Brasil, em 2013, o uUnico registro ativo na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para comercializacdo da ASNase nativa obtida a partir da bactéria E. coli
(ELSPAR®) da empresa Laboratérios Bagé do Brasil S/A, venceu
(https://consultas.anvisa.gov.br/#/medicamentos/25351016781200780/?nomeProduto=elspar,

acesso em 13/02/2022), e com a suspensdo da producdo do medicamento ELSPAR® pelo
laboratério americano Merck Sharp & Dohme, os Laboratorios Bagé do Brasil S/A,

responsdvel pela importacdo e comercializacdo, ndo obteve a renovagdo do registro.


https://consultas.anvisa.gov.br/#/medicamentos/25351016781200780/?nomeProduto=elspar
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Desde entdo, de acordo com Oficio-Circular n® 1/2018/SCTIE/GAB/SCTIE/MS, para
suprir o abastecimento nacional, o Ministério da Saude (MS) passou a realizar a importacao
emergencial desse medicamento

(https://saude.sp.gov.br/resources/ses/perfil/gestor/assistencia-farmaceutica/notas-

tecnicas/anexo_01.pdf, acesso em 13/02/2022).

Desde 2013, o Ministério da Saude importou ASNase de duas marcas. De 2013 a
2017, a L-asparaginase utilizada nos hospitais brasileiros passou a ser a ALGINASA®,
fabricada pela empresa Medac em parceria com a empresa Kyowa Hakko Kirin Co. LTDA.
Em 2017, o governo brasileiro passou a importar o medicamento LEUGINASE® produzido
pela empresa Beijing SL Pharmaceutical. No entanto, a nova aquisicdo do Ministério da
Salde trouxe duvidas sobre a qualidade, eficacia e seguranca do medicamento devido a
presenca de contaminantes (ZENATTI et al., 2018).

Em 2018, a ANVISA concedeu o registro para comercializagdo do medicamento
ONCASPAR®, ASNase de E. coli peguilada, para o Laboratorio Servier do Brasil LTDA
(https://consultas.anvisa.gov.br/#/medicamentos/25351771428201819/?substancia=7355&situ
acaoReqistro=V, acesso em 13/02/2022). Em 2019, uma segunda formulacdo foi aprovada, o
medicamento  SPECTRILA® para o Laboratorio Bagé do Brasil S/A
(https://consultas.anvisa.gov.br/#/medicamentos/25351567187201724/?substancia=906 &situa
caoRegistro=V, acesso em 13/02/2022). O medicamento SPECTRILA® é formulado com a

ASNase de E. coli produzida na bactéria E. coli utilizando a técnica de DNA recombinante
(BRUMANO et al., 2019; VAN DER SLUIS et al., 2018).

Apesar de termos duas formulagbes aprovadas para comercializagdo no Brasil, os dois
medicamentos sdo derivados da bactéria de E. coli. Portanto, os pacientes que desenvolverem
reacOes de hipersensibilidade a uma dessas formulagdes ndo possuem alternativa para
continuidade do tratamento, uma vez que a segunda linha de tratamento para esses casos € a
utilizacdo de ASNase de D. chrysanthemi. A néo utilizagcdo do uso de ASNase nos casos de
hipersensibilidade reduz as chances de um bom prognostico (GUPTA et al., 2020; MARINI et
al., 2019).
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OBJETIVOS

1. Avaliar o potencial enzimatico de dez proteoformas mutantes da enzima L-
asparaginase Il de Dickeya chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi) geradas por PCR
propensa a erro através da caracterizacdo bioquimica, e determinar o potencial

citotoxico dos mutantes que apresentaram os melhores parametros enzimaticos.

2. Avaliar o papel da proteina lisossomal Catepsina B no mecanismo de resisténcia ao
tratamento com diferentes L-asparaginases nas células de leucemia linfocitica aguda
humana REH.



CAPITULO 1

Caracterizacéo das proteoformas mutantes da L-asparaginase de Dickeya

chrysanthemi
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1.1.INTRODUCAO

1.1.1. Caracteristicas das L-asparaginases

As L-asparaginases podem ser produzidas por diversos organismos: bactérias, fungos,
plantas e mamiferos (BOREK; JASKOLSKI, 2001; IMADA et al., 1973; KARAMITROS;
KONRAD, 2014). Essas proteinas sao classificadas em trés grandes familias: a familia do tipo
Rhizobium etli, onde estdo presentes enzimas termolabeis; a familia do tipo planta, que
possuem alta similaridade com aspartil-glucosaminidases; e a familia tipo bacteriana, que é
subdividida em tipo | (citoso6licas e com baixa afinidade pelo substrato) e tipo Il
(periplasmaticas e com alta afinidade pelo substrato) (BOREK; JASKOLSKI, 2001).

Apesar de varios organismos produzirem ASNases, nem todas possuem as
caracteristicas necessarias para acdo anti-neoplasica. Para ser uma enzima com potencial
terapéutico é necessario apresentar uma alta afinidade por L-asparagina e manter os niveis
séricos desse aminoacido baixos (BROOME, 1968). Essas caracteristicas sdo importantes,
pois 0s niveis de L-asparagina no sangue sdo de aproximadamente 40 a 80 uM (BOOS et al.,
1996; COSTA-SILVA et al., 2020). Diversas ASNases vém sendo caracterizadas em busca de
uma enzima que possa reduzir o nimero de efeitos adversos e melhorar ainda mais a eficacia
do tratamento em pacientes jovens e adultos. No entanto, a combinacdo de todas as
caracteristicas necessarias para o uso terapéutico é dificil de ser encontrada.

Os seres humanos produzem trés enzimas com atividade ASNase, porém as enzimas
que ja foram caracterizadas possuem uma baixa afinidade por L-asparagina, com um Ky, de
mM (CANTOR et al., 2014; NOMME; SU; LAVIE, 2014) ou ainda um perfil alostérico
também com baixa afinidade pelo substrato (Kos de mM) (BELVISO et al., 2017;
KARAMITROS; KONRAD, 2014). A ASNase 1 (ASP1) da levedura Saccharomyces
cerevisiae foi caracterizada com um perfil alostérico e alta afinidade por L-asparagina (Kos de
75 M) sendo capaz de apresentar atividade antitumoral. Porém, mesmo em concentracfes
mais altas a enzima é incapaz de matar todas as células leucémicas in vitro (COSTA et al.,
2016).

Mesmo com a grande diversidade na possibilidade de obtengéo, as ASNases utilizadas
de fato como medicamento sdo as de origem bacteriana, pois atendem as caracteristicas
necessarias. A ASNase de E. coli e D. chrysanthemi, utilizadas no tratamento da LLA, sdo

enzimas do tipo Il que possuem alta afinidade por L-asparagina (Km de uM), o que confere a
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elas a capacidade antitumoral e a manutencdo dos baixos niveis de L-asparagina sérica
(CEDAR; SCHWARTZ, 1967; COSTA-SILVA et al.,, 2020; DEL CASALE; SOLLITTI;
CHESNEY, 1983).

1.1.2. L-asparaginase de Dickeya chrysanthemi

A ASNase de D. chrysanthemi, codificada pelo gene ansB, é uma proteina
periplasmatica constituida de 348 aminoacidos, onde o0s 21 primeiros residuos correspondem
a sequéncia peptideo sinal para localizagdo no periplasma bacteriano (figura 1.1A); portanto,
a proteina madura apresenta 327 aminodcidos, com massa molecular de 35,05 kDa. O
mondmero da proteina é dividido em dois dominios, o N-terminal e o C-terminal que séo
conectados por um linker que compreende do residuo 197 ao 218, e 0 seu sitio ativo é
constituido somente por residuos do dominio N-terminal de cada mondémero, séo eles: Thr-15,
Tyr-29, Ser-62, Glu-63, Thr-95, Asp-96, e Lys-168 (figura 1.1B). A proteina se oligomeriza
em homotetramero funcional formado por dimeros de dimeros (A/C e B/D), como mostra a
figura 1.1C (AGHAIYPOUR; WLODAWER; LUBKOWSKI, 2001a, 2001b; MILLER et al.,
1993; NGUYEN; SU; LAVIE, 2016a).

A ASNase de D. chrysanthemi possui alta afinidade por L-asparagina, com K entre
29 e 58 UM (GERVAIS; FOOTE, 2014; KOTZIA; LABROU, 2007; NGUYEN; SU; LAVIE,
2016b); e para L-glutamina uma menor afinidade, com Kn de 6,7 mM (KOTZIA; LABROU,
2007). A atividade especifica para L-asparagina varia entre 118 U/mg e 350 U/mg, e sua
atividade glutaminésica corresponde a aproximadamente 10 % da sua atividade
asparaginasica (KOTZIA; LABROU, 2007; NGUYEN; SU; LAVIE, 2016b).

A ASNase de D. chrysanthemi foi aprovada para o tratamento da LLA pela primeira
vez em 1985 no Reino Unido, e s6 em 2011 foi aprovada pelo Food and Drug Administration
(FDA) (SALZER; SEIBEL; SMITH, 2012). Essa enzima é utilizada como segunda linha de
tratamento e apesar de requerer um aumento na dose e na frequéncia de administracdo devido
sua baixa meia-vida sérica em humanos (RAETZ; SALZER, 2010; SALZER; SEIBEL,;
SMITH, 2012), a sua eficacia clinica é a mesma das enzimas derivadas de E. coli, sem
alteracdo na taxa de sobrevida em cinco anos (FIGUEIREDO; COLE; DRACHTMAN,
2016).
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A

'MERWFKSLFVLVLFFVFTASA22ADKLPNIVILATGGTIAGSAATGTQTTGYKAGALGVDTLINAVPEVK
KLANVKGEQFSNMASENMTGDVVLKLSQRVNELLARDDVDGVVITHGTDTVEESAYFLHLTVKSDKP

VVFVAAMRPATAISADGPMNLLEAVRVAGDKQSRGRGVMVVLNDRIGSARYITKTNASTLDTFKANEE

GYLGVIIGNRIYYQNRIDKLHTTRSVFDVRGLTSLPKVDILYGYQDDPEYLYDAAIQHGVKGIVYAGMG

AGSVSVRGIAGMRKAMEKGVVVIRSTRTGNGIVPPDEELPGLVSDSLNPAHARILLMLALTRTSDPKVIQ
EYFHTY?3$

Thr-15

Figura 1.1 - Representagdo da estrutura da proteina ASNase de D. chrysanthemi. A- Estrutura primaria da
proteina (codigo Uniprot: P06608), em vermelho estd destacado a sequéncia de sinalizacdo para o periplasma
composta por 21 aminoacidos. B- Representacdo do monémero da proteina com os dominios N-terminal e C-
terminal unidos pelo linker em azul e o sitio ativo localizado no dominio N-terminal em vermelho com os
residuos pertencentes ao sitio ativo em destaque no quadro ao lado da estrutura. C- Representagdo do
homotetramero formado por dimero de dimeros. As figuras foram criadas pelo programa PyMOL utilizando a
estrutura 10J7 obtida do Protein Data Bank (PDB).
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1.1.3. Efeitos adversos relacionados com a hidrolise de L-glutamina

A producéo de anticorpos anti-asparaginase € um efeito adverso comum nos pacientes
em tratamento. Assim como a acdo de proteases é responsavel pela inativa enzimatica, 0s
anticorpos também contribuem para e inativacdo da enzima € ineficacia do
tratamento(SALZER; SEIBEL; SMITH, 2012; VAN DER MEER et al., 2017). No entanto,
outros efeitos adversos (e.g. pancreatite, hiperglicemia, dislipidemia, hepatotoxicidade,
tromboembolismo, neurotoxicidade) relacionados com a hidrélise de L-asparagina e L-
glutamina e os produtos formados dessa reacdo também possuem grande impacto na
qualidade de vida e continuidade do tratamento (FIGUEIREDO; COLE; DRACHTMAN,
2016; MINOWA et al., 2012; SALZER; SEIBEL; SMITH, 2012).

A hidrolise secundaria de L-glutamina potencializa os efeitos adversos da ASNase.
Para a ASNase de D. chrysanthemi, que apresenta uma maior taxa de hidrélise para L-
glutamina em relagéo as enzimas derivadas de E. coli, essa diferenca implica, como por
exemplo, com uma maior incidéncia de hiperamonemia nos pacientes (GOSSAI et al., 2018).

O excesso de amonia e o desbalanco nos niveis de L-glutamina e L-acido glutdmico na
corrente sanguinea estdo diretamente relacionados com a hepatotoxicidade e neurotoxicidade
dos pacientes. Em decorréncia dessa toxicidade os pacientes podem apresentar, encefalopatia,
nausea, vomito, fadiga. Além disso, a sintese proteica fica comprometida com a reducéo da
concentracdo de L-glutamina, que além de contribuir para o surgimento da hepatotoxicidade,
contribui para o surgimento de coagulopatias. Esses quadros de toxicidade quando aprecem de
forma severa podem levar o paciente a 6bito (NIKONOROVA et al., 2019; REINERT et al.,
2006; STRICKLER et al., 2018).

Para reduzir a toxicidade desse medicamento e melhorar a resposta ao tratamento,
estudos de novas enzimas com reducdo da atividade glutaminasica vém sendo realizado. Ja foi
demonstrado in vivo que a utilizagdo de uma enzima com menor atividade glutaminasica
contribui para reducéo dos efeitos adversos (NGUYEN et al., 2018; NGUYEN; SU; LAVIE,
2016b).

1.1.4. Resultados preliminares obtidos em nosso laboratdrio
Com a interrupgéo do fornecimento do medicamento ASNase em 2013, 0 n0sso grupo

de pesquisa passou a estudar alternativas de producdo da ASNase. A ASNase de D.

chrysanthemi possui elevada atividade especifica, alta afinidade pelo substrato e é a unica
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alternativa para os pacientes que apresentam reagdo de hipersensibilidade as ASNases de E.
coli, alternativa que ainda ndo estd disponivel no Brasil. Entretanto, um elevado nimero de
efeitos adversos ainda €é observado, além de possuir uma menor meia-vida sérica
(FIGUEIREDO; COLE; DRACHTMAN, 2016; SHRIVASTAVA et al., 2016).

Por isso, utilizando a ASNase de D. chrysanthemi, 0 nosso grupo de pesquisa criou
uma biblioteca de mutantes atraves de mutagénese aleatéria por Polymerase Chain Reaction
propensa a erro (epPCR), com o objetivo de obter enzimas com menos efeitos adversos e
melhores pardmetros enzimaticos (CUSTODIO, 2018).

Utilizando o vetor de expressdo pET-15b (anexo A), a construcdo pET-15b + ansB de
D. chrysanthemi foi feita de modo que a proteina madura ficasse localizada no periplasma da
bactéria (figura 1.2). Desta forma, a cauda de histidina presente no vetor de expressao precede
a sequéncia sinal da proteina, composta por 21 aminoacidos que sinaliza a sua secrecao para 0
periplasma. Assim, a proteina final estaria localizada no meio periplasmatico em sua forma

madura sem a cauda de histidina.

T7 promoter primer #69348-3

B T7 promoter | lac operator Xbal rbs
Neo el p s
el geroer > oeroery euvYQo ',—",5: oe et ‘:'A; JASPFTOAICAIQRAST YSA
Bou11021 thrombin ' T7 terminator

T7 terminator primer #69337-3

Figura 1.2 - Construcdo do pET-15b + ansB de D. chrysanthemi. Sitio multiplo de clonagem do vetor de
expressdo pET-15b contendo o iniciador e terminador T7: a seta vermelha indica o local de insercdo do gene
otimizado; em azul estd destacado a cauda de histidina na por¢do N-terminal que, portanto, fica anterior ao
peptideo sinal da proteina.

Essa construgdo foi submetida a varios ciclos de reacGes enzimaticas de epPCR
propensa a erro utilizando o kit GeneMorph Random Mutagenesis (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA) para insercdo de mutacGes aleatdrias. Os 1.056 clones da biblioteca
gerada por epPCR foram cultivados em microplacas e a fracdo periplasmatica foi utilizada
para o ensaio de atividade enzimatica com reagente de Nessler. Somente 30 dos 1.056 clones
apresentaram atividade asparaginasica de no minimo 80% da atividade da enzima selvagem
(WT), os quais foram sequenciados para identificacdo das muta¢Ges. Apds 0 sequenciamento

foram identificados 17 clones com uma ou mais mutacdes no gene ansB (CUSTODIO, 2018).
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Dez dos dezessete mutantes foram selecionados como potenciais candidatos para

caracterizagéo nesse trabalho (tabela 1.1).

Tabela 1.1- Proteoformas de ASNase mutantes selecionadas para caracterizacdo

Proteoforma Mutacéo
1 D175N
2 K72E K145Q
3 G67D R148C S276N
4 G32S D37E A42T
5 E63D
6 Q227E V272M
7 R264C
8 V1871 Y247D
9 T241 N51S T66S  D175N
10 Al42V P286L

As mutagdes estdo identificadas pela sequéncia da proteina madura,

sem o peptideo sinal.

1.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar, purificar e avaliar a atividade especifica de dez proteoformas mutantes;
e Selecionar as proteoformas mutantes com atividade superior a enzima selvagem;
o Caracterizar bioquimicamente as proteoformas selecionadas;

e Auvaliar o potencial citotdxico da proteoforma com melhor parametro cinético;

1.3.MATERIAIS E METODOS

Plasmideos: pET-15b da Novagen® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Linhagens: Bactéria E. coli:

e DH5a [endAl, hsdR17 (rk” mk™), supE44, thi'1, recAl, gyrA (Na 1r), relAl,
A(lacZYA-argF)uise (@80lacZ4M15)] da Novagen® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
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e BL21(DE3); [F, amp T, hsdSb (rB- mb’), gal, dcm (DE3)] da Novagen® (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Meio de Cultura: Lysogeny broth (LB): 0,5% NaCl, 0,5% extrato de levedura, 1% triptona e
adicdo de 2% de Agar quando o meio for sélido.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou superior obtidos da Sigma-

Aldrich, Merck-Millipore, Synth, ou indicados quando de origem diferente.

1.3.1. Extracéo de plasmideos

Os dez clones selecionados na biblioteca de mutantes foram crescidos em 5 mL de
meio LB com adi¢do de 50 pg/mL de carbenicilina (LB + carb) a 37 °C, overnight e sob
agitacdo de 180 r.p.m. O ino6culo foi utilizado para realizacdo da mini preparacdo de
plasmideos (miniprep) utilizando o kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo o protocolo do fabricante. A confirmacéo da extracdo do plasmideo foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1 % em tampdo TAE 1X (4,84 g de Tris Base; 1,14 mL de
acido aceético; 0,37 g de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); H20 ultrapura para 1 L)
com adicdo de 1,5 pg/mL de brometo de etideo. A visualizacdo foi feita com auxilio de

transiluminador UV (Major Science, Saratoga, CA, EUA).

1.3.2. Confirmacédo da presenca inserto apds extracao plasmidial

A confirmacédo da presenca do inserto no plasmideo extraido foi realizada por reagéo
de polymerase chain reaction (PCR). Utilizamos iniciadores para regido do promotor e
terminador T7, as quais estdo descritas abaixo, presente no vetor de expressao pET-15b que
flanqueiam o sitio de insercéo do gene.

Forward: 5 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’
Reverse: 5> CCG CTG AGC AAT AACTAGC 3’

Para as reac0es de PCR foram utilizados 1 mM MgCl,, tampéo de PCR 1X, 1,25 mM
de desoxirribonucleotideos (DNTP’s), 15 pmol/uL de cada iniciador, 10 ng de plasmideo, 2
Ulreacéo de Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), totalizando
10 pL de reagdo. As condicdes de amplificacdo utilizadas foram: uma fase inicial a 94°C por
2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos

iniciadores a 55°C por 30 segundos, extensdo do amplificado a 68°C por 1 minuto e 30
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segundos e uma fase final de extensédo a 68°C por 7 minutos. A amplificacdo foi realizada
utilizando termociclador Veriti da Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). Os resultados da reacdo foram visualizados através de eletroforese em gel de

agarose 1 % em tampao TAE 1X com adicédo de 1,5 ug/mL de brometo de etideo.

1.3.3. Transformacéo em Escherichia coli DH5a ou BL21(DE3)

O material obtido com a miniprep, descrita no item 1.3.1, foi utilizado para
transformacédo da linhagem DH5a (para estoque dos plasmideos) e da linhagem BL21(DE3)
(para expressdo da proteina). Em 50 uL das linhagens de E. coli eletrocompetentes foram
adicionados 50 ng de plasmideo, seguida de eletroporacdo a 2,5 kV no equipamento Gene
Pulser® Il (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). As células eletroporadas foram
ressuspendidas em 1 mL de meio LB e incubadas por 1 hora a 37 °C sob agita¢do a 180 r.p.m.
Ap6s a incubacdo, 100 pL do contetdo celular foi inoculado em meio sélido LB + carb e a

placa foi incubada a 37°C overnight.

1.3.4. Expressdo de proteinas em E. coli BL21(DE3)

Inicialmente, os clones transformantes de E. coli BL21(DE3) foram inoculados em
meio LB + carb e as células foram cultivadas overnight a 37°C sob agitacdo de 180 r.p.m.
Posteriormente, as células foram diluidas para ODeoonm 0,2 em 1L de meio LB + carb e
incubadas a 37 °C sob agitacdo de 220 r.p.m. até atingirem ODsoonm 1,0. Em seguida, foi
adicionado o indutor isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosidio (IPTG) para concentracédo final de
0,1 mM. A inducéo foi realizada por 22 horas a 37°C sob agitacdo de 200 r.p.m. Apos esse
periodo, as células foram decantadas por meio de centrifugacdo a 4.000 x g por 20 minutos a

4 °C e o pellet celular obtido foi armazenado a -20 °C.

1.3.5. Choque osmotico

Os pellets obtidos apds a expressdo foram submetidos a chogue osmotico para
obtencéo da fracéo periplasmatica das celulas, usando o protocolo adaptado de Harms (1991).
Brevemente, o pellet obtido a partir de 1 L de cultivo foi ressuspendido em 150 mL de tampéo
hiperosmotico gelado (50 mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM Sacarose, 0,5 mM EDTA), mantido

no gelo por 5 minutos e centrifugado a 4.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi


https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/gel-electrophoresis
https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/gel-electrophoresis
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descartado, as células foram ressuspendidas em 30 mL de &gua ultrapura com adi¢do de 0,5
mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), mantidas no gelo por 5 minutos e centrifugadas
a 4.000 x g por 40 minutos a 4 °C. A fracao sobrenadante (periplasmatica) foi coletada para

purificacdo da enzima L-asparaginase (HARMS et al., 1991).

1.3.6. Determinacao do ponto isoelétrico (pl)

O ponto isoelétrico de cada proteoforma e da enzima selvagem foi calculado pelo

programa de bioinformética ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para a proteina

selvagem e para as proteoformas 1 e de 4 a 10 o pl calculado foi de 7,2, para as proteoformas

2 e 30 pl foi de 6,3 e 6,6, respectivamente.

1.3.7. Purificacdo das proteinas

1.3.7.1. Troca l6nica

Para a purificagdo foi utilizada coluna HiTrap® SP FF (GE Healthcare Life Science,
Chicago, IL, EUA) de troca catidnica, em bomba pesristéltica (GE Healthcare Life Science,
Chicago, IL, EUA). As fracdes obtidas do chogue osmético das proteinas com pl 7,2 foram
tamponadas com 20 mM fosfato de potassio pH 5,8 (purificacdo 1) e as proteoformas com pl
6,3 e 6,6 foram tamponadas com 20 mM de acetato de soédio pH 5,0 (purificacdo 2);
posteriormente as amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose de poro 0,2
um (Sartorius, Gottingen, Alemanha) antes da purificacéo.

e Purificacdo 1: a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna (VC) de H.O ultrapura;
equilibrada com 10 VC de 20 mM fosfato de potassio pH 5,8; ativada com 5 VC de 20
mM fosfato de potassio pH 5,8 + 1 M NaCl; lavada com 10 VC 20 mM fosfato de
potassio pH 5,8; carregada com a amostra; lavada com 10 VC de 20 mM fosfato de
potéssio pH 5,8; lavada com 10 VC de 20 mM fosfato de potéssio pH 6,6; eluigdo com
20 mM fosfato de potassio pH 8,0.

e Purificacdo 2: a coluna foi lavada com 10 VC de H.O ultrapura; equilibrada com 10
VC de 20 mM acetato de sddio pH 5,0; ativada com 5 VC de 20 mM acetato de sdédio
pH 5,0 + 1 M NacCl; lavada com 10 VC 20 mM acetato de sddio pH 5,0; carregada


https://web.expasy.org/protparam/
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com a amostra; lavada com 10 VC de 20 mM acetato de sodio pH 5,0; lavada com 10
VC de 20 mM acetato de sédio pH 5,8; eluicdo com 20 mM fosfato de potéassio pH
8,0.

As amostras foram coletadas da eluicdo a cada 1 mL e a presenga de proteina foi
identificada por reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) antes da

confirmacéo por eletroforese.

1.3.7.2.  Cromatografia de Excluséo molecular

Apdbs a troca ibnica, confirmamos o grau de pureza e alteracbes na conformacéo
quaternaria da proteina por cromatografia de exclusdo molecular. Utilizando a coluna
Superdex® 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA). As
fracOes obtidas da troca catidnica foram concentradas através de ultrafiltracdo em membrana
usando o Amicon-Ultra 15 mL com corte de 10 kDa NMWL com membrana de celulose
regenerada (Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA) a 4.000 x g, 4°C até o volume de 500 L.
A coluna foi equilibrada com 50 mL de tampédo 20 mM fosfato de potéssio pH 8,0 + 100 mM
glicina; em seguida a solucdo proteica foi aplicada na coluna em fluxo isocratico de 1,0
mL/min. As amostradas eluidas foram coletadas em volume de 0,5 mL.

1.3.8. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE)

A purificacdo das enzimas foi avaliada por SDS-PAGE redutor (LAEMMLLI, 1970). O
gel de separacdo foi preparado utilizando 470 mM de tampédo Tris-HCI pH 8,8, 14 % de
acrilamida/bis-acrilamida, 0,1 % de persulfato de amobnio (PSA) e 10 pL de
N,N,N’,N 'tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA). No gel
empacotador foram utilizados 120 mM tampéo Tris-HCI pH 6,8, 4,5 % de acrilamida/bis-
acrilamida, 2,3 mL de agua, 0,1% de PSA e 10 puL de TEMED. A H,O ultrapura cada 10 pL
de amostras foram adicionados 0,5 uL ditiotreitol (DTT) 1 M e 3 uL tampéo de amostra 5X
(60 mM de Tris-HCI pH 6,8; 25% de glicerol; 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS); 0,5 mL
de B-mercaptoethanol; 0,1% de azul de bromofenol) e 1,5 uL de &gua, e fervidas a 95°C por 5
minutos. As amostras foram aplicadss no gel e na corrida eletroforética foi utilizado tampao
Tris-Glicina 1X (25 mM d Tris; 192 mM de glicina; 3,5 mM de SDS) a 180 V no sistema de
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eletroforese de proteina (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). O gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) por 30 minutos
sob leve agitacdo e descorado overnight com solucdo contendo 10% de metanol; 10% de

acido acético glacial; 80% de H20 ultrapura.

1.3.9. Concentracao e Quantificacdo das proteinas

As proteinas foram concentradas através de ultrafiltragdo em membrana usando o
Amicon-Ultra 15 mL com corte de 10 kDa NMWL em membrana de celulose regenerada
(Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA). Ap6s a concentracdo, as proteinas foram
quantificadas a 280nm seguindo a lei de Lambert-Beer, onde:

A=¢.l.c

A é a absorbancia; ¢ é o coeficiente de absortividade molar; | é a distancia percorrida pela luz; ¢ é a concentracdo

da substancia absorvente pelo meio.

A determinacdo do coeficiente de absortividade molar foi calculada pelo programa de

bioinforméatica ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) de acordo com a sequéncia

primaria especifica. O valor de ¢ para as proteoformas mutantes e a enzima selvagem foi de
19.370 Mt.em™.

1.3.10. Espalhamento dindmico de Luz

A determinacdo da massa molecular das proteoformas selvagem (WT) e dupla mutante
(DM) foram realizadas através da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS — do inglés
Dynamic Light Scattering). Para isso, as enzimas WT (1,3 mg/mL) e DM (1,7 mg/mL) foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C e filtradas em membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) 0,22 uM (Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA). Em seguida, 20 pL
da proteina foi aplicada em cubeta de quartzo para realizacdo da medida. O branco utilizado
foi o tampéo das amostras, 20 mM de fosfato de potassio pH 8,0 + 100 mM de glicina. Foram
realizadas vinte leituras a cada 5 segundos a 25°C. O equipamento utilizado foi o DynaPro
NanoStar (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA) do Laboratério de Proteinas e
Biologia Redox do Instituto de Biociéncias — USP, e a analise dos dados foi realizada pelo
software DYNAMICS (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA) a 25°C utilizando o

modelo proteina globular.
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1.3.11. Analise de dicroismo circular

As enzimas WT e DM depois de purificadas e quantificadas foram submetidas a
analise de estrutura secundéria por dicroismo circular. A analise foi realizada usando uma
cubeta de 10 mm de trajeto contendo 3 UM de proteina em tamp&o 20 mM fosfato de potassio
pH 8,0 no Centro Analitico do Instituto de Quimica - 1Q - USP (S&o Paulo, SP, Brasil) em um
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco Inc., Indaiatuba, SP, Brasil), no mesmo dia que as
enzimas foram purificadas. Os dados obtidos do dicroismo circular foram analisados
utilizando o software CDNN 2.1 Circular Dichroism Spectroscopy Deconvolution (Applied
Photophysics Ltd., Leatherhead, Reino Unido).

1.3.12. Determinacdo da Atividade Especifica

1.3.12.1. Ensaio colorimétrico

A ASNase catalisa a hidrélise de L-asparagina e L-glutamina em acido aspartico e
acido glutamico, respectivamente e amonia. Para determinar a atividade enzimatica utilizamos
0 reagente de Nessler, o qual é composto por uma solucdo de tetraiodomercurato (I1) de
potassio que detecta nitrogénio amoniacal formando um precipitado amarelo-acastanhado,

representado na reagéo 1.1.

NH, + 2[Hgl4]* + 30H™ — |Hg,O(NH,)I" + 7I" + 2H,0

Reacdo 1.1 - Reacgdo de deteccdo de nitrogénio amoniacal utilizando reagente de Nessler.

O ensaio de atividade especifica foi realizado em microplacas utilizando 50 mM
fosfato de potassio pH 8,0, 20 mM de L-asparagina ou L-glutamina (Sigma Aldrich Co., Saint
Louis, MO, EUA) em volume final de 370 uL. A quantidade de enzima variou de 0,065 pug a
1,04 ug de proteina para reacdo com L-asparagina e, de 1,09 pg a 10,9 pg de proteina para
reagcdo com L-glutamina. A reacdo foi incubada a 37 °C por 10 min e parada com 20 pL de
1,5 M &cido tricloroacético (TCA) (IMADA et al., 1973; PRADHAN et al., 2013). A reacdo
foi diluida 10X em &gua, adicionado 37 pL de Reagente de Nessler (Merck Millipore,
Bellerica, MA, EUA), volume final de 370 pL. A leitura foi realizada a 440nm em
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espectrofotémetro leitor de microplacas SpectraMax M2 (Molecular Devices, San José, CA,
EUA). A curva padréo foi feita com sulfato de amoénio variando a concentracao entre 0 e 20
pumol/mL (ORSONNEAU et al., 2004) nas mesmas condicGes dos ensaios. Para quantificacdo
das reacOes os valores de absorbancia obtidos foram interpolados nessa curva padréo.

O branco do ensaio, contendo todos reagentes com excecao do substrato (L-asparagina
ou L-glutamina), e o controle negativo, contendo todos os reagentes com exce¢édo da enzima,
foram incubados nas mesmas condicdes da reacdo descrita acima. As absorbancias do branco
e do controle negativo foram mensuradas e aquele que apresentou o maior valor foi
descontado da reacao.

O tempo de reacdo foi determinado previamente realizando o ensaio de atividade em
diferentes tempos para cada concentracdo de enzima utilizada. Concluiu-se que 10 minutos de
reacdo € o tempo em que todas as concentracfes de enzima, nas condi¢bes descritas acima,

estdo na velocidade inicial e consomem menos de 5 % do substrato.

1.3.12.2. Ensaio acoplado

As atividades enzimaticas para L-asparagina e L-glutamina foram determinadas por
ensaio acoplado a enzima na presenca de B-Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (-
NADH) para L-asparagina, ou B-Nicotinamida adenina dinucleotideo (B-NAD+) para L-
glutamina.

Resumidamente, a reacdo para determinar os parametros cinéticos para L-asparagina
consistiu em 100 mM de Tris-HCI pH 7.4, 0,4 mM de a-cetoglutarato, 0,4 mM de 3-NADH
(Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), 5 U/mL de transaminase glutdmico oxalacética
(TGO), 1 U/mL de malato desidrogenase (MDH), 20 mM de L-asparagina e de 0,065 a 0,52
pg de proteina (RIGOUIN et al., 2017), reacdo 1.2. A reacgdo é estequiométrica, onde 1 mol de
L-acido aspartico produzido pela hidrolise da L-asparagina equivale a 1 mol de B-NADH
oxidado a B-NAD",

Para L-glutamina, foram adicionados 50 mM de Tris-HCI pH 7,4, 0,05 mg de
glutamato desidrogenase (GDH) (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), 1,2 mM de -
NAD* (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), 0,5, 2,0 ou 20 mM de L-glutamina e de
0,26 a 1,0 pg de proteina (COSTA et al., 2016), reacdo 1.3. A reacdo € estequiométrica, onde
1 mol de L-&cido glutdmico produzido pela hidrélise de L-glutamina equivale a 1 mol de B-
NAD" reduzido a B-NADH.
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A
L-asparagina ASNase > L-acido aspartico )+ NH,
B
TGO . .
L-acido aspartico)+ a-cetoglutarato p (Oxalacetato)+ L-acido glutdmico

C

MDH
+ p-NADH Malato + B-NAD~

Reacdo 1.2 - Representacdo das trés reagdes enzimaticas do ensaio acoplado a p-NADH para determinacdo dos
pardmetros cinéticos da ASNase usando L-asparagina como substrato. Reacdo A - hidrélise da L-asparagina
catalisada pela ASNase, em vermelho est4 destacado o produto da hidrdlise utilizado na préxima etapa; Reacéo
B - Sintese de oxalacetato catalisada pela enzima transaminase glutdmico oxalacética (TGO), em azul estd
destacado o produto da hidrdlise utilizado na terceira etapa; Reacdo C — Sintese de malato catalisada pela enzima
malato desidrogenase (MDH) utilizando B-NADH (em negrito) como cofator. A oxidagdo de B-NADH a j-
NAD* é acompanhada em tempo real a 340 nm.

v

A

ASNase

L-glutamina L-acido glutamico) + NH,

v

i . GDH ) E
p-NAD » o-cetoglutarato + NH; + B-NADH

L-acido glutimico

Reacdo 1.3 - Representagdo das duas reacdes enzimaticas do ensaio acoplado a p-NAD+ para determinacgdo dos
parametros cinéticos da L-asparaginase (ASNase) usando L-glutamina como substrato. Reacdo A - hidrélise da
L-asparagina catalisada pela ASNase, em vermelho esta destacado o produto da hidrélise utilizado na préxima
etapa; Reacdo B - Sintese de a-cetoglutarato catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH) utilizando o
L-acido glutdimico como substrato e o B-NAD* como cofator. A redugdo de a B-NAD* a B-NADH (em negrito) é
acompanhada em tempo real a 340 nm.

Ambas reac¢Ges foram iniciadas com a adi¢do do substrato e monitorada a 37°C a 340
nm. Como controle negativo a reagéo foi realizada sem a presenca de ASNase e o0 branco da
reacdo foi monitorado durante o mesmo tempo de reacdo sem a adicao de B-NADH ou B-
NAD". A oxida¢do de B-NADH a B-NAD* e a reducdo de B-NAD" a B-NADH foram
monitoradas em tempo real a 340nm em um espectrofotdmetro leitor de microplacas
SpectraMax M2 (Molecular Devices, San José, CA, EUA); o coeficiente de extingdo molar

utilizado foi de 6,22 mM=t.cm™.
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1.3.13. Determinacéo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram determinados através do ensaio acoplado as enzimas
TGO e MDH para L-asparagina, ou a enzima GDH para L-glutamina. Foram utilizadas as
mesmas condic¢des descritas para atividade especifica descrita no item 1.3.12.2, com exce¢do
das concentragdes de proteina ASNase e de substrato. Para L-asparagina, foi utilizado 5 nM
de proteina para enzima WT e 2,5 nM para DM com as concentracfes de substrato variando
de 3,9 UM a 500 uM. Para L-glutamina, foi utilizado 50 nM de cada enzima e a concentragédo
de substrato variou de 0,039 mM a 10 mM.

O célculo dos pardmetros cinéticos, constante de Michaelis-Menten (Km), velocidade
maxima (Vmax), constante catalitica (kcat) € eficiéncia catalitica (kcat/ Km) foi realizado com o
auxilio do programa GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA)
utilizando regressdo ndo linear, a partir da velocidade inicial (Vo) de hidrélise para cada
concentracédo de substrato.

1.3.14. Determinacdo do pH 6timo e temperatura 6tima

Para determinacdo do pH 6timo o mesmo ensaio de atividade especifica descrito no
item 1.3.12.1 foi realizado a 37°C com diferentes tamp&es: 50 mM &cido citrico pH 4,0 e 5,0;
50 mM fosfato de potassio pH 6,0, 7,0 e 8,0; 50 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM Bicarbonato de
sodio pH 10,0 e 11,0. Em cada reacdo foi adicionado 500 mM de NaCl para diminuir a
interferéncia da forca iGnica dos diferentes tampdes.

Para determinar a temperatura 0tima, 0 mesmo ensaio de atividade especifica foi
realizado em diferentes temperaturas de 15°C a 65°C com intervalos de 5°C, utilizando

tampdo 50 mM de fosfato de potassio pH 8.0.

1.3.15. Estabilidade na presenca de soro humano in vitro

As enzimas foram incubadas com 10 % de soro humano (Invitrogen, Waltham, MA,
EUA) a 37 °C em banho de agua por seis dias. Como controle, incubamos as enzimas sem
adicdo de soro nas mesmas condigdes e, o branco do ensaio foi feito sem a presenca das

enzimas. A cada 24 horas, foi realizado o ensaio de atividade especifica descrito no item 1.3.12.1.
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1.3.16. Avalicdo da resisténcia proteolitica

As enzimas ASNase foram incubadas durante 24 horas a 37°C na presenca de
catepsina B (CTSB) e asparaginil endopeptidase (AEP) humanas, de acordo com protocolo
adaptado de Patel (2009). No ensaio foram utilizados 1 pL de CTSB 1.500 U/mg (Sigma
Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) ou AEP 0,4 mg/mL (Abcam Plc, Cambridge, Reino
Unido), 2 pg das enzimas ASNase WT ou DM, 50 mM de tampéo citrato de sodio pH 5,2.
Apbs as 24 horas a 37°C, a acdo proteolitica foi avaliada por gel SDS-PAGE como descrito

no item 1.3.8.

1.3.17. Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA)

O anticorpo anti-ASNase primério utilizado foi produzido sob encomenda em coelho
contra enzima selvagem de D. chrysanthemi pela empresa Rheabiotech (Campinas, SP,
Brasil). A placa de ELISA de alta ligacdo (Greiner Bio-One, Americana, SP, Brasil) foi
imobilizada com 0,001 ng a 1,0 ng de proteina (WT ou DM) diluidas em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 1X overnight a 4°C. Apds imobilizacdo, a placa foi lavada com
PBS 1X e 0,5% de Tween-20 (PBS-T 1X) para remocao das enzimas ndo ligadas; em seguida,
a placa foi bloqueada com 1% de BSA diluida em PBS 1X e incubada por 90 minutos a 37°C
sob agitacdo a 150 r.p.m. O sobrenadante foi descartado e a placa foi lavada novamente com
PBS-T 1X. O anticorpo anti-ASNase (1:10.000 v/v) diluido em solucédo de trabalho (PBS 1X,
10% de soro fetal bovino e 0,2% de Tween-20) foi adicionado e a placa foi incubada por 90
minutos a 37°C sob agitacdo a 150 r.p.m. A placa foi lavada com PBS-T 1X e o anticorpo IgG
anti-coelho secundario conjugado com peroxidase — KPL antibodies (LGC SaraCare, Milford,
MA, EUA) (1:3.000 (v/v) diluido em solugdo de trabalho) foi adicionado a placa e incubado
em temperatura ambiente por 90 minutos e, em seguida, o anticorpo ndo ligado foi removido
com uma Unica lavagem com PBS 1X. Apés a lavagem, foram adicionados 100 pL de uma
solugéo contendo 1% de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma Aldrich Co., Saint
Louis, MO, EUA) (p/v) e 0,1% H>02 30% (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) (v/v) diluidos em
tampé@o 50 mM citrato-fosfato pH 5,3; apos 5 minutos foram adicionados 100 pL de acido
sulfurico 2 M (Synth, S&o Paulo, SP, Brasil) para parar a reacdo. A absorbancia foi medida a
492 nm em um espectrofotdbmetro leitor de placa SpectraMax M2 (Molecular Devices, San
José, CA, EUA).
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1.3.18. Ensaio de citotoxicidade in vitro

No ensaio foram utilizadas as linhagens celulares de leucemia linfoblastica aguda
MOLT-4 e REH, obtidas a partir do Banco de Ceélulas do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). As células foram cultivadas a 37°C com 5% de CO2 em meio RPMI-1640 (Vitrocell
Embriolife, Campinas, SP, Brasil) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell Embriolife,
Campinas, SP, Brasil) e suplementado com 10 mM HEPES, 1 mM piruvato e 4,5 g/L de
glicose.

Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 2 X 10* células (MOLT-4 ou REH) em
150 pL de meio de cultivo (RPMI-1640 + 10% SFB) suplementado e seis concentracfes da
enzima WT ou DM (0,01, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5 e 1 U/mL); a placa foi incubada a 37°C com 5%
de COz por 72 horas. Ap6s a incubacéo, foi adicionado 0,5 mg/mL de brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO,
EUA) diluido em PBS 1X e a placa foi incubada a 37°C com 5% de CO2 por 3 horas. Em
seguida, 150 pL de uma solucdo contendo 10% SDS + 0,01M de HCI foram adicionados na
placa e incubada a 37°C com 5% de CO. overnight para solubilizacdo dos cristais. Apos a
solubilizacdo, a absorbancia foi medida a 597 nm em espectrofotometro leitor de placas
SpectraMax M2 (Molecular Devices, San José, CA, EUA).

1.4.RESULTADOS

1.4.1. Selecdo das proteoformas mutantes

1.4.1.1. Expressao e purificagdo das proteoformas mutantes

Dez dos dezessete clones obtidos pela biblioteca de mutantes previamente criada pelo
nosso grupo de pesquisa foram reanalisados nesse trabalho. Os dez clones listados na tabela
1.1 foram cultivados em meio LB + carb, submetidos a extracdo plasmidial e confirmados por
gel de agarose (figura 1.3A), o tamanho esperado da construcdo pET-15b + ansB de D.
chrysanthemi é de aproximadamente 7.000 pb. As bandas por volta de 5.000 pb representam
os plasmideos em estado supercoil.

A presenca do inserto ansB foi confirmada por PCR (figura 1.3B) apresentando

bandas entre 1.000 e 1.650 pb. O gene ansB de D. chrysanthemi possui 1.044 pb e 0s
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iniciadores utilizados (que correspondem as regides do promotor e terminador T7 do vetor
que flanqueiam o gene) possuem aproximadamente 300 pb de distancia entre si; portanto, na
confirmacdo do inserto sdo esperadas bandas de aproximadamente 1.350 pb. Apds a
confirmacdo, os plasmideos foram inseridos em linhagens de E. coli DH5a para estoque e
enviados para sequenciamento no Servigo de Sequenciamento de DNA do Instituto de
Quimica — 1Q/USP para garantir a utilizacdo dos clones corretos. Apds a confirmagdo das
sequéncias corretas os plasmideos foram retransformados em E. coli BL21(DE3) para

expressao proteica.

A B

1 23 4 56 7 8 910 WTKb 1 23 45 67 8 910 WTKb

5.000 pb

5.000 pb 5.000 pb
1.650 pb 1.650 pb 1.650 pb
1.000 pb 1.000 pb 1.000 pb

Figura 1.4.3 - Confirmacg&o da obtencdo dos plasmideos e confirmacéo da presenca de inserto por gel de agarose
1%. A - Extracdo plasmidial dos dez diferentes clones mutantes e o clone selvagem (WT). B - PCR dos dez
diferentes plasmideos com mutacdo e do plasmideo com o gene ansB selvagem (WT), com aproximadamente
1.350 pb, utilizando os iniciadores do promotor e terminador T7 do vetor pET1-5b, o quais flanqueiam o gene de
interesse para confirmacéo de inserto; C1 é o controle da reagdo de PCR sem os iniciadores; C2 é o controle da
reacdo de PCR sem o DNA; Kb representa o padrdo utilizado 1Kb DNA ladder (Invitrogen, Waltham, MA,
EUA).

Apbs a expressdo das dez proteoformas e da enzima selavagem, os pellets celulares
obtidos foram submetidos ao procedimento de choque osmético, onde somente a parede
celular externa da bactéria é rompida, e as proteinas secretadas para o periplasma séo obtidas
(HARMS et al., 1991).

Pela andlise do ponto isoelétrico das proteinas, escolhemos a coluna de troca catidnica
HiTrap® SP FF (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA) para purificacdo. Essa
coluna realiza a troca de céations, portanto ao submeter a proteina a um pH abaixo do seu
ponto isoelétrico a proteina passa a ter carga liquida positiva, sendo possivel a realizacdo da
troca cationica. Todas as proteoformas mutantes e a enzima WT foram purificadas com trés
etapas de pH, o que possibilitou a obtencdo das proteinas com elevado grau de pureza,
confirmadas por eletroforese em SDS-PAGE (figura 1.4).
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Figura 1.4 - Gel SDS-PAGE 14% para confirmaco da purificacdo das dez proteoformas mutantes (1 a 10) e
selvagem (WT) da enzima ASNase de D. chrysanthemi. FP é fracdo periplasmatica da bactéria que expressa a
enzima WT antes da purificagdo; em cada canaleta foram aplicados 10 pL de proteinas previamente purificadas.
Todas as proteinas possuem massa molecular de aproximadamente 35 kDa; MM indica o padrdo de massa
molecular BenchMark (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).

1.4.1.2. Determinacéo da atividade especifica das dez proteoformas

Em busca de uma enzima com caracteristicas superiores as enzimas disponiveis no
mercado, com potencial para reduzir os possiveis efeitos adversos e melhorar a eficicia do

tratamento, utilizamos como parametro de selecdo a melhoria na atividade especifica para L-
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asparagina e L-glutamina. Desta forma, as proteoformas mutantes puras foram quantificadas e
em seguida as atividades especificas para L-asparagina e L-glutamina foram determinadas e
comparadas com a enzima WT. Para isso, a concentracdo de substrato foi mantida fixa em
excesso e as concentracdes de proteinas foram variadas.

ApoOs a incubacdo com o substrato (L-asparagina ou L-glutamina), as absorbancias
foram substituidas na equacgdo da reta, obtida através da curva de calibracdo para o reagente
de Nessler, feita com sulfato de amdénio (anexo B). Desta forma, foi possivel calcular a
concentracdo de amonia produzida durante a hidrdlise catalisada por cada concentracdo das
enzimas. Os valores encontrados foram divididos pelo tempo de reagdo e, assim, foi
determinada a velocidade de formagdo de produto em pumol/min.

A atividade especifica da enzima é dada pela velocidade da reacdo em funcdo da
guantidade em miligrama de proteina utilizada no ensaio. O coeficiente angular da equacdo da
reta corresponde a atividade especifica (U/mg), sendo que, uma unidade (U) equivale a um
umol de NHz produzido por minuto pela enzima a 37°C. Em resumo, todos os valores
calculados para cada proteoforma estdo relacionados na tabela 1.2, e os graficos de todas as
reacOes estdo apresentados no anexo B para a atividade asparaginasica (ASNase) e no anexo

C para a atividade glutaminésica (GLNase).

Tabela 1.2 - Atividade especifica das proteoformas mutantes de ASNase

Proteoforma L-asparagina L-glutamina GLNase/

(U/mg) (U/mg) ASNase %
WT 3255+ 7,7 492+272 15,1
1 1949+ 8,6 240x0,8 12,3
2 159,7+6,7 23,0+0,8 14,4
3 1458 +5,3 253172 17,3
4 83,045 5303 6,4
5 109,127 11,8+04 10,8
6 468,479 430+1,8 9,2
7 280,0+6,9 447+1.2 15,9
8 342,5+29,9 579+1,0 16,9
9 240,0+ 6,2 350+15 14,6
10 164,7+7,8 30611 18,5

Atividade especifica mensurada por reagente de Nessler para L-asparagina e L-glutamina
em U/mg e a razdo entre ambas (GLNase /ASNase) calculada em %.
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Diante dos resultados obtidos ap6s o ensaio de atividade com as proteoformas puras,
produzidas e purificadas nas mesmas condi¢bes que a enzima WT, nos selecionamos a
proteoforma numero 6 para continuidade do estudo de caracterizacdo por apresentar um
aumento significativo na atividade asparaginasica e sem alteracdes significativas na atividade
glutamindsica quando comparada com a enzima WT. A proteoforma 6 € 44 % mais ativa para
L-asparagina do que a enzima WT, e a sua relacdo GLNase / ASNase € 40 % inferior a da
enzima WT (tabela 1.2).

1.4.2. Caracterizacdo da proteoforma selecionada

1.42.1. Avaliacdo das mutacbes, pureza, estrutura secundaria e

quaternaria da proteina

Apds a selecdo da proteoforma 6, a presenca de duas mutacdes foi confirmada por
meio do sequenciamento de DNA: uma mutacdo interna na interface de dois mondmeros e
proxima a residuos do sitio ativo da enzima, uma glutamina na posi¢do 227 por um &cido
glutdmico (Q227E); e uma mutacdo na superficie, uma valina na posicdo 272 por uma
metionina (V272M). A posicdo das mutacgdes foi identificada considerando a sequéncia da
proteina madura (sem os 21 aminoacidos da sequéncia sinalizadora para o periplasma), como
mostra a figura 1.5. Por isso, nos proximos resultados apresentados a proteoforma 6 sera
denominada dupla mutante (DM).

A enzima WT e a proteoforma DM passaram ser cultivadas em volume de 1 L para
obtencdo de maiores quantidade de proteina para realizacdo dos ensaios de caracterizacao.
Apbs realizar a troca catidnica do extrato periplasmatico obtido a partir de 1 L de cultivo,
confirmamos a eficiéncia da purificacdo por SDS-PAGE e por cromatografia de exclusdo
molecular (figuras 1.6A e B). O cromatograma de exclusdo molecular mostra a presenga de
um unico pico, de alta resolugdo e com o mesmo tempo de retencdo de 13,68 mL para ambas
enzimas, confirmando a obtencdo das enzimas com elevado grau de pureza por um Unico
passo cromatografico e sem alteracGes na conformacédo da enzima apos a dupla mutacdo em

relacdo a enzima WT.
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Lys-168

GIn-227

Figura 1.5 - Identificagdo dos residuos mutados na ASNase de D. chrysanthemi proteoforma 6. Representagéo do
modelo do tetrdmero da enzima em cartoon (A). Em verde esta o residuo valina 272 mutado por uma metionina,
localizado na superficie da proteina (B), em vermelho esté representado os residuos do sitio ativo, e em azul esta
o residuo de glutamina na posicao 227 que foi mutado por um &cido glutdmico, localizado na interface de dois
monodmeros (C). Figura criada pelo programa PyMOL utilizando a estrutura 10J7 obtida do Protein Data Bank
(PDB) com as referidas substituicdes nos aminoacidos que sofreram mutagdo na estrutura primaria.
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Figura 1.6 - Avaliacdo do grau de purificagdo e conformacdo das proteinas. A- Gel SDS-PAGE 14% para
confirmacédo da purificacdo das enzimas selvagem (WT) e dupla mutante (DM) ap6s troca catidnica do extrato
periplasmatico. No gel foi aplicado 10 pL de diferentes fracfes da proteina coletada durante a eluicdo com 50
mM de fosfato de potassio pH 8,0. As proteinas possuem massa molecular de aproximadamente 35 kDa; o
padrdo de massa molecular utilizado foi o Prestained Dual Color Molecular Weight Marker 10-170 kDa
(MyBioSource, San Diego, CA, EUA). B- Exclusdo molecular das fragBes coletadas apds troca catidnica das
enzimas WT e DM. As fracOes purificadas utilizando a coluna de exclusdo molecular Superdex® 200 Increase
10/300 GL (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA).

Por seguinte, avaliamos possiveis alteragdes na estrutura secundéaria e quaternaria da
proteina. Primeiro, utilizamos a técnica de espalhamento dindmico de luz para verificar se,
apo0s o processo de extracdo e purificacdo, ambas enzimas estavam com o grau de
oligomerizacdo esperado formando um tetrdmero de aproximadamente 140 kDa. Em seguida,
por meio do espectro de dicroismo circular analisamos a estrutura secundéaria da proteina DM
e comparamos com a enzima WT.

A analise de DLS mostrou que ambas enzimas obtiveram tamanhos semelhantes,
indicativo de que estdo na conformagdo tetramérica com massa molecular de
aproximadamente 140 kDa (tabela 1.3). A enzima WT apresentou alguns contaminantes na
amostra, os quais podem ter influenciado a determinacdo do tamanho da proteina, estimado
em 162 kDa. Ja a enzima DM apresentou um menor nimero de contaminantes e um perfil
menos polidisperso do que a WT e seu tamanho estimado de 134 kDa foi o mais proximo do

esperado (figura 1.7).
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Tabela 1.3 — Anélise de DLS das enzimas WT e DM

Enzima Intensidade Raio %PD Mw-R Amplitude SOS

(Cnt/s) (nm) (kDa)
WT 17856,025 5,237 53,7 162 0,528 43,538
DM 264336,586 4,832 37,4 134 0,487 22,629

Os dados sdo a média de 20 leituras feitas a 25 °C.

Cnt/s — counts/sec (contagem por segundo);

PD — Polidispersdo;

Mw-R — Molecular weight-Radius (massa molar média estimada a partir do raio hidrodindmico);
SOS — Sum of squares (estatistica de erro da soma dos quadrados);
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Figura 1.7 - Analise do grau de oligomerizacdo da enzima DM em comparagdo com a WT por espalhamento
dindmico de luz (DLS). As setas indicam a presenca de contaminantes.
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A estrutura quaternaria da enzima DM ndo foi alterada pelas mutacGes, porém a
presenca da dupla mutacdo alterou a estrutura secundaria da proteina (figura 1.8). A andlise
do dicroismo circular mostrou um aumento de estrutura em a-hélices e reducédo da quantidade

de folhas-p na proteoforma DM.
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Figura 1.8- Espectro do dicroismo circular das proteoformas WT e DM e quadro relacionando a porcentagem
das estruturas secundérias. O ensaio foi realizado pelo servi¢o da Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de S&8o Paulo (1Q-USP) em duplicata no mesmo dia em que as amostras foram purificadas. A
andlise dos dados foi feita com o software CDNN (Circular Dichroism analysis using Neural Networks).

1.4.2.2.
L-asparagina

Determinacdo da atividade especifica e parametros cinéticos para

Apdbs a obtencdo das proteinas em maior volume e confirmagdo do grau de pureza
apos a purificacdo, a confirmacdo do aumento na atividade especifica da proteoforma DM
para L-asparagina foi realizado utilizando novamente o ensaio colorimétrico com reagente de
Nessler e o ensaio acoplado B-NADH. O ensaio acoplado também foi utilizado para
determinacdo dos parametros cinéticos, dessa forma anulamos diferenca de sensibilidade dos
dois métodos, e validamos por uma segunda metodologia a diferenca observada na atividade
especifica entre as enzimas WT e DM.

A figura 1.9A mostra que a atividade asparaginadsica da proteoforma DM foi
aumentada em 56% em relagéo a enzima WT utilizando o reagente de Nessler, com 446 U/mg
e 285 U/mg respectivamente. Com o ensaio acoplado esse o aumento foi de 46%, 321 U/mg
da enzima DM e 219 U/mg da enzima WT. Os parametros cinéticos das enzimas WT e DM

foram determinados através do modelo de Michaelis-Menten (figura 1.9B). Para a enzima
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DM foi utilizado metade da concentragdo enzimética usada para a enzima WT, pois utilizando
a mesma concentra¢do enzimatica nos pontos com maior concentracdo de substrato ndo foi
possivel determinar a velocidade inicial, o que estd de acordo com a maior atividade
especifica observada. Os resultados mostram que ambas as enzimas apresentaram a mesma

afinidade pelo substrato, com um Kn de aproximadamente 40 uM; porém, o0 ket da enzima
DM foi aumentado em 30% (tabela 1.4).
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Figura 1.9 — Determinacéo da atividade especifica e parametros cinéticos para L-asparagina da proteoforma DM
e enzima selvagem (WT). A — Atividade especifica determinada pelo ensaio colorimétrico com reagente de
Nessler e pelo ensaio acoplado ao B-NADH. Grafico da velocidade em pmol/min em fungéo da quantidade em
miligrama de proteina, onde o coeficiente angular da equacéo da reta representa a atividade especifica para cada
enzima dada em U/mg. B - Graficos de Michaelis-Menten da cinética enzimatica utilizando ensaio acoplado ao
B-NADH. A comparacdo entre os modelos de Michaelis-Menten (HO) e Alostérico Sigmoidal (H1) utilizando o
teste F mostra que o melhor modelo para os dados das enzimas WT e DM é o modelo de Michaelis-Menten, com

P > 0,05. Os gréficos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism 5.0. Os ensaios foram realizados em
triplicata e representados pela média + erro padréo.
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Tabela 1.4 — Pardmetros cinéticos das enzimas ASNase WT e DM para L-asparagina

Enzima Km (UM) Keat (s) Keat/Km (M/s1)
WT 35,9+£6,3 121,8+3,7 3,4 x 108
DM 46,8+7,1 154,1 £ 3,9** 3,3x 108

Teste t comparando os valores de cada parametro entre as enzimas WT e DM (**P <
0,05).

Os valores representam a média + erro padrdo da triplicata experimental.

Os parémetros foram calculados usando o programa GraphPad Prism 5.0.

1.4.2.3. Determinacao da atividade especifica e parametros cinéticos para

L-glutamina

A atividade glutaminasica também foi avaliada por dois métodos diferentes: 0 método
colorimétrico com reagente de Nessler e 0 ensaio acoplado ensaio acoplado a B-NAD™ com a
enzima glutamato desidrogenase (GDH), a qual utiliza o B-NAD* como cofator para produgdo
de a-cetoglutaratoN. Na reacdo acompanhamos a reducdo de B-NAD™ a B-NADH a 340 nm.

Como mostra a figura 1.10A, a determinacédo da atividade glutaminasica utilizando 20
mM de L-glutamina (condicdo saturante) ndo mostrou diferenca significativa entre as enzimas
WT e DM em ambos os métodos utilizados. No entanto, seguindo com a determinacdo dos
parametros cinéticos (figura 1.10B), utilizando o ensaio acoplado, observamos que a enzima
DM apresenta menor afinidade pelo substrato, com um aumento no Km de aproximadamente 2
vezes, e reducdo do kcat de aproximadamente 1,6 vezes menor do que a enzima WT (tabela
1.5).

Devido a diferenca de afinidade pelo substrato L-glutamina apresentada pela enzima
DM, investigamos se haveriam alteragbes na atividade especifica da enzima em baixas
concentragdes de substrato, uma vez que ndo observamos diferengas em concentracdo
saturante de substrato. Para isso, avaliamos a atividade glutaminasica nas concentragdes de 2
mM e 0,5 mM de L-glutamina, equivalente as concentragdes desse aminoacido nos ensaios in

vitro e na corrente sanguinea, respectivamente.
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Figura 1.10 — Determinacdo da atividade especifica e parametros cinéticos para L-glutamina da proteoforma DM
e enzima selvagem (WT). A — Atividade especifica determinada pelo ensaio colorimétrico com reagente de
Nessler e pelo ensaio acoplado ao f-NAD* com 20 mM de L-glutamina. Grafico da velocidade em pmol/min em
fungdo da quantidade em miligrama de proteina, onde o coeficiente angular da equacdo da reta representa a
atividade especifica para cada enzima dada em U/mg. B - Graficos de Michaelis-Menten da cinética enzimatica
utilizando ensaio acoplado ao B-NAD*. A comparacdo entre os modelos de Michaelis-Menten (HO) e Alostérico
Sigmoidal (H1) utilizando o teste F mostra que o melhor modelo para os dados das enzimas WT e DM é o
modelo de Michaelis-Menten, com P > 0,05. Os gréaficos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism
5.0. Os ensaios foram realizados em triplicata e representados pela média + erro padréo.

Tabela 1.5 — Pardmetros cinéticos das enzimas WT e DM para L-glutamina

Enzima Km (UM) Keat (s7) Keat /Km (MY/s?)
WT 356.7+£12,1 52+0,04 1,5 x 10*
DM 680,4 £ 56,9** 3,3+ 0,07*** 4,8 x10°

Teste t comparando os valores de cada parametro entre as enzimas WT e DM (**P < 0,05
e *** P < 0,001).

Os valores representam a média + erro padrdo da triplicata experimental.

Os parametros foram calculados usando o programa GraphPad Prism 5.0.
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Como mostra a figura 1.11, observamos uma diminuigdo na atividade gutaminasica
para ambas enzimas. A enzima WT teve sua atividade reduzida somente quando utilizada a
concentracdo mais baixa de substrato (0,5 mM). Ja a enzima DM apresentou uma diminuigédo
na atividade em ambas as concentracdes, sendo que a maior reducdo foi observada com 0,5
mM de L-glutamina. Quando comparamos as atividades entre as duas enzimas, concluimos
que a proteoforma DM apresenta uma diminuicdo significativa na taxa de hidrolise, de 3,7
U/mg para 2,6 U/mg com 2 mM de substrato, e de 2,8 U/mg para 1,6 U/mg com 0,5 mM de

L-glutamina.
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Figura 1.11 - Atividade especifica das enzimas WT e DM utilizando como substrato a L-glutamina nas
concentracdes de 0,5 e 2,0 mM. Grafico da velocidade de hidrolise em pumol/min em fun¢do da quantidade em
miligramas de proteina; a inclinacdo da regressao linear representa a atividade especifica para cada enzima em
U/mg (um U ¢ equivalente a 1 umol de 4cido glutimico produzido por minuto). Analise estatistica usando o teste
F comparando a inclinagdo das retas mostra diferenca significativa entre as enzimas WT e DM para ambas as
concentragdes de substrato (P < 0.0001). O grafico foi obtido por meio do programa GraphPad Prism 5.0. Os
ensaios foram realizados em triplicata e representados pela média + erro padrao.
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1.4.2.4. Determinacdo do pH 6timo, atividade em diferentes temperaturas e

influéncia de cofatores

O pH détimo da enzima DM foi determinado através do ensaio de atividade utilizando
L-asparagina como substrato em diferentes pHs (figura 1.12A). A avaliacdo da temperatura
ideal para catalise também foi feita através do ensaio de atividade especifica em diferentes
temperaturas, utilizando L-asparagina como substrato no pH 6timo da enzima (figura 1.12B).
Para esses ensaios utilizamos o método colorimétrico com reagente de Nessler, uma vez que a
variacdo de pH e temperatura afetariam a catlise das outras enzimas presentes no ensaio
acoplado.

Os gréaficos nos mostram que ambas as enzimas possuem o mesmo pH 6timo de 8,0; a
analise de variacdo de temperatura mostra que a enzima WT apresenta uma maior atividade
entre 40°C e 55°C, e somente apds a exposicdo a 65°C a enzima WT perde atividade de forma
significativa, aproximadamente 70%. Ja a proteoforma DM apresenta atividade crescente até
atingir sua maior atividade a 45°C, porém com 50°C ja é possivel observar uma perda de
aproximadamente 80% da atividade. Ambas proteoformas sdo altamente ativas a 37°C, porém
a enzima DM é menos estavel em temperaturas elevadas.

Além do pH e temperatura que sdo importantes para atividade enzimatica, algumas
substancias que podem estar presentes na corrente sanguinea e podem interferir no potencial
catalitico da enzima foram avaliadas. As enzimas WT e DM foram incubadas previamente
com diferentes concentracGes de metais por 30 minutos a 37°C; posteriormente foi realizado o
ensaio de atividade especifica com reagente de Nessler.

Os metais utilizados foram Ca?*, K*, Mg?* e Zn?" nas concentragdes de 0,5, 1,0, e 10,0
mM. As enzimas WT e DM apresentaram 0 mesmo comportamento, com 0 aumento da
concentracdo do metal ambas as enzimas tendem a perder atividade (figura 1.12C). Os ions de
Ca?" e Mg?" mesmo na concentracio mais baixa de 0,5 mM ja diminuem a atividade
enzimatica em aproximadamente 20 % em ambas as proteoformas. Ja a presenca do ion K*
ocasiona uma diminui¢do da atividade da DM nas concentragcbes mais baixas, 0 que ndo é

observado na enzima WT.
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Figura 1.12 — Andlise da atividade enzimatica frente a variagdo de pH, temperatura e cofatores. A- Determinacéo
do pH o6timo para hidrélise de L-asparagina das proteoformas WT e DM: as enzimas foram incubadas em
tampdBes com diferentes pHs, e para diminuir o efeito da forca i6nica dos diferentes tampGes foi adicionado 500
mM de NaCl em cada reagho. B- As enzimas WT e DM tiveram suas atividades especificas determinadas
variando a temperatura do ensaio entre 15°C e 65°C. C- Avalia¢do da influéncia de cofatores na atividade
enzimética: a atividade especifica das enzimas WT e DM foram determinadas apés 30 minutos de incubagdo a
37°C na presenga dos metais K*, Ca®*, Zn* e Mg?*. Os ensaios foram realizados com reagente de Nessler em
triplicata, as barras representam a média + erro padréo.

1.4.25. Avaliacdo da estabilidade enzimatica in vitro na presenca de soro

humano

Mesmo apresentando caracteristicas bioquimicas muito semelhantes, a proteoforma
DM mostra uma maior sensibilidade a variacdo de temperatura e na presenca de alguns
cofatores testados. Com esses resultados questionamos qual seria 0 comportamento da
proteoforma DM na presencga dos componentes da corrente sanguinea, onde seria sua atuacao
como biofarmaco. Uma forma de avaliar esse comportamento foi incubando a enzima na
presenca de soro humano comercial (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) durante 6 dias e
mensurando a atividade enzimética (figura 1.13).
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Comparando as atividades da enzima WT com e sem adi¢do de soro humano ao longo
dos dias é possivel verificar que no 6° dia a enzima sem soro humano perde 50 % de sua
atividade; ja na presenca do soro humano a enzima se mostra estavel ao longo dos 5 primeiros
dias, apresentando uma reducdo na atividade somente no 6° dia. O mesmo padrdo de
comportamento é observado para a enzima DM; na presenca de soro humano a proteoforma
se mostra mais estavel ao longo dos 5 primeiros dias, com perda de atividade no 6° dia;
porém, na auséncia de soro humano a partir do 5° dia a enzima DM apresenta uma perda de
atividade mais acentuada do que a enzima WT. Contudo, a presenca de soro humano além de
aumentar a estabilidade de ambas enzimas, promove o aumento da atividade especifica,

deixando ambas enzimas com a atividade especificas muito proximas.

2004
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Figura 1.13 - Efeito do soro humano na atividade enzimatica das proteoformas WT e DM. Atividade especifica
(U/mg) das enzimas incubadas com 10 % ou sem adi¢&o de soro humano (SH) (Invitrogen, Waltham, MA, EUA)
mostrando o aumento da atividade e estabilidade enzimética ap6s incubacdo com 10% de soro humano ao longo
de 144 horas (6 dias). Como controle, uma aliquota do soro humano, incubada na mesma condi¢do das enzimas,
foi retirada a cada dia, a amonia presente no soro foi quantificada e os valores obtidos do soro foram descontados
dos valores obtidos durante a hidrdlise enzimatica. O ensaio foi realizado em triplicata e os dados representam a
média + erro padréo.
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1.42.6. Avaliagao do potencial imunogénico in silico e in vitro

Considerando a importancia das reacGes de imunogenicidade durante o tratamento
com ASNase avaliamos in silico se o potencial imunogénico dessa proteoforma DM foi
alterado pela insercdo das mutacGes. Utilizando a ferramenta de bioinformatica Immune

Epitope Data Base and Analysis Resource (IEDB) (http://tools.immuneepitope.org/bcell/),

através do algoritmo de Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity, analisamos o perfil de epitopos
imunogénicos entre as enzimas WT e DM.

O algoritmo utiliza propriedades fisico-quimicas de residuos de aminoécidos e a
frequéncias de ocorréncia em epitopos experimentalmente conhecidos. A aplicacdo deste
método a um grande numero de proteinas demonstrou que 0 mesmo pode prever
determinantes antigénicos com uma precisdo de aproximadamente 75% (KOLASKAR,;
TONGAONKAR, 1990).

Diferengas nos epitopos antigénicos foram encontradas entre os residuos de
aminoacidos da regido onde foi inserida a mutacdo V272M (figura 1.14A). A sequéncia
peptidica 269KGVVVIR275 da enzima WT foi prevista como antigénica; enquanto que na
enzima DM, a mutacdo V272M reduziu o potencial antigénico desse peptideo (figura 1.14B).
A enzima WT apresenta um score de 1,14 nessa regido e a enzima DM apresenta uma reducéo
do score para 1,06, indicativo de que a reducdo na antigenicidade da regido foi ocasionada
pela mutacéo.

Apbs a predicdo in silico da reducdo de epitopos antigénicos na enzima DM,
avaliamos o reconhecimento por anticorpos anti-asparaginase de D. chrysanthemi para as
duas proteoformas por meio do ensaio de ELISA. O ensaio foi realizado utilizando diferentes
quantidades de proteina para ambas enzimas. Nas condicOes testadas, a proteoforma DM
apresentou uma reducdo significativa de reconhecimento de anticorpos quando comparada
com a enzima WT (figura 1.15), de aproximadamente 62,5 = 7,4%, sugerindo que a mutagéo
VV272M reduziu o potencial imunogénico da enzima.


http://tools.immuneepitope.org/bcell/
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Figura 1.14 - Predicdo de epitopos antigénicos. A- Gréaficos do potencial de epitopos antigénicos das enzimas
WT e DM. Regifes consideradas antigénicas estdo representadas em amarelo com threshold acima do score
1,032, e as regifes abaixo desse valor (em verde) ndo sdo consideradas antigénicas; a seta vermelha localiza a
regido com redugdo da antigenicidade. B — Quadro com o score para cada residuo localizado da regido
antigénica da enzima WT e da regido com a mutagdo V272M na enzima DM. Andlise realizada pela ferramenta
de bioinformética Immune Epitope Data Base and Analysis Resource (IEDB).
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Figura 1.15 - Ensaio de ELISA para determinagdo de reconhecimento de anticorpo anti-ASNase de D.
chrysanthemi. Diferentes quantidades das enzimas WT e DM, variando de 0,001 a 1,0 nanograma, foram
expostas contra anticorpo anti-ASNase de D. chrysanthemi. A andlise estatistica usando Two Away ANOVA
seguido de Bonferroni post hoc teste mostra diferenca significativa entre os dados de DM e WT (*** P <
0,001). O ensaio foi feito em triplicata as barras representam a média + erro padréo. O gréfico foi obtido com
o0 programa GraphPad Prism 5.0.

1.4.2.7. Avaliacdo de resisténcia a proteases sericas humanas

Um dos mecanismos de degradacao e inativacdo das ASNases na corrente sanguinea é
o0 reconhecimento pelas proteases CTSB e AEP e a formacao de anticorpos que ocasionam a
hipersensibilidade. A ASNase de D. chrysanthemi foi demonstrada como sensivel a CTSB e
resistente a AEP (PATEL et al., 2009). Através da exposicdo das enzimas WT e DM a essas
proteases in vitro, verificamos que a dupla mutacdo nao conferiu resisténcia a CTSB e nem
alterou a resisténcia & AEP (figura 1.16).
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Figura 1.16 - Avaliacdo de resisténcia as proteases catepsina B (CTSB) e a asparagina endopeptidase (AEP). As
enzimas WT e DM foram incubadas na presenca das proteases CTSB e AEP por 24 horas e a analise da
protedlise foi feita por SDS-PAGE 14%. PM € o padrdo de massa molecular BLUeye Prestained Protein Ladder
(GeneDirex, Taiwan).
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1.4.2.8. Potencial citotoxico da proteoforma DM em células de LLA in vitro

No ensaio de citotoxicidade utilizamos duas células de LLA: a MOLT-4 (células-T) e
a REH (células pré-B) que possuem diferentes niveis de expressdo de ASNS. As células
MOLT-4 expressam baixos niveis de ASNS e sdo consideradas sensiveis ao tratamento.
Entretanto, essas células podem aumentar os niveis de expressdo de ASNS durante o
tratamento em resposta a deplecdo de L-asparagina (BERTUCCIO et al., 2017; RICHARDS;
KILBERG, 2006). Ja as células REH sdo consideradas resistentes a ASNase por expressarem
naturalmente altos niveis de ASNS (HERMANOVA et al., 2012).

As células de LLA MOLT-4 e REH foram tratadas com concentrac@es da enzima WT
ou DM por 72 horas (figura 1.17); € importante ressaltar que devido a maior atividade
especifica da enzima DM (U/mg), a quantidade em nanogramas de proteina utilizada no
ensaio para atingir a mesma concentracdo do que a enzima WT em U/mL, é aproximadamente
40% menor. Apds o periodo de incubacdo a viabilidade celular foi avaliada por MTT, método
colorimétrico que permite a quantificacdo de células metabolicamente ativas. As células
vivas, com o metabolismo ativo, produzem oxirredutases NAD(P)H dependentes que reduzem
o tetraz6lio MTT ao composto Formazan de cor roxa, dessa maneira é possivel quantificar as
celulas vidveis em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

Embora a quantidade de proteina seja 40% menor, a proteoforma DM apresentou o
mesmo perfil citotoxico que a proteoforma WT para a linhagem celular MOLT-4 e sem
diferengas significativas no valor de ICso. No entanto, a linhagem celular REH, apesar de
apresentar o mesmo perfil citotoxico nas maiores concentracdes da enzima (entre 0,1 e 1,0
U/mL), em doses intermediarias (0,03 e 0,05 U/mL) verificamos uma menor letalidade das
células utilizando a enzima DM do que com a enzima WT, o que justifica a diferenca
observada nos valores de ICsp entre as duas proteoformas (tabela 1.6). Esse perfil reflete a
diferenca observada na atividade especifica das enzimas em baixas concentracdes de L-
glutamina (figura 1.11), onde 2 mM ¢é concentra¢do de L-glutamina presente no meio de
cultura das células. Porém, mesmo com essa diferenca o potencial citotoxico da enzima DM é

equivalente ao da enzima WT em maiores concentragdes enzimaticas.
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Figura 1.17 - Ensaio de citotoxicidade das enzimas WT e DM usando as linhagens de LLA MOLT-4 e REH
cultivadas in vitro. Grafico da quantidade de células vivas em funcdo da concentracdo da atividade de enzima
(U/mL) ap6s o tratamento com WT ou DM por 72 horas. Os controles sdo células na presenca do tampéo de
diluicdo da enzima (50 mM Tris-HCI pH 7,4) cultivadas nas mesmas condi¢fes e foram consideradas como
100% de viabilidade. O quadro mostra a diferenga nas quantidades de proteina em nanograma utilizada no ensaio
entre a enzima WT e DM para cada concentracdo de enzima (U/mL). Andlises estatisticas usando Two way
ANOVA seguida por Bonferroni post hoc teste comparando cada concentracdo de enzima, mostra uma diferenga
significativa entre as proteoformas WT e DM (*** P < 0,001 e ** P < 0,01).

Tabela 1.6 — Valores de 1Cso determinado a partir do ensaio de citotoxicidade

ICso + erro padréo [U/mL]

Linhagem celular WT DM P value *
MOLT-4 0,011+ 0,0037 0,022 + 0,0056 0,1650
REH 0,014 £ 0,0013 0,026 £ 0,005 0,0309

*Analise estatistica dos dados comparando os valores de ICsy entre as duas
proteoformas pelo teste F, onde P < 0,05 indica diferenca significativa entres o0s
valores de 1Cso das enzimas WT e DM.
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1.5.DISCUSSAO

Quando a biblioteca de mutantes gerada por epPCR foi criada, todos os clones foram
submetidos a uma triagem preliminar. apds cultivo e expressdo os clones foram
individualmente submetidos ao choque osmético; a presenca de proteinas foi confirmada por
Bradford e, em seguida, os lisados proteicos foram incubados com asparagina e foi adicionado
o reagente de Nessler. Apds mensurar as absorbancias, os valores obtidos foram comparados
com o valor da atividade da proteina selvagem e, assim, estimada a atividade para cada clone
da biblioteca (CUSTODIO, 2018). Apesar dos controles utilizados no ensaio (atividade dos
lisados de células transformadas com o vetor de expressdo pET-15b vazio, crescidas e
induzidas nas mesmas condicdes), provavelmente a presenca de outras proteinas e diferencas
no nivel de expressdo de cada clone poderiam ter interferido na quantificacdo da amonia
produzida. Por isso, foi importante a analise das proteinas purificadas nesse trabalho.

Apobs a purificacdo, conseguimos obter todas as proteoformas com elevado teor de
pureza, 0 que permitiu a quantificacdo precisa das ASNases puras por meio do coeficiente de
extincdo molar, eliminando possiveis interferéncias causadas por proteinas contaminantes. Ao
analisar a atividade especifica dos dez mutantes, concluimos que nove dos dez mutantes nédo
apresentaram melhoria na atividade especifica.

As enzimas com atividade especifica menor ou equivalente a enzima WT ndo foram
selecionadas para caracterizacdo bioguimica, porque os niveis séricos de L-asparagina em
humano séo de aproximadamente 40 uM a 80 uM. Portanto, para ser considerada uma enzima
com potencial efeito antineoplasico € necessario que a enzima seja altamente ativa em baixas
concentragOes de substrato e mantenha os niveis séricos de L-asparagina baixos (BOOS et al.,
1996; BROOME, 1968; COSTA-SILVA et al., 2020).

As ASNases disponiveis para o tratamento da LLA, de E. coli e D. chrysanthemi,
possuem uma alta afinidade pela L-asparagina e baixa afinidade por L-glutamina (DERST;
HENSELING; ROHM, 2000; KOTZIA; LABROU, 2007). Essa afinidade pelo substrato é
caracterizada pelos parametros cinéticos enzimaticos e esta diretamente relacionado com a
atividade especifica da enzima. Assim, uma enzima com menor atividade especifica para L-
asparagina nao seria interessante para aplicacdo biotecnoldgica farmacéutica, uma vez que

seriam necessarias doses maiores e com menores intervalos para alcancar o efeito terapéutico
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desejado. Além disso, 0 aumento da dose e da frequéncia de aplicagdo poderia implicar no
aumento de efeitos adversos e maior incOmodo aos pacientes.

A proteoforma DM foi a Unica a apresentar atividade superior a enzima WT. A dupla
mutacdo aumentou a atividade especifica para L-asparagina em aproximadamente 50%,
confirmada por duas metodologias diferentes. O aumento da atividade especifica da DM foi
reflexo do aumento na velocidade de conversdo do substrato em produto, aumentando o
numero de moléculas catalisadas por segundo. A enzima DM apresentou um aumento de 30%
no keat Sem alteracdo estatisticamente significativa na afinidade pelo substrato. Com isso, a
eficiéncia catalitica se manteve a mesma, mas na pratica, € preciso menor quantidade de
enzima para alcancar a velocidade maxima de reacao.

Quando analisamos a catalise enzimatica na presenca de L-glutamina, verificamos que
em condicdes saturantes de substrato (20 mM) ndo houve alteracbes na atividade especifica.
Entretanto, os parametros cinéticos mostram que a enzima DM possui menor afinidade por
esse substrato. Essa diferenca fica evidente quando utilizamos menores concentragdes de
substrato (0,5 MM e 2 mM) no ensaio de atividade especifica. Na concentracdo sérica desse
aminoéacido (0,5 mM) a reducdo na atividade glutaminasica é de 40% em relacdo a enzima
WT.

Apesar da proteoforma DM apresentar menor atividade em elevadas temperaturas,
essa proteoforma se mostrou altamente ativa em condigdes fisioldgicas (pH 7,4 a 37°C). A
analise na presenca de alguns cofatores mostrou que ions metélicos influenciaram a atividade
enzimatica de ambas as proteoformas in vitro. As concentracfes séricas normais desses ions
variam entre 2,2 a 2,6 mM de Ca?*, de 0,65 a 1,05 mM de Mg?*, de 0,013 a 0,1 mM de Zn*" e
de 3,5 a5 mM de K* (GOLDSTEIN, 2012; GONZALEZ-REVALDERIA et al., 1990;
JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012; KLOOSTERMAN et al., 2008). Os ions Ca?",
Mg?* e K* apresentaram maior influéncia na atividade ja nas concentracbes abaixo das
encontradas no sangue. Os ions Ca2+, Mg2+ afetam ambas as proteoformas, e o ion de
potassio alterou somente a proteoforma DM.

Contudo, quando incubadas na presenca do soro humano foi observado um aumento
da atividade e da estabilidade de ambas as enzimas. A complexidade da composi¢do do soro
sugere que a interferéncia negativa dos ions metalicos na atividade enzimatica é irrelevante e
parece ter influéncia somente quando analisados isoladamente. Portanto, assim com a enzima
WT, a proteoforma DM pode vir a ser altamente ativa em condigdes fisiologicas.

As duas mutacdes da proteoforma DM estdo localizadas no dominio C-terminal da

proteina. A mutacdo Q227E localizada na interface de dois mondmeros fica proxima aos
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residuos do sitio ativo. Residuos da porcdo C-terminal que interagem com residuos do sitio
ativo do mondmero adjacente ja foram relatados, como é o caso do residuo S254 que interage
diretamente com o residuo D96, localizado no dominio N-terminal do outro mondmero,
influenciando na rigidez do tetramero (MILLER et al., 1993). Além disso, o residuo D96 esta
localizado no sitio ativo da enzima e interage diretamente com o substrato (AGHAIYPOUR,;
WLODAWER; LUBKOWSKI, 2001b). Ja foi demonstrado que mutagdes no residuo S254
altera significativamente a atividade enzimatica, pois esse residuo é responsavel por orientar a
cadeia lateral do residuo D96 (NGUYEN; SU; LAVIE, 2016b). Desta maneira, a mutacdo
Q227E, por estar proxima aos residuos do sitio ativo, pode ter promovido alteracBes na interacdo
desses aminoacidos.

Apesar de ndo fazerem parte do sitio ativo, as mutac6es influenciaram diretamente na
catalise, estabilidade térmica e na estrutura secundéria da proteina. A influéncia de mutacdes
distantes do sitio ativo ja foi observada em outras proteoformas de ASNase de D.
chrysanthemi. Kotzia e Labrou (2009) obtiveram um mutante da ASNase de D. chrysanthemi
que apresentou uma melhor termoestabilidade. A mutacdo no residuo D133V localizado na
superficie da proteina, alterou o potencial eletrostatico, o que reduziu as perturbacdes
estruturais e aumentou a termoestabilidade da enzima. No entanto, apesar de ser um residuo
distante do sitio ativo, a mutagdo piorou os parametros cinéticos da enzima, pois a alteraco
do residuo D133V pode desestabilizar a interagdo do substrato com o residuo A139,
responsavel pela flexibilidade do loop envolvido na catalise.

Outras duas mutacdes realizadas na ASNase de D. chrysanthemi promoveram
alteragBes nos parametros cinéticos e na termoestabilidade, com alteracfes na estrutura
secundaria. A mutacdo N41D resultou na perda de uma ponte de hidrogénio entre os residuos
D37 e N41, com um aumento de 16% de a-hélice, 0 que promoveu uma maior mobilidade do
loop do sitio ativo, acarretando o aumento do Keat. NO entanto, a mutagdo N181D promoveu
perdas de pontes de hidrogénio na formagdo do tetramero, com uma reducao de 6% de a-
hélice deixando a estrutura mais frouxa e, consequentemente, um sitio ativo mais aberto, o
que levou ao aumento do Km e menor estabilidade térmica da molécula (GERVAIS; FOOTE,
2014).

Em conjunto, as alteracGes ocasionadas pela dupla mutacdo na proteina podem
contribuir para a reducdo de efeitos adversos observados durante o tratamento com ASNase.
Visto que a utilizagdo da ASNase de D. chrysanthemi durante o tratamento da LLA exige um
aumento de dose e frequéncia, uma vez que o seu tempo de meia vida sérica é inferior ao das

enzimas advindas de E. coli, e que a sua atividade glutaminasica & superior, 0 aumento de
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alguns efeitos adversos decorrente da reacdo de hidrolise de L-glutamina vem sendo
observado nos pacientes (GOSSAI et al., 2018; RAETZ; SALZER, 2010).

Um dos efeitos relatados é a hiperamonemia, causada pelo excesso de amonia,
responsavel pelo surgimento de nauseas, vomitos, fadiga, hepatotoxicidade e neurotoxicidade
(NARTA; KANWAR; AZMI, 2007; RAETZ; SALZER, 2010; STRICKLER et al., 2018).
Além disso, sabe-se que niveis elevados de amonia e &cido L-glutdmico estdo associados a
encefalopatia e apoptose de neurdnios, podendo levar a morte (BEZIAT et al., 2019;
FRANTZESKAKI et al., 2013; HIJIYA; VAN DER SLUIS, 2016).

Além da reducdo da atividade glutaminasica ocasionada pela alteracdo dos pardmetros
cinéticos da proteoforma DM, a reducdo também pode acontecer devido a menor quantidade
de enzima necessaria para alcancar a mesma taxa de hidrolise de L-asparagina do que a
enzima WT. Utilizando aproximadamente 50% menos enzima DM é possivel alcancar a
mesma atividade especifica para L-asparagina do que a enzima WT. Dessa maneira, a taxa de
hidrdlise para L-glutamina também seria reduzida, uma vez que ambos 0s substratos
competem pelo mesmo sitio ativo (DERST; HENSELING; ROHM, 2000; KOTZIA,;
LABROU, 2007).

Contudo, a hidrélise secundaria de L-glutamina é discutida na literatura como
importante para eficacia do tratamento, uma vez que algumas linhagens leucémicas possuem
ASNS e sdo capazes de sintetizar L-asparagina (EMADI; ZOKAEE; SAUSVILLE, 2014;
LOMELINO et al., 2017). Deste modo, manter uma atividade minima para L-glutamina é
considerada importante para o tratamento de linhagens leucémicas que expressam ASNS
(CHAN et al., 2014). Considerando a heterogeneidade intrinseca dos tumores, essa pode ser
uma caracteristica muito importante.

Além da reducdo na taxa de hidrolise para L-glutamina, uma mutacdo que
proporcionasse resisténcia a protease CTSB poderia contribuir com um uma menor inativacdo
enzimatica e aumento da meia-vida sérica da enzima (VAN DER MEER et al., 2014, 2017).
Porém, a dupla mutacdo ndo foi capaz de conferir resisténcia a CTSB, mas manteve a
insensibilidade a AEP. Apesar disso, observamos um menor reconhecimento por anticorpos
anti-ASNase de D. chrysanthemi in vitro da enzima DM quando comparada com a enzima
WT. Esse dado corroborou a analise in silico da proteoforma DM, que demonstrou uma
reducdo no score de antigenicidade na regido que contém a mutacdo V272M, indicativo que
essa mutacdo pode possuir papel importante na redugdo de epitopos imunogénicos.

A valina é um residuo hidrofébico e esta localizado na superficie da ASNase de D.

chrysanthemi. Quando esse residuo estd na superficie ele comumente faz parte de
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determinantes antigénicos, enquanto que para metionina essa prevaléncia € menos comum
(KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990). A reducdo de epitopos imunogénicos na enzima
pode contribuir significativamente para a reducdo da imunogenicidade durante o tratamento,
visto que a imunogenicidade € um efeito adverso reportado por até 60% dos pacientes e pode
acarretar na interrupcdo do uso da ASNase, piorando o prognéstico (PIETERS et al., 2011;
RIZZARI et al., 2013).

A ASNase de D. chrysanthemi € naturalmente menos imunogénica de que a ASNase
de E. coli, porém ainda é responsavel por induzir a resposta imunolégica em 33 % dos
pacientes (PIETERS et al., 2011; RIZZARI et al., 2013). A acdo desses anticorpos € a
principal causa de hipersensibilidade, e sdo responsdveis pela reducdo da atividade e
inativacdo enzimatica, levando a interrupcdo do tratamento e aumentando das chances de
recidiva (ASSELIN; RIZZARI, 2015; CECCONELLO et al., 2020; HIJIYA; VAN DER
SLUIS, 2016; RAETZ; SALZER, 2010).

Nos pacientes que apresentam quadros severos de toxicidade ocasionados pela
hidrolise de L-glutamina, ou nos casos de imunogenicidade e inativacdo enzimatica, o
tratamento com ASNase € descontinuado devido as chances de 6bito (BEZIAT et al., 2019;
GOSSAI et al., 2018; NIKONOROVA et al., 2019; STRICKLER et al., 2018). Por isso,
reduzir os efeitos adversos pode contribuir significativamente para eficacia do tratamento e
qualidade de vida dos pacientes que possuem em sua maioria alta expectativa de vida, visto
que o pico de incidéncia da LLA ocorre aos 5 anos de idade (KATZ et al., 2015).

Os ensaios de citotoxicidade in vitro demonstram que a proteoforma DM possui
potencial para ser uma alternativa no tratamento da LLA. Apesar da diferenca no potencial de
hidrolise da L-glutamina resultar na alteracdo dos valores de 1Cso para células REH de LLA,
as quais sdo descritas como resistentes ao tratamento por expressarem altos niveis de ASNS
(HERMANOVA et al.,, 2012), quando observamos a taxa de mortalidade das células
utilizando dose > 0,1 U/mL de enzima ndo encontramos diferencas significativas no potencial
citotoxico entre as enzimas WT e DM.

Esse dado é indicativo de que a proteoforma mutante pode ser tdo eficaz quanto a
enzima selvagem. Isso porque, a concentracdo sérica minima de ASNase necessaria para
garantir a eficacia no tratamento € de 0,1 U/mL. Abaixo dessa concentracdo é realizada a
substituicdo por outra ASNase para continuidade do tratamento (HIJIYA; VAN DER SLUIS,
2016; KOPRIVNIKAR; MCCLOSKEY; FADERL, 2017). Ja para as células MOLT-4 ndo
observamos diferencas significativas nos valores de I1Cso, mostrando que a proteoforma DM é

eficaz em células que expressam baixos niveis de ASNS.



73

1.6.CONCLUSAO

Dos dez clones previamente selecionados da biblioteca gerada por epPCR somente um
apresentou alteracGes nos parametros cinéticos em relacdo a enzima WT. Demonstramos que
a dupla mutagdo Q227E/V272M aumentou em aproximadamente 50% a atividade
asparaginésica, possibilitando a reducdo da quantidade de enzima necessaria para obter a
mesma taxa de hidrélise que a enzima selvagem; a enzima DM também possui menor
afinidade pelo substrato L-glutamina, resultando na menor atividade glutaminasica em baixas
concentracOes desse substrato; 0s ensaios in vitro realizados com as células de LLA MOLT-4
e REH mostraram que apesar da menor atividade glutaminésica, a proteoforma DM possui 0
mesmo potencial citotdxico do que a enzima WT utilizando a concentracdo minima de
ASNase requerida para o tratamento (0,1 U/mL); o ensaio de ELISA usando anticorpo anti-
ASNase de D. chrysanthemi demonstrou que a enzima DM é menos reconhecida por
anticorpos do que a enzima WT.

Em conjunto, os dados sugerem que a proteoforma DM pode contribuir para a reducao
dos efeitos adversos severos ocasionados pelo desbalan¢o nas concentragdes de L-glutamina,
acido glutdmico e amonia, além da reducdo do potencial de imunogenicidade, o que
melhoraria a qualidade de vida dos pacientes e aumentaria as taxas de remissdo da doenca.

Esses dados foram publicados no periédico Journal of Chemical Technology &

Biotechnology (anexo D).

1.7.PERSPECTIVAS

A proteoforma DM apresenta caracteristicas que podem contribuir para reducdo de
efeitos adversos, porém estudos adicionais precisam ser realizados para a confirmacdo dessa
hipotese. Estudos in vivo, utilizando modelos animais, sdo necessarios para avaliar a produgdo
de anticorpos anti-ASNase, a meia-vida enzimatica, a toxicidade dessa biomolécula e a real
resposta antileucémica utilizando modelos xenograficos de camundongos com LLA. Aléem
disso, nos produzimos somente pequenos volumes de cultivo e purificagdo, pensando na
aplicacdo biotecnoldgica, serdo necessarios estudos para 0 aumento da escala de producéo.

Novas mutacGes visando a termoestabilidade poderiam ser inseridas e testadas.
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2.1.INTRODUCAO

2.1.1. Resisténcia ao tratamento da LLA

Diferencas na expressdo génica contra uma condi¢do ou estimulo particular induzidas
por medicamentos e o desenvolvimento de resisténcia tém sido analisadas para elucidar o
papel dos genes/proteinas na variacdo do fenotipo, desenvolver novos medicamentos e
entender doencas complexas como o cancer (KHATOON et al., 2014; MELOUANE et al.,
2018).

AlteracBes na expressdo génica que afetam a resposta a quimioterapia também tém
sido associadas a LLA. Isso foi observado na analise da expressdo génica do modelo de
camundongo B-ALL acionado por N-MYC ap06s receber citarabina que revelou interaces
entre os receptores de citocinas e a desregulacdo da transcri¢cdo génica no tumor (TANG et al.,
2018); a hipersensibilidade a ASNase de E. coli em criancas com LLA foi associada ao fator
nuclear de células T ativadas 2 (NFATC2) (FERNANDEZ et al., 2015).

Outro exemplo é a resisténcia ao tratamento pela expressdo de ASNS. Algumas
linhagens de LLA sdo consideradas naturalmente resistentes ao tratamento por expressarem
altos niveis desse gene, que codifica a proteina asparagina sintetase responsavel pela producéo
enddgena de asparagina, como acontece com as células REH (HERMANOVA et al., 2012).
No entanto, ndo sao todas as células de LLA que expressam altos niveis de ASNS. As células
MOLT-4 expressam baixos niveis de ASNS, porém durante o tratamento com a privacao de L-
asparagina, essas células regulam a expressdo desse gene para suprir a deficiéncia desse
aminoacido (BERTUCCIO et al., 2017; RICHARDS; KILBERG, 2006).

Outro mecanismo relacionado com a resisténcia ao tratamento é a degradacdo da
ASNase pela protease catepsina B (CTSB), responsavel pela reducdo da meia-vida desse
biofarmaco e, consequentemente, pelo comprometimento da eficacia do tratamento (PATEL
etal., 2009; VAN DER MEER et al., 2014, 2017).

Patel (2009) demonstrou que a CTSB é capaz de degradar as ASNases de E. coli e de
D. chrysanthemi. Refor¢ando essa hipotese, observou-se que um paciente em tratamento com
a enzima de D. chrysanthemi apresentou hiperamonemia acentuada e aumento da meia-vida
sérica da enzima. Apds investigacdo, foi observado que o paciente apresentava uma mutacao
no gene que codifica a CTSB, o que impedia a ac¢do correta da enzima, demonstrando que
essa protease desempenha um papel importante na farmacocinéetica da ASNase (VAN DER

MEER et al., 2014). Em 2017, o mesmo grupo, demonstrou em camundongos knockout para o
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gene CTSB, que a meia-vida da ASNase era maior do que em camundongos do tipo selvagem
(VAN DER MEER et al., 2017). No entanto, a relagdo entre a protease CTSB e a LLA ainda é

pouco compreendida.

2.1.2. Proteina Catepsina B

A CTSB é uma cisteino-protease lisossomal, expressa constitutivamente e esta
envolvida em varios processos biologicos. Essa proteina pode ser encontrada intra ou
extracelular, em sua forma ativa (proteina madura) com aproximadamente 30 kDa ou em sua
forma inativa (pro-proteina) com aproximadamente 37 kDa (HOOK et al., 2015).

Alteracbes em seu nivel de expressdo tém sido relacionadas a diversas doencas,
incluindo a progressdo de neoplasias. A relacdo da CTSB com a progressdo da doenca tem
sido estudada em vérios tipos de tumores solidos (ANJA; ANAHID; JANKO, 2018; OLSON;
JOYCE, 2015; POGORZELSKA; ZOLNOWSKA; BARTOSZEWSKI, 2018).

A CTSB tem sido extensivamente estudada e associada aos processos de proliferacéo,
invasdo e metastase das células cancerigenas. O aumento da expressdo em diversas neoplasias
(mama, pulmdo, cdlon, ovério, bexiga, pancreas, tireoide, prostata) fez com que essa protease
se tornasse um marcador prognéstico para alguns tipos de cancer (POGORZELSKA,;
ZOLNOWSKA; BARTOSZEWSKI, 2018).

Foi demonstrado que o papel da CTSB na oncogénese pode ser completamente
diferente em diferentes tumores. Modelos animais de carcinoma mamario knockout para
CTSB apresentaram reducdo do volume e proliferacdo tumoral, enquanto que em animais com
carcinoma espinocelular ndo houve alteragdo na proliferacdo celular (OLSON; JOYCE,
2015). O aumento nos niveis de expressdo da CTSB em tumores sélidos (e.g., mama, pulméo,
colon, préstata, glioma, entre outros) vem sendo observado e relacionado com a progressao da
doenca. Uma importante atuacdo da CTSB ocorre na matriz extracelular induzindo a
angiogénese tumoral aumentando a progressaio e a metastase (POGORZELSKA;
ZOLNOWSKA; BARTOSZEWSKI, 2018).

Além disso, o0 aumento dos niveis de expressdo de catepsinas em células tumorais apos
0 tratamento quimioterapico desempenha um papel importante no processo de resposta reativa
e adaptativa e pode levar a resisténcia terapéutica adquirida. Essa associacdo foi descrita em
modelos de camundongos de cancer de mama, timo, pulmdo e melanoma que receberam
tratamento com gencitabina e 5-fluorouracil (OLSON; JOYCE, 2015).
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Além da relacdo direta da CTSB com a clivagem da ASNase e sua meia-vida (PATEL
et al., 2009; VAN DER MEER et al., 2014, 2017), nenhum outro envolvimento de proteases
na progressao da doenca, ou resposta ao tratamento foi descrita para LLA. Portanto, pouco se
sabe sobre a relacdo da protease CTSB no tratamento da LLA, e seus papéis no metabolismo

celular da LLA durante a exposicdo a ASNase.

2.1.3. Estudo proposto da relagdo CTSB e ASNase no tratamento da LLA

Existem diferentes células de LLA com diferentes fendtipos e alteracGes na expressao
génica, como na expressao de proteases. Por exemplo, a linhagem REH de LLA ¢é capaz de
expressar constitutivamente CTSB (PATEL et al., 2009), e altos niveis de ASNS ao contrario
de outras linhagens de células de LLA (HERMANOVA et al., 2012). A expressdo de ASNS e
CTSB estdo diretamente relacionadas a resposta ao tratamento com ASNase (CHEN, 2015;
PATEL etal., 2009; VAN DER MEER et al., 2014, 2017).

A linhagem de LLA REH € uma célula pré-B (BCP-LLA) e possui a translocacao
ETV6/RUNXL1. O gene ETV6 codifica os fatores de transcri¢do da familia ETS (especifico da
transformacdo E26), responsdvel pela diferenciacio e crescimento das células
hematopoiéticas e, 0 gene RUNX1 codifica o fator de transcri¢do responsavel pela expressdo
de genes envolvidos no processo de diferenciacdo das células-tronco (AKBARI et al., 2020).
A BCP-LLA ¢ o tipo de célula mais comum nos casos de LLA (BARISONE et al., 2015), e 0
fenotipo ETV6/RUNXL representa 30% dos casos de LLA-B (MALARD; MOHTY, 2020).

Para avaliar o papel da CTSB na resisténcia ao tratamento com ASNase nas células
LLA, optamos por produzir um clone knockout para a proteina CTSB utilizando a técnica
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) - associado a proteina
9 (cas9) (CRISPR/Cas9) e, para isso, utilizamos a linhagem celular REH como modelo por
ser resistente e possuir um fenétipo prevalente nos casos de LLA.

Sabe-se que diferentes ASNases apresentam perfis farmacocinéticos e imunologicos
distintos e podem responder de forma diferente a acdo das proteases lisossdmicas, resultando
em diferentes respostas ao tratamento (RODRIGUES et al., 2020). Por isso, foram escolhidas
trés ASNases diferentes, duas enzimas do tipo selvagem, de E. coli (ECA_WT) e D.
chrysanthemi (ErA_WT) e uma enzima mutante dupla de E. chrysanthemi (ErA_DM
produzida e caracterizada nesse estudo, capitulo 1) para tratar as células REH knockout para
CTSB.
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2.1.4. Resultados preliminares

Na construcdo do sistema CRISPR/Cas9 para delecdo da proteina CTSB foi utilizado
0 plasmideo de transferéncia LGR (Lenti_sgRNA-EFS_GFP) com backbone vazio para a
insercdo do sgRNA (Anexo E), o plasmideo de empacotamento lentiviral psPAX2 (Anexo F)
e o envelope que expressa o plasmideo pMD2.G (Anexo G).

LGR ¢é um plasmideo modificado para expressar a proteina verde fluorescente (GFP -
do inglés green fluorescent protein); com 9.298 pb, o LGR possui o promotor RNA
polimerase III U6 para expressao de sgRNA e o promotor do fator de alongamento la curto
(EFS) para expressdo de GFP (SHI et al., 2015). O vetor LGR permite monitorar a produgéo
de lentivirus e a taxa de infeccdo celular através da expressdo de GFP. No entanto, 0 LGR néo
expressa cas9. As células de leucemia linfoblastica aguda REH e de carcinoma hepatocelular
HEPG2 expressando cas9, utilizadas neste trabalho, foram gentilmente cedidas pelo
laboratdrio do Professor Dr. Christopher Vakoc da Cold Spring Harbor Laboratory (CSHL).

A construcdo do vetor LGR + sgRNA utilizada nesse trabalho foi feita previamente
pelo nosso grupo de pesquisa em colaboracdo com a professora Dra. Camila O. dos Santos da
CSHL. Brevemente, ap0s a obtencdo e purificacdo dos plasmideos, o LGR foi digerido com a
enzima de restricdio BsmB1 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) para inser¢do dos
primers de sgRNA projetados para o gene CTSB. Os cinco oligos de sgRNA (tabela 2.1),
projetados com base na sequéncia do gene humano de Catepsina B ID: 1508

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=1508), foram previamente fosforilados e

alinhados para ligagdo no vetor LGR linearizado. As reagdes de ligagdo foram transformadas

na cepa de E. coli StbI3™ e os clones foram selecionados por resisténcia a ampicilina.

Tabela 2.1 — Oligos desenhados codificando sgRNA para o gene CTSB

Oligo Forward 5° — 3’ Reverse 5> — 3’

sgRNA-1  CACCGGCTTCGATGCACGGGAACAA AAACTTGTTCCCGTGCATCGAAGC

SgRNA-2 CACCGTTCCACGCACCGATCAGTAC AAACGTACTGATCGGTGCGTGGAA
sgRNA-3  CACCGCACCAATGCGCACGTCAGCG AAACCGCTGACGTGCGCATTGGTG
SgRNA-4 CACCGTCATCTCTCCGGTGACGTGT AAACACACGTCACCGGAGAGATGA

SgRNA-5 CACCGGCCGTTGACGTGGTGCTCAC  AAACGTGAGCACCACGTCAACGGC

Em vermelho estdo destacadas as extremidades adesivas para insercdo no plasmideo digerido com a
enzima de restricdo Bsmb; em azul esta identificado o nucleotideo de guanina adicionado para o inicio da
transcrigdo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=1508
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2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir particulas virais para edi¢do do gene CTSB pela técnica de CRISPR/cas9;
e Produzir células REH de LLA knockout para a proteina catepsina B;
e Auvaliar a viabilidade das células REH knockout apds o tratamento com diferentes L-

asparaginases;

2.3.MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Linhagem de células

E. coli One Shot™ StbI3™ (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).
E. coli One shot™ BL21(DE3) (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).
e Células humanas renais HEK 293T (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA).

e Celulas de leucemia linfoblastica aguda REH tipo selvagem (REH WT) e expressando
a proteina cas9 (REHcas9), gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Christopher Vakoc
da CSHL.

e Celulas humanas de carcinoma hepatocelular HEPG2 tipo selvagem (HEPG2 WT) e
expressando a proteina cas9 (HEPGZ2cas9), gentilmente cedidas pelo Professor Dr.
Christopher Vakoc da CSHL.

As células tipo selvagem, sdo de origem do American Type Culture Collection

(ATCC) (https://www.atcc.org/). As células expressando a proteina cas9 foram produzidas a

partir das células selvagem pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. Christopher Vakoc da
CSHL.

2.3.2. Plasmideos
e LGR (Lenti_sgRNA-EFS_GFP) (plasmideo Addgene # 65656) (SHI et al., 2015).

e psPAX2 foi doado por Didier Trono (plasmideo Addgene # 12260).
e pMD2.G foi doado por Didier Trono (plasmideo Addgene # 12259).


https://www.atcc.org/
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2.3.3. Meios de cultura

Para o crescimento de bactérias:

e Lysogeny broth (LB): 1% Triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,5% de NaCl;

e Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): 2% de triptona; 0,5% de
extrato de levedura; 0,05% NaCl; KCI 2,5 mM; 10 mM de MgCly; glicose 20 mM; o
pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH 5 N.

2% de Agar quando o meio for sélido.

Para o crescimento de células humanas:

e RPMI 1640 (meio Roswell Park Memorial Institute 1640) GlutaMAX™ (Gibco,
Grand Island, NY, EUA).

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco, Grand Island, NY, EUA).

e MEM (Minimum Essential Media) (Gibco, Grand Island, NY, EUA).

e Opit-MEM™ (Meio com soro reduzido) (Gibco, Grand Island, NY, EUA).

e Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA).

2.3.4. Obtencao das células knockout para CTSB

2.3.4.1. Extracdo de plasmideo

A cepa de E. coli StbI3™ contendo o plasmideo de interesse foi cultivada em 5 mL ou
100 mL de meio LB (para preparacdo de plasmideo mini ou maxi, respectivamente) com a
adicao de 50 pg/mL de ampicilina a 37°C, durante a noite, sob 250 r.p.m. O in6culo foi
utilizado para a extracdo do plasmideo utilizando o kit Qiagen Plasmid Mini ou Maxi
(Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo o protocolo do fabricante. A extracdo do plasmideo foi
confirmada por eletroforese de DNA em gel de agarose 1% em tampédo TAE 1X (4,84 g de
Tris Base; 1,14 mL de acido acético; 0,37 g de acido etilenodiamino tetraacético (EDTA);
para o volume final de 1 L de H20 mili - Q) com adigdo de 1,5 ug/mL de brometo de etidio

para visualizagdo em transiluminador com luz ultravioleta (UV).
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2.3.4.2.  Transformacao das celulas quimicamente competentes

As linhagens de E. coli quimicamente competente One Shot™ StbI3™ e BL21(DE3)
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA) foram transformadas e utilizadas para clonagem vetorial e
expressdo de proteinas, respectivamente, seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente,
o plasmideo foi adicionado & linhagem de E. coli quimicamente competente (StbI3™ ou
BL21(DE3)) e incubado por 30 minutos em gelo, em seguida, a mistura foi incubada por 45
segundos a 42°C e imediatamente devolvida ao gelo por 2 minutos. Em seguida, 250 puL de
meio SOC foram adicionados e mantidos a 37°C por 60 minutos, agitando a 225 r.p.m. A
mistura foi espalhada em LB-Agar + 50 pug/mL de ampicilina, a fim de obter clones

transformantes.

2.3.4.3. Confirmacéo da construgdo por sequenciamento

Para confirmar a construcéo correta de LGR + sgRNA para edicao de CTSB, os clones
transformantes obtidos previamente pelo nosso grupo em colaboracdo com o laboratério da
Dra. Camila O. dos Santos foram isolados e cultivados em 5 mL de LB + 50 pg/mL de
ampicilina a 37°C durante a noite, agitando a 250 r.p.m. Em seguida, o plasmideo foi extraido
conforme descrito no item 2.3.4.1 Os DNAs foram quantificados usando NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e 1,0 pug de cada constru¢do ¢ 5 uM de
primer promotor U6 (5-AACCGGTGCCTAGAGAAGGT-3) foram enviados para

sequenciamento no Laboratério Cold Spring Harbor Laboratory's DNA Sequencing Facility.

2.3.4.4. Culturade células

e Células HEK 293T foram cultivadas em DMEM + 5% FBS + 1%
penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco, Grand Island, NY, EUA).
e As células HEPG2 foram cultivadas em MEM + 5% FBS + 1% P/S.
e As células REH foram cultivadas em RPMI 1640 GlutaMAX™ + 5% FBS + 1% P/S.
As células foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 e a cada 48 ou 72
horas o meio de cultura foi trocado.
Para as células em suspensdo REH, as culturas celulares foram centrifugadas a 300 x g

durante 3 minutos, o sobrenadante removido e adicionado meio de cultura fresco.
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Para as células aderidas HEK 293T e HEPG2, o meio de cultura foi removido por
aspiracdo e o meio fresco foi adicionado imediatamente. Quando a expansdo e/ou contagem
foi necessaria, as células foram lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 1X
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4) e, em seguida, uma
solugdo de tripsina TripLE® Express (Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi adicionada para
dissociar as células aderidas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 300 x g por 5
minutos, o sobrenadante foi removido e, em seguida, foi adicionado meio de cultura fresco.

A contagem de células foi realizada adicionando solucdo de Trypan Blue (Sigma
Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) em amostras de células que foram analisadas pelo
Contador Automatico de Células TC20™ (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).

2.3.4.5. Producdo de particulas virais

Os plasmideos construidos foram usados para gerar lentivirus por transfeccdo de
células HEK 293T usando 3 pg de LGR + sgRNA, 2 ug de pPAX2 e 0,8 pg de pMD2.G
misturados em 200 pL de Opit-MEM™ + 15 uL de Polietilenoimina (PEI) (Polyscience,
EUA).

Um dia antes da transfeccdo, foram colhidas aproximadamente 7 x 10° células HEK
293T por poco; no dia da transfeccdo, o meio foi removido e a mistura de plasmideos
(descrita acima) para producdo de lentivirus foi adicionada as células com 1 mL de DMEM +
5% SFB e incubada a 37°C sob 5% CO2. Apds 6 horas, 0 meio foi removido e 1 mL de meio
DMEM fresco + 5% SFB + 10 mM HEPES + 1% P/S foram adicionados e incubados durante
a noite e, em seguida, 0 meio de cultura foi trocado novamente. Apos 24 horas, o meio foi
coletado (contendo as particulas virais) e 1 mL de DMEM + 5% SFB + 10 mM HEPES + 1%
P/S foi adicionado as células aderidas. As particulas virais foram coletadas a cada 24 horas

por 3 dias.

2.3.4.6. Infecgdo das células

Aproximadamente 10° células (REHcas9 ou HEPG2cas9) por pogo foram semeadas
em placa de 12 pogos em 200 pL de meio apropriado (RPMI 1640 ou MEM, respectivamente)
e adicionado de 1 mL de lentivirus produzido, conforme descrito acima. A placa foi
centrifugada a 1.000 x g por 25 minutos a temperatura ambiente. Para células REHcas9, apos

a etapa de centrifugacdo, as celulas foram ressuspendidas suavemente. As células foram
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incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO. por 24 horas e entdo 1 mL de meio fresco foi
adicionado. Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi removido, meio fresco foi adicionado e as
células foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO> por mais 24 horas. Para células
REHCcas9, a cultura de células foi centrifugada a 300 x g por 3 minutos para remover 0 meio.
No terceiro dia de infeccdo, a expressdo de GFP foi verificada em microscopio de
fluorescéncia invertida Nikon eclipse Ti (Nikon, Minato, Toquio, Japao) e a taxa de infeccéo
foi monitorada por citometria de fluxo usando o instrumento MACSQuant® Analyzer 10
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha).

2.3.4.7.  Extracao do DNA gendmico e gPCR

As células foram ressuspensas em 3 volumes de PBS 1X gelado e centrifugadas a 500
X g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido, ao precipitado foi adicionado de 3
volumes de Tampéo de Lise (Tris 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM; Dodecil sulfato de sodio a
10% (SDS)) e o tubo foi invertido varias vezes. Em seguida, foram adicionados 5 pL de
RNase A (10 mg/mL) e a reacdo incubada por 30 min a 65°C; em seguida, foram adicionados
3 pL de Proteinase K (20 mg/mL) e incubados por 20 min a 40°C. ApGs a incubacdo, o
volume foi completado para aproximadamente 400 uL com tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH
8,0; 1 mM EDTA), adicionado de 400 pL de fenol tamponado e agitado em vortex por 1 min.
A amostra foi transferida para a pre-spin Lock-phase e centrifugada a 12.000 x g por 5 min. A
fase superior foi recolhida, foram adicionados 10% de volume de 3M acetato de sddio e 3
volumes de etanol 100% gelado. Apos centrifugacdo a 12.000 x g por 5 min, o etanol foi
removido e o0 DNA precipitado foi lavado com 700 pL de etanol 70% gelado. A amostra foi
centrifugada e o etanol removido. O sedimento de DNA foi ressuspenso em 50 pL de 10 mM
Tris-HCI pH 8,0 e quantificado usando NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA).

Os primers foram desenhados cobrindo a regido alvo para o nocaute de cada sgRNA
(tabela 2.2), a fim de validar a edicdo do gene CTSB por qPCR. Na rea¢do de qPCR foram
utilizados 200 ng do DNA genbémico, 0,7 uM dos primers forward e reverso e 5 uL de SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), para um volume final de
10 pL em termociclador QuantStudio 12K Flex Real - Time PCR Sistema (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA).
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Tabela 2.2 — Iniciadores para gPCR: as sequéncias flanqueiam a regido de edicdo do gene CTSB

Construcéo Forward 5° — 3’ Reverse 5° — 3’
LGR + sgRNA-1 CCTGGTCTCTGATCTCTTTGATG TGTGGGATCAGAGCTTGTAATG
LGR + sgRNA-2 CAGACCCTGTCTGAAACTTGTA TTCCACGCACCGATCAG
LGR + sgRNA-3 CAGGGTCTCTCAGCACTAAAC GGATCTGCATCCACACCAA
LGR + sgRNA-4 CAGTAGGGTGTGCCATTCTC CTCAGCCAGTTCTTCCCTTTT
LGR + sgRNA-5 TCACAGATCTTGCTACACTTG GTAGGTTGACTCCGCTTTCTC

2.3.5. Confirmacdo da edicdo por analise da expressdo da proteina CTSB nas

celulas REHcas9 + sgRNAs e sequenciamento

2.3.5.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS-PAGE)

O gel de separacgéo foi preparado usando tampdo 470 mM Tris-HCI pH 8,8, 12% de
acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% de persulfato de aménio (PSA) e 10 pL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED). No gel de empacotamento foram utilizados tampédo 120
mM Tris-HCI pH 6,8, 4,5% acrilamida/bis-acrilamida, 2,3 mL de &gua, 0,1% de PSA e 10 pL
de TEMED (LAEMMLLI, 1970). A cada 10 pL de amostras de proteina foi adicionado 0,5 puL
de ditiotreitol 1 M (DTT), 3,75 pL de tampdo de amostra Laemmli 4X (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA). As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos em banho seco e
aplicadas ao gel. O marcador de massa molecular utilizado foi Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). A eletroforese de proteinas foi
realizada em tampéo Tris-Glicina 1X (25 mM Tris; 192 mM glicina; 3,5 mM SDS) a 160 V.
O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck Millipore, Bellerica, MA,
EUA) por 30 minutos sob leve agitacdo e descorado durante a noite com uma solucdo
contendo 10% de metanol, 10% de acido acético glacial e 80% de agua ultrapura.

2.3.5.2.  Western Blotting

As células foram ressuspensas com tampao de lise NP-40 (50 mM Tris-HCI pH 8,0;
150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 5 mM EDTA), mantidas a 4°C sob agitacdo por 30 min,
sequida de centrifugacdo a 15.000 x g por 20 min a 4°C (PATEL et al., 2009; VAN DER
MEER et al., 2017). O sobrenadante foi recuperado e a quantidade de proteina total foi
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medida pelo reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA); a curva
padrdo foi feita com concentragfes conhecidas de Albumina de Soro Bovino (BSA - do
inglés Bovine Serum Albumin). Quando necessario, 0 extrato proteico foi concentrado
utilizando filtros Amicon® Ultra 3K (Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA), a 7.500 x g pelo
tempo necessario para aplicar a quantidade desejada de proteina no gel. Para amostras obtidas
de células REH, até 150 ug de proteina total foi aplicado a eletroforese em gel, enquanto para
amostras obtidas de células HEPG2, até 90 g de proteina total foi usada.

A eletroforese foi realizada conforme descrito no item 2.3.5.1. A transferéncia foi
realizada utilizando o kit iBlotTM Transfer Stack em membrana de PVDF de 0,4 pum
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA) com o equipamento iBlotTM Dry Blotting System
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA) por 2 minutos.

Apbs a transferéncia, as membranas foram lavadas com 1X TBS-T (2,4 g Tris-Base;
8,8 g NaCl; 1 mL Tween-20; para 1 L de H20) trés vezes por 10 min, blogqueadas com 5% de
leite em po desnatado diluido em 1X TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente e lavada
uma vez com 1X TBS-T. Os anticorpos primarios anti-catepsina B (#C6243 - Sigma Aldrich
Co., Saint Louis, MO, EUA) e anti-a-tubulina (#CP06 - Merck Millipore, Bellerica, MA,
EUA), ambos de camundongo, foram adicionados nas diluices de 1:1000 e 1:5000,
respectivamente, e as membranas foram incubadas durante a noite a 4°C. Posteriormente, as
membranas foram lavadas novamente com 1X TBS-T e incubadas com anticorpo secundario
conjugado com horseradish peroxidase (HRP) anti-camundongo (diluido 1:15000) por 1
hora. O sinal HRP foi desenvolvido com substrato Immobilon Crescendo Western HRP
(Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA) em filme de raios X CL-XPosure (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA).

2.3.5.3.  Ensaio de atividade para catepsina B

e Primeiro ensaio: a atividade da enzima CTSB foi medida usando o CTSB Activity
Fluorometric Assay Kit (BioVision, Waltham, MA, EUA). As células em cultura foram
contadas usando Trypan Blue e 10° células foram usadas em cada replicata, seguindo as
instrugdes do fabricante. A reagdo foi incubada a 37°C por 90 minutos, e entdo a
fluorescéncia foi medida com filtros de excitacdo de 400nm e emissdo de 505nm em um
espectrofluorimetro EnVision Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).
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e Segundo ensaio: as células em cultura foram contadas usando Trypan Blue (Sigma
Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) e 10° células foram usadas para cada replicata. As
células foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e lavadas com PBS 1X e novamente
centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de
reagente Bug Buster, mantidas sob leve agitacdo por 20 minutos e centrifugadas a 16.000 x ¢

por 10 minutos; a fracdo sobrenadante foi recuperada.

No ensaio foi utilizado o substrato fluorescente para CTSB Z-Arg-Arg-7-amido-4-
methylcoumarin hydrochloride (Z-RR-AMC - Sigma-Aldrich #C5429) e o inibidor para
CTSB CA-074 Methyl-ester (Sigma-Aldrich #C5857) como controle. A reacdo foi composta
de 10 pL de tampdo de ensaio 10X (500 mM Acetato de Sodio pH 5,2; 50 mM EDTA; 50
mM DTT), 33 pL de amostra (sobrenadante da lise celular descrito acima), 20 uM de
substrato Z-RR-AMC, e agua para o volume final de 100 pL. Para o branco ndo foi
adicionado o extrato celular a reacdo; como controle, a reacdo foi feita sem substrato. Para a o
controle negativo foi adicionado 10 uM do inibidor CA-074 Methyl-ester a reacdo. A reacao
foi incubada a 37 °C por 90 minutos e, em seguida, a fluorescéncia foi medida com excitacéo
de 400nm e filtros de emissdo de 505nm em espectrofluorimetro (Spectra Max M2 —
Molecular Devices) (MCGLINCHEY; LEE, 2015).

2.3.5.4. Clonagem no vetor TOPO para confirmacédo da edicdo do gene

CTSB por sequenciamento

O DNA gendmico extraido das células REHcas9 + sgRNA-1, 2 e 4 foram utilizados
como molde para amplificar as regides do gene CTSB, utilizando os iniciadores descritos na
tabela 2.2 para os sSgRNA-1 e sgRNA-4, e os iniciadores forward 5’
CAGACCCTGTCTGAAACTTGTAS3’ e reverse 5>GGTTGACCCTTGTCACACTT3’ para o
sgRNA-2, e clonados no vetor TOPO, utilizando o TOPO®TA Cloning Kit (Invitrogen,
Waltham, MA, EUA), seguindo as instrug¢des do fabricante. Os clones foram selecionados em
meio contendo ampicilina e 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil B-D-Galactopiranosideo (X-gal) e, em
seguida, cultivados em meio LB para posterior extracdo do plasmideo, conforme descrito no
item 2.3.4.1. Os plasmideos foram quantificados por NanoDrop One (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e 1,0 ug de cada construgdo ¢ 5 uM de primer M13 (forward
5-GTAAAACGACGGCCAG-3' e reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3) foram
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enviados para sequenciamento na Cold Spring Harbor Laboratory’s DNA Sequencing
Facility.

2.3.6. Obtencgao das enzimas ASNases

A construcdo para expressdo das enzimas ASNases foi realizada no Brasil dentro do
projeto de doutorado e levada a CSHL para expresséo e purificacdo.
e ASNase tipo selvagem de E. coli (ECA-WT);
e ASNase tipo selvagem de D. chrysanthemi (ErA-WT);
e ASNase dupla mutante (Q227E/V272M) de D. chrysanthemi (ErA-DM);

2.3.6.1. Expressdo de ASNases em E. coli BL21(DE3)

Inicialmente, clones transformadores de E. coli BL21(DE3) foram inoculados em
meio LB com 50 pg/mL de carbenicilina e cultivados durante a noite a 37°C com agitacao de
180 r.p.m. Posteriormente, as células foram diluidas para DOgoonm 0,2 em meio LB + 50
pug/mL de carbenicilina e incubadas a 37°C com agitacdo a 250 r.p.m até DOsoonm 1,0. Em
seguida, o isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) foi adicionado para induzir a
expressao de ASNase. Para ErA-WT e ErA-DM, a inducdo foi realizada por 22 horas a 37°C
sob agitacdo de 180 r.p.m com a concentracao final de 0,1 mM de IPTG. Para a ASNase EcA-
WT, a inducé&o foi realizada por 16 horas a 37°C sob agitacdo de 180 r.p.m com concentragdo
final de 0,5 mM de IPTG. Apos o periodo de inducdo, as células foram decantadas por

centrifugacgdo a 4.000 x g por 20 minutos a 4°C e o sedimento obtido foi armazenado a -20°C.

2.3.6.2.  Choque osmotico

Os pellets de células bacterianas obtidos ap6s a expressdao de ASNases foram
submetidos a chogue osmotico para obtencdo da fracdo periplasmatica, utilizando o protocolo
adaptado de Harms (1991). Resumidamente, 200 mL de tampdao hiperosmotico gelado (50
mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM sacarose, 0,5 mM EDTA) foram adicionados ao sedimento
celular obtido a partir de 1 L de cultura. As células foram ressuspensas e mantidas em gelo
por 5 minutos e centrifugadas a 4.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, as celulas foram ressuspensas em solucdo aquosa de 0,5 mM de fluoreto de

fenilmetilsulfonil (PMSF) (30 mL para o pellet de células obtido a partir de 1 L de cultura),
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mantidas em gelo por 5 minutos e centrifugadas a 4.000 x g por 40 minutos a 4°C. A fracdo
sobrenadante foi coletada para purificacdo (HARMS et al., 1991).

2.3.6.3.  Purificacdo de proteinas

A purificacdo das ASNases foi realizada em duas etapas cromatograficas utilizando o
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) AKTA Purifier 100 (GE Healthcare Life
Science, Chicago, IL, EUA), o equipamento foi gentilmente cedido pelo Professor Dr. Hiro
Furukawa — CSHL.

e [Etapa 1- Troca idnica

Para as enzimas ErA-WT e ErA-DM foi utilizado a cromatografia de troca catiénica
com coluna HiTrap HP FF 5 mL (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA) - A
purificacdo foi realizada a um fluxo constante de 0,7 mL/min. A coluna foi equilibrada com
20 mM de fosfato de potassio pH 5,8 (5 volumes de coluna (VC)) e ativada com 5 VC de 20
mM fosfato de potassio pH 5,8 + 1 M NaCl, seguido de aplicacdo da amostra de extrato de
proteina, lavagem da coluna com 20 mM de fosfato de potassio pH 5,8 (5 VC) e seguida de
uma segunda lavagem com 20 mM de fosfato de potassio pH 6,6 (5 VC); a amostra foi eluida
em fluxo isocratico com de 20 mM de fosfato de potassio pH 8,0 (COSTA et al., 2022).

Para a enzima ECA-WT foi utilizado a cromatografia de troca anidnica usando coluna
HiTrap DEAE FF 5 mL (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA) - A purificacdo foi
realizada a um fluxo constante de 0,7 mL/min. A coluna foi equilibrada com 50 mM de Tris-
HCI pH 8,8 (5 VC), ativada com 5 VC de 50 mM de Tris-HCI pH 8,8 + 1 M NaCl seguido de
aplicacdo de amostra de extrato de proteina e lavagem da coluna com 50 mM de Tris-HCI pH
8,8 (5 VC); a amostra foi eluida em um gradiente linear de 0 a 100% com 50 mM de Tris-HCI
pH 8,8 + 500 mM de NaCl (10 VC) (RODRIGUES et al., 2020).

e Etapa 2- Cromatografia de exclusdo molecular
As amostras com atividade ASNase obtidas nas etapas cromatogréficas anteriores
foram concentradas utilizando filtros Amicon® Ultra MWCO 30 kDa (Merck Millipore,
Bellerica, MA, EUA), a 4.000 x g a 4°C até atingir o volume de 0,5 mL, utilizado em cada
aplicacdo de amostra na cromatografia de exclusdo molecular. A coluna Superdex 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, EUA) foi utilizada em um
fluxo isocréatico de 0,4 mL/min, em tampdo 50 mM Tris-HCI pH 7,4 + 100 mM de Glicina
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para enzima ECA-WT e 20 mM de fosfato de potéssio pH 8,0 + 100 mM de Glicina para as
enzimas ErA-WT e ErA-DM. Fracdes de 0,5 mL foram coletadas ao longo da corrida para
verificar a presenca de ASNase e a pureza das amostras foi analisada por eletroforese em gel
SDS-PAGE, conforme descrito no item 2.3.5.1.

2.3.6.4.  Quantificacdo de proteinas

As proteinas purificadas foram concentradas através de ultrafiltracdo de membrana
usando filtros Amicon® Ultra MWCO 30 kDa (Merck Millipore, Bellerica, MA, EUA). Apds
concentracdo, as proteinas foram quantificadas em 280nm seguindo a lei de Lambert-Beer. A
determinacdo do coeficiente de absortividade molar (¢) foi calculada pelo programa de
bioinforméatica ProtParam usando as sequencias primarias das referidas proteinas em sua

forma madura (https://web.expasy.org/protparam/).

ErA-WT e ErA-DM: £ = 19.370 Mt.cm™
ECA-WT: ¢ = 23.505 M1.cm™

2.3.6.5. Determinacdo da atividade especifica das ASNases

O ensaio de atividade especifica para ASNase foi realizado em microplacas de 96
poc¢os usando tampdo 50 mM de fosfato de potassio pH 8,0 para ErA-WT e ErA-DM ou 50
mM de Tris-HCI pH 8,8 para ECA-WT e L-asparagina 20 mM (Sigma Aldrich Co., Saint
Louis, MO, EUA). A concentragdo da enzima variou de 5 a 50 nM para ErA-WT e ErA-DM e
de 30 a 200 nM para a enzima ECA-WT. A reagédo (340 pL) foi incubada a 37°C por 10 min e
interrompida com 20 pL de &cido tricloroacético (TCA) 1,5 M (Sigma Aldrich Co., Saint
Louis, MO, EUA) (IMADA et al., 1973; PRADHAN et al., 2013). A reagéo foi diluida 10 X
em agua, adicionado de 34 pL de Reagente de Nessler (Sigma Aldrich Co., Saint Louis, MO,
EUA), em volume final de 340 pL. O branco do ensaio, contendo todos 0s reagentes exceto o
substrato (L-asparagina ou L-glutamina), e o controle negativo, contendo todos os reagentes
exceto a enzima, foram incubados nas mesmas condi¢cdes da reacdo descrita acima. As
absorbéancias do branco e do controle negativo foram medidas e o maior valor foi descontado
da reacédo. A leitura de absorbancia foi realizada a 440nm em um espectrofotometro EnVision
Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). A curva padréo foi feita com

concentracdes conhecidas de sulfato de am6nio nas mesmas condicdes dos testes.


https://web.expasy.org/protparam/)
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2.3.7. Ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade

Para monitorar o efeito de diferentes ASNases (ECA WT; ErA_WT; ErA_DM) na
viabilidade celular, as células REHcas9 + sgRNA-1, sgRNA-2, sgRNA-4 e os controles REH
WT (sem cas9) e células REHcas9 + sgRNA-Rose26 foram semeadas em placas de cultura de
tecidos de 96 pogos.

e Viabilidade por fluorescéncia: 5x10° células foram semeadas em cada po¢o com
diferentes concentracfes de ASNases (de 0,05 a 2 U/mL) no volume final de 150 pL e
mantidas em atmosfera umidificada a 37 °C sob 5% de COz por 72 h. Apds 72h, 15 pyL de
reagente de viabilidade celular AlamarBlue™ (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) foram
adicionados a cada poco. Apds 24 h de incubacdo, a fluorescéncia foi medida com uma
excitacdo de 570nm e filtros de emissdo de 585nm em um espectrofluorimetro EnVision
Multimode Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

e Viabilidade por colorimetria: 2x10* células foram semeadas em 150 puL de meio de
cultivo em cada poco com diferentes concentracfes de ASNases (de 0,01 a 1 U/mL); as placas
foram incubadas a 37°C com 5% de CO: por 24 ou 48 horas. Ap6s a incubacdo, foi
adicionado 0,5 mg/mL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio
(MTT) diluido em PBS 1X e a placa foi incubada a 37°C com 5% de CO; por 3 horas. Para
solubilizacdo dos cristais formados foi adicionado 150 pL de uma solucdo de 10 mM de &cido
cloridrico + 10% SDS, e incubado overnight a 37°C com 5% de CO,. Em seguida, a
absorbancia foi mediada a 570nm em espectrofotdbmetro (Spectra Max M2 — Molecular

Devices).

2.4 RESULTADOS

2.4.1. Construcéo das células REH knockout para a proteina CTSB

Em conjunto com a construgdo LGR + sgRNA para o gene CTSB, usamos dois
controles para infeccdo celular: LGR + sgRNA-Rosa26 (controle negativo) e LGR + sgRNA-
RPAS3 (controle positivo). Ambos os controles foram previamente construidos pelo grupo da

Professora Dra. Camila O. dos Santos - CSHL. Esses genes foram escolhidos como controles
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internos porque o locus Rosa26 codifica um RNA néo essencial em camundongos e ndo esta
presente em células humanas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14910), enquanto RPA3

(Replication Protein A3) desempenha um papel essencial na replicacdo do DNA e na resposta
celular ao dano do DNA em células humanas (https://www.genecards.org/cqi-
bin/carddisp.pl?gene=RPA3&keywords=RPA3).

A figura 2.1A mostra a confirmacdo da extracdo dos plasmideos LGR + sgRNA
clones de 1 a 5, incluindo os controles internos, e a figura 2.1B mostra a analise do
sequenciamento confirmando a ligacdo correta no plasmideo LGR e auséncia de mutacdes.
Esses cinco clones, com diferentes sgRNA para CTSB, e os controles representados na figura
2.1, foram selecionados para a producéo das particulas virais.

1 Kb 1 2 3 4 5 6 7
12.000 —
5.000 —
2.000 —
1.650 —
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Consensus GATTTETTGGETTTATATATETTGTGGAAAGGAGGAAACACCEGGETTCGATGEATGGGAACAAGTTTTAGAGETAGAAATAGEAAGTTAAAATAAGGETAG
Identity
LGR+SgRNA-l Ce ‘|LGR+5gRNA-‘| GATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGGCTTCGATGCACC AAC STTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG
L+ 2. SgRNA-1 Fw CACCGGCTTCGATGC
C# 3. SERNA-1 Rev e e
17 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Consensus IGATTTCTTGGETTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTCCACGCACCGATCAGTACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
Identity
LGR + sgRNA-2 L e — !
C¢ 1. LGR+SgRNA-2 SGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTCC CGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG
C# 2. SgRNA-2 Fw CACCGTTCC 3
[+ 3. SgRNA-2 Rev TTCC CGTTT
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Consensus |GGETTTATATATETTGTGGAAAGGACGAAACACEGEACCAATGEGCACGTEAGEGGTTTTAGAGETAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGETAGTEEGTTA
Identity

LGR + SgRNA'3 C¢ 1. LGR+SgRNA-3 GGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCA
C# 2. SgRNA3 Fw
C+ 3. sgRNA-3 Rev c

CGTCAGCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA
CGTCAGCG

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Consensus GTGGAAAGGATGAAATACEGTECATCTETECGGTGATGTGTGTTTTAGAGETAGAAATAGEAAGTTAAAATAAGGETAGTCCGTTATCA
Identi

LGR +sgRNA-4 ot — - e : e , e
Ce 1LGR+5gRNA-4 TTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTCATCTCTCCGG C sTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCA
C# 2. SgRNA-4 Fw CACCGTCATCTCTCCGG G
[+ 3. SgRNA-4 Rev TCATCTCTCCGG TTT

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

Consensus SETTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACEGGECGTTGACGTGGTGETCACGTTTTAGAGETAGAAATAGEAAGTTAAAATAAGGETAGTCCGTTATA

Identity

LGR + SgRNA_S C# 1. LGR+SERNA-5 ;CTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAAC
C# 2. SgRNAS Fw c
C+ 3. sgRNA-5 Rev

AGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATC

Figura 2.1 - Validac&o das constru¢fes LGR + sgRNA-1 a 5 para o knockout do gene CTSB. A- Eletroforese em
gel de agarose 1,0% ap0s a extracdo dos plasmideos LGR + sgRNA. A primeira amostra é o padrédo de pares de
bases 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen, Waltham, MA, EUA); as amostras 1 a 5 sdo as construc¢fes usando 0s
oligos sgRNA 1 a 5 listados na tabela 2.1; as amostras 6 e 7 sdo os plasmideos LGR + sgRNA-Ro0sa26 e LGR +
sgRNA-RPAZ3, respectivamente. B - Analise do sequenciamento de construgdo LGR + sgRNA-1 a 5. Os oligos
gue codificam sgRNA forward e reverse foram alinhados a construcéo sequenciada de LGR + sgRNA usando o
software Geneious® 11.1.5.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14910
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RPA3&keywords=RPA3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RPA3&keywords=RPA3
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As particulas virais foram produzidas por transfeccdo das células empacotadoras
HEK?293T utilizando os plasmideos LGR + sgRNA-1 a 5 para edi¢cdo do gene CTSB, LGR +
SgRNA-Rosa26 e LGR + sgRNA-RPA3, psPAX2 e pMD2.G. A representacdo esquematica
do processo de transfeccdo na figura 2.2A destaca as principais estruturas de cada plasmideo
para a producdo de particulas de lentivirus. O processo de transfecgdo foi acompanhado pela
expressao de GFP (figura 2.2B).

A oligos para o gene CTSB ou controles
(Rosa26 e RPA3)

ror [ — — R

pMD2.G CMmvV VSV-G PolyA

LGR + psPAX2 + pMD2.G

HEK293T Particulas de lentivirus




99

Figura 2.2 - Producéo de particulas de lentivirus por transfeccdo usando as células HEK293T. A- Representacdo
esquematica da transfeccdo: plasmideo de transferéncia LGR com a sequéncia de sgRNA representada em
amarelo e a proteina GFP em verde; plasmideo de empacotamento psPAX2 com o gene Gag codifica proteinas
estruturais do lentivirus; gene Pol que codifica a transcriptase reversa; RNAse H e integrase, ambos em
vermelho; envelope plasmidico pMD2.G com o gene VSV-G que codifica glicoproteinas de superficie que
determinam os tropismos virais. B - Imagem representativa da transfeccdo HEK293T usando LGR + sgRNA-
Rosa26. O mesmo procedimento foi realizado para todos os LGR construidos (sgRNA-1 a 5 para o gene CTSB e
SgRNA-RPA3). A producdo de lentivirus foi confirmada pela expressio de GFP em microscopio de
fluorescéncia invertida. Células ndo transfectadas sob luz branca (1) e luz UV (2); e células transfectadas por
LGR+sgRNA_Rosa26 expressando GFP sob luz branca (3) e luz UV (4).

Em seguida, os sete lentivirus produzidos foram usados para infectar as células
REHcas9. Nos primeiros trés dias, a infeccdo foi monitorada pela expressdo de GFP usando
microscopio de fluorescéncia invertida (figura 2.3). Subsequentemente, a taxa de infeccéo foi
monitorada durante 27 dias pela expressdo de GFP por citometria de fluxo (figura 2.4A). Com
aproximadamente 90% das células infectadas, confirmamos que a particula viral foi integrada
ao genoma das células REHcas9, e que os sgRNA-1 a 5 para o gene alvo CTSB ndo
prejudicam o crescimento das células. 1sso € observado devido a manutencdo da porcentagem
de células infectadas, bem como para o controle sgRNA-Ro0sa26, e pelo controle com sgRNA-
RPAS3, onde se observa a diminui¢do da taxa de infeccdo ao longo do tempo. Isso ocorre
porque o RPA3 é um gene essencial e sua delecdo leva a morte celular, sendo que ao final de

27 dias a porcentagem de células infectadas foi aproximadamente zero.

C

Figura 2.3 - Imagem representativa da infeccdo das células REHcas9 usando particulas de lentivirus sgRNA-
Rosa26. O mesmo procedimento foi realizado para todos os lentivirus produzidos (SgRNA-1 a 5 para o gene
CTSB e sgRNA-RPA3). A infeccdo foi confirmada pela expressdo de GFP em microscopio de fluorescéncia
invertida. A figura mostra as células ndo infectadas sob luz branca (A) e luz UV (B); e células infectadas com
lentivirus sgRNA_Rosa26 expressando GFP sob luz branca (C) e luz UV (D).
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Apo6s 27 dias, as células foram triadas por FACS para obter 100% de células
infectadas e, assim, eliminar a interferéncia de células ndo infectadas que expressariam a
proteina CTSB. As ceélulas triadas foram monitoradas em cultura até atingirem a confluéncia
e, a taxa de infeccdo foi confirmada por citometria de fluxo (figura 2.4B). Estas células foram

utilizadas para todos os ensaios seguintes.

>
=]

Células infectadas %
Células infectadas %
N
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BN 3 BN 6 BN 8 Bl 14 3 20 W 27 Dias apos o0 FACS

Dias apos a infec¢do

Figura 2.4 - Taxa de infecgdo das células REHcas9 monitoradas ao longo dos dias. A - Células infectadas com
diferentes sgRNAs foram monitoradas por citometria de fluxo ao longo de 27 dias. B - Apds 27 dias, as células
foram separadas por Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) e, posteriormente, monitoradas por 15 dias.

Para verificar a edi¢cdo do gene CTSB nas células REHcas9, o DNA gendmico dessas
células foi extraido e a qPCR foi realizada com primers flanqueando as regides alvo dos
sgRNAs (figura 2.5A). Alteracdes na sequéncia de bases (insercdo, mutacdo ou delecdo)
podem alterar o perfil de dissociacdo do DNA durante 0 aumento da temperatura e,
consequentemente, a curva de dissociacdo. Dessa forma, é possivel avaliar se houve edi¢do no
gene CTSB para os diferentes SgRNAs por meio de alteracdes na curva de dissociacdo. Como
controle do ensaio utilizamos os primers para o gene quinase 7 dependente de ciclina (CDK?7),
mostrando que em todas as células analisadas a curva de dissociacdo é a mesma para este

gene.
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Figura 2.5 - Confirmagdo da edicdo do gene CTSB por gqPCR. A - Representacdo esquematica dos primers
especificos para 0 gene CTSB desenhados para flanquear a regido de cada sgRNA (1 a 5). B - Curvas de
dissociagdo do gPCR de células REHcas9 infectadas com diferentes sgRNAs. O DNA gendmico de cada
linhagem celular foi usado para validacdo da edicdo do gene CTSB. O primer especifico para o gene CDK7 foi
utilizado como controle interno da reacdo de qPCR, representado pelo quadro CONTROLE.
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Comparamos as curvas de dissociacdo dos controles, células REHcas9 ndo infectadas
e células REHcas9 + sgRNA-Ro0sa26 com a curva obtida de células infectadas com os
diferentes sgRNASs que visavam a edi¢do do gene CTSB (figura 2.5B). Os graficos mostram
que as curvas de dissociacdo das celulas infectadas com sgRNA-1, 3, 4 e 5 apresentaram picos
de temperatura diferentes quando comparadas aos controles, indicando que houve edi¢do no
gene CTSB das células REHcas9 transformadas.

No entanto, para 0 sgRNA-2, a curva de dissociacdo se sobrepde aos controles,
indicativo de que ndo houve edicdo ou de que a edicdo ndo foi suficiente para causar
alteracdes na curva. A presenca de dois picos indica que os iniciadores utilizados anelaram em

duas regides do genoma.

2.4.2. Confirmacéo do knockout da proteina CTSB

Para confirmar a eficiéncia dos sgRNAs no knockout da proteina CTSB avaliamos a
expressao/funcdo da proteina por meio do ensaio de western blotting para ver a presenca e
guantidade de CTSB, e pelo ensaio de atividade da proteina CTSB. No entanto, encontramos
dificuldade em visualizar a proteina CTSB nas células controle REHcas9 por Western blotting
(anexo H).

Para validar nossos ensaios e estabelecer um protocolo para verificacdo da presenca da
proteina, avaliamos a presenca da proteina CTSB nas células REH WT, sem a presenca da
proteina cas9, para verificar se essa modificacdo estaria ocasionando alteracGes que
implicassem na redugdo da expressdo da CSTB. Além disso, passamos a utilizar as células de
hepatocarcinoma humano HEPG2 como controle.

As células HEPG2 foram escolhidas, pois expressam niveis maiores de CTSB do que
as celulas REH (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000164733-CTSB/cell); dessa forma
seria mais facil confirmar a eficiéncia dos sgRNAs no knockout da proteina CTSB. Essa

diferenga no nivel de expressdo da CTSB foi confirmada por Western blotting utilizando as
células REH WT e HEPG2 WT, validando que a baixa expressdo nas células REHcas9 ndo é
consequéncia da insercdo da proteina cas9 (anexo H).

Deste modo, para utilizar essas celulas como controle, nos realizamos a infeccdo das
células HEPG2cas9 com os sgRNAs-1 a 5 e os controles. As particulas de lentivirus foram
produzidos novamente, como feito para células REHcas9, e usadas para infectar células
HEPG2cas9 (figura 2.6A-D). Apds 15 dias, com taxa de infeccdo de aproximadamente 70 -

80%, conforme mostrado no grafico da figura 2.6E, as células HEPG2cas9 + sgRNAs foram


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000164733-CTSB/cell
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utilizadas para verificar o efeito da edigdo génica na proteina CTSB pela técnica de western
blotting e ensaio de atividade enzimaética juntamente com as células REHcas9 + sgRNAs.
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Figura 2.6 - Infeccdo de células HEPG2cas9 usando particulas de lentivirus para avaliar a eficiéncia de edicéo
dos oligos sgRNA1-5. As células foram infectadas usando os sete lentivirus diferentes. A infeccdo foi
confirmada pela expressdo de GFP observada em microscépio de fluorescéncia invertida. A figura representa as
células ndo infectadas sob luz branca (A) e luz UV (B); e células infectadas com lentivirus sgRNA_Rosa26
expressando GFP sob luz branca (C) e luz UV (D). A taxa de infeccdo de células HEPG2cas9 monitoradas ao
longo dos dias pela expressédo de GFP usando citometria de fluxo (E).

Com o ensaio de western blotting n6s avaliamos a expressao da proteina CTSB com
~37 kDa (pro-proteina) e com ~30 kDa (proteina madura), e da proteina a-tubulina (60 kDa)
como controle do ensaio. Desta forma foi possivel detectar a presenca da proteina CTSB nos
controles de células REHcas9, REHcas9 + sgRNA-R0sa26 e na amostra REHcas9 + sgRNA-
2. No entanto, a auséncia da proteina foi confirmada para sgRNA-1, 3, 4 e 5 (figura 2.7A).

Para as células HEPG2cas9 (figura 2.7B), o resultado sugere que o sgRNA-1 foi o
mais eficiente, uma vez que a presenca de CTSB ndo foi detectavel. Para as amostras de
sgRNA-3, 4 e 5 ¢ possivel visualizar uma banda com menor intensidade que os controles ndo
infectados HEPG2 WT e HEPG2cas9 + sgRNA-Ro0sa26; entretanto, a presenca da proteina
pode ser resultado da expressdo de CTSB pelas células ndo infectadas presentes nas amostras,
uma vez que essas células ndo foram separadas por FACS como realizado para REH. A
amostra HEPG2cas9 + sgRNA-2 apresentou uma banda semelhante aos controles, sugerindo
que ndo houve delecdo da proteina. Portanto, mesmo com aproximadamente 20% de células
ndo infectadas, foi possivel validar o knockout da proteina CTSB nas celulas HEPG2,
confirmando o resultado obtido para as células REH.
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Figura 2.7 - Western blotting usando REHcas9 + sgRNAs e HEPG2cas9 + sgRNAs. A - Células REHcas9 e
REHcas9 + sgRNAs (1 a 5 e Rosa26) foram lisadas e 150 pg de proteina total foram usados para cada amostra e
o filme foi exposto por 2,5 e 5 minutos. B — HEPG2cas9 e HEPG2cas9 + sgRNAs (1 a 5 e Rosa26) foram
lisados e 50 pg de proteina total foram usados para cada amostra e o filme foi exposto por 10 segundos. Para
todas as analises, a proteina a-tubulina (60 kDa) foi usada como controle. Cas9 representa as células ndo
infectadas com os sgRNAs.

Como segunda confirmacdo, medimos a atividade de CTSB por fluorescéncia. A
mesma quantidade de células, REHcas9 + sgRNAs e HEPG2cas9 + sgRNAs foram utilizadas
no ensaio. Também avaliamos a atividade enzimética nas células REH WT, sem a presenca da
proteina cas9, a qual apresentou a mesma atividade CTSB do que as células REHcas9.

O ensaio enzimatico mostra que as células HEPG2 tém uma atividade
aproximadamente dez vezes maior do que a linhagem celular REH, reforcando a suposicao de
que o gene CTSB ndo é superexpresso pelas células REH utilizadas nesse trabalho e sob essas
condigdes de cultivo. Assim, avaliando a atividade para os clones knockout, verificamos que,
tanto para a célula REH quanto para a célula HEPG2, houve uma reducédo estatisticamente
significante na atividade quando comparada as células ndo infectadas (figura 2.8A e B).

Comparando as amostras REHcas9 + sgRNA_1 - 5 com o REHcas9 ndo infectado, é
possivel observar uma reducdo significativa na atividade enzimatica (P < 0,05). O mesmo
perfil foi observado para células HEPG2cas9 + sgRNA-1, 4 e 5 quando comparadas as células
ndo infectadas. As células HEPG2cas9 + sgRNA-2 e 3 apresentam uma reducdo significativa
na atividade, mas ndo sdo tdo expressivas quanto as células que possuem os outros SgRNAs
(figura 2.8A e B).

Como ainda foi possivel detectar atividade nos clones infectados, utilizamos outra
marca de reagente para mensurar a atividade da enzima também por fluorescéncia. Para isso,
selecionamos somente os clones controles (REHcas9 e sgRNA-Ro0sa26), os dois clones com
maior reducdo na atividade (sgRNA-1 e sgRNA-4) e o clone que apresentou menor reducéo
de atividade (sgRNA-2). Utilizando esses novos reagentes confirmamos a reducdo
significativa na atividade dos clones sgRNA-1 e sgRNA-4 em relagdo aos controles,

entretanto o clone sgRNA-2 ndo apresentou diferenca na atividade CTSB (figura 2.8C).
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Quando comparamos as atividades das células infectadas com os sgRNAs com as
células tratadas com o inibidor da CTSB, observamos que somente as células infectas com os

SgRNA-1 e sgRNA-4 ndo apresentaram diferenca significativa nos trés ensaios.
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Figura 2.8 - Ensaio de atividade da catepsina B das células ndo infectadas e infectadas com sgRNAs (1 a 5) e
Rosa26. Células REH (A) e células HEPG2 (B). O inibidor é especifico para CTSB e vem com o Kit Cathepsin
B Activity Fluorometric Assay (BioVision, Waltham, MA, EUA). C — Ensaio de atividade para CTSB utilizando
reagentes da Sigma-Aldrich (materiais e métodos item 2.3.5.3) para lisados das células REHcas9 e das células
infectadas com os sgRNAs-1, 2, 4 e Rosa26. Os resultados representam a média + erro padrdo dos experimentos
feitos em triplicata. A andlise estatistica One Way ANOVA seguido de Turkey post hoc teste mostra uma
diferenca significativa (P < 0,05) entre as atividades CTSB das células infectadas com sgRNA (1 a 5) quando
comparadas com o controle ndo infectado REHcas9 ou HEPG2cas9 (*) ou quando comparadas com as células
tratadas com inibidor para CTSB (#).
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Os resultados da atividade corroboram com os dados de western blotting, e assim
concluimos que os sgRNAs projetados foram eficientes na edi¢cdo do gene, resultando no
knockout da proteina. Comparando os resultados obtidos das células REH e HEPG2,
selecionamos trés clones para dar continuidade aos ensaios: 0s clones REHcas9 + sgRNA-1 e
SgRNA-4 por apresentarem a maior diminuicdo de CTSB no western blotting e redugéo
superior na atividade enzimatica; o clone REHcas9 + sgRNA-2 foi escolhido como controle
por apresentar maior atividade CTSB e presenca de proteina no western blotting.

Para confirmar a edicdo no gene CTSB, preparamos as amostras para sequenciamento.
O DNA genbémico extraido das células REHcas9 + sgRNA-1, sgRNA-2 e sgRNA-4 foi
amplificado com primers especificos (figura 2.9A), os mesmos utilizados para qPCR, e entéo
0 produto da PCR foi clonado no vetor TOPO.

Apds selecionar clones bacterianos usando X-gal em meio LB solido, o plasmideo de
dois clones isolados obtidos de cada construgdo TOPO + PCR foi extraido (figura 2.9B) e
sequenciado (figura 2.9C). Para os clones sgRNA-1 e 2 foi identificada a inser¢do de quatro
bases; ja para o clone sgRNA-4 o sequenciamento mostra a insercdo de trés bases
nitrogenadas AAG.

A andlise da sequéncia do DNA e da proteina apds a edi¢cdo mostrou que a insercao de
bases mudou o quadro de leitura do DNA, alterando a sequéncia de aminoéacidos da proteina.
Para 0 sgRNA-1 a insercdo das quatro bases alterou o quadro de leitura resultando ndo s6 na
alteracdo dos aminoacidos a partir do residuo 89, mas também na transcricdo de um codon de
parada (TGA) na posicdo 120, impedindo a transcricdo dos aminoacidos seguintes; o SRNA-
2 também alterou na sequéncia de aminoacidos a partir da posicao 335; ja 0 SgRNA-4 inseriu
as bases AAG no meio da trinca CAC, resultando na alteracdo de dois aminoacidos na
sequéncia da proteina (tabela 2.3). A sequéncia completa da transcrigdo apos a edi¢do dos trés
sgRNAs pode ser conferida no anexo I.

A proteina CTSB € constituida por uma sequéncia peptideo sinal, seguida de um
propeptideo que precede a proteina madura, e outro propeptideo no C-terminal da proteina. As
edicdes do sgRNA-1 e 4 promoveram inser¢fes na proteina madura; ja a mudanca ocasionada
pelo sgRNA-2 esta localizada no propeptideo final da proteina, o qual é clivado durante o

processo de maturagédo da proteina (figura 2.10).
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Figura 2.9 — Anélise da edicdo do gene CTSB em células REHcas9 por sequenciamento. A- Imagem de
eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo do DNA gendmico
(gDNA) das células infectadas com primers especificos para o gene CTSB que flanqueiam a regido alvo do
sgRNA. Os nuimeros de 1, 2 e 4 representam os produtos de PCR obtidos usando como molde gDNA extraido
das células REHcas9 + sgRNA-1, 2 e 4, respectivamente. B- Imagem de eletroforese em gel de agarose 1% dos
plasmideos extraidos dos clones bacterianos selecionados por X-gal transformados com as constru¢es TOPO +
PCR. O primeiro nimero de amostras representa o produto de PCR clonado no vetor TOPO e o segundo nimero
é o clone selecionado por X-gal. C- Analise de edi¢do de genes por sequenciamento. Os plasmideos obtidos a
partir das construgdes TOPO + PCR foram sequenciados usando o primer do vetor TOPO M13 e alinhados com
a sequéncia do gene CTSB (NG_009217.2) usando o software Geneious® 11.1.5.

Tabela 2.3 — Andlise das edigdes na sequéncia de DNA e da proteina

DNA Proteina

AMoStra pggicag da Bases Alteracio AAs Primeiro AA  Coédon de

edicao* inseridas no Frame alterados aletrado parada

GGCC SER

SgRNA-1 265 ou sim 89a120 ou 120
AGCC ALA
GGAA GLY

SgRNA-2 1003 ou sim 335a339 ou N/A
GACC ASP

sgRNA-4 807 AAG ndo 269 e 270 GLN e SER 340

*a posicdo da base nitrogenada foi identificada considerando a sequéncia utilizada na transcricéo.
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Figura 2.10 — Sequéncia da proteina CTSB humana (c6digo Uniprot: P07858). Em vermelho esta identificada a
sequéncia peptideo sinal; em azul estd identificado a sequéncia propeptideo; em preto esta a sequéncia da
proteina madura; em verde esta identificada a sequéncia propeptideo C-terminal. As setas representam a posicéo
o inicio das alterac@es na sequéncia de aminoacidos ocasionadas pela edicdo do SgRNA-1 (seta laranja), SgRNA-
2 (seta amarela) e sgRNA-4 (seta roxa).

2.4.3. Avaliacdo da influéncia da proteina CTSB na resposta ao tratamento com
ASNase

Utilizando os clones descritos acima, realizamos o ensaio de citotoxicidade na
presenca das trés diferentes ASNases (ECA_WT, ErA_ WT e ErA_DM). Os plasmideos
construidos no Brasil foram transformados em E. coli BL21(DE3) e a posterior inducdo foi
realizada com IPTG. Apo6s a expressdo, as células foram submetidas a choque osmotico para
obtencdo da fracdo periplasmatica, onde a enzima esta localizada. As fraces periplasmaticas
foram purificadas em duas etapas cromatograficas, cromatografia de troca idnica e de

exclusdo por tamanho, e a selecdo das fracdes puras foi feita por SDS-PAGE (figura 2.11).
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Figura 2.11 - Confirmacédo da purificagdo das enzimas ErA_WT, ErA_DM e EcA_WT por eletroforese em gel
SDS-PAGE a 12%. As trés proteinas possuem aproximadamente 35 kDa. PM indica o padrdo de massa
molecular ™Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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As amostras com elevado grau pureza foram concentradas e quantificadas a 280 nm
pela Lei Lambert-Beer. A atividade especifica para L-asparagina de cada proteoforma foi
determinada com reagente de Nessler, método colorimétrico para quantificacdo de amonia por

meio da curva de calibracdo com sulfato de amonio (figura 2.12).
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Figura 2.12 - Atividade especifica para as enzimas ErA_WT, ErA_DM e EcA_WT determinada com reagente de
Nessler. Curva padrdo determinada com concentragdo conhecida de sulfato de amdnio, e atividade especifica das
enzimas ErA_ WT, ErA DM e EcA_ WT onde o grafico representa a velocidade da reagdo em pmol/min em
funcédo da quantidade de proteina em miligramas; o coeficiente angular da equacéo da reta representa a atividade
especifica para cada enzima dada em U/mg, onde 1 unidade (U) é igual a 1 pumol de aménio produzido por
minuto. Os pontos representam média + erro padrédo (n = 3).

As células REHcas9 + sgRNA-1 e 4, e os controles ndo infectados REHcas9,
REHcas9 + sgRNA-Rosa26 ou sgRNA-2 foram tratados com diferentes concentragdes da
enzima ECA_WT, ErA_WT ou ErA_DM. Apds 72 horas de tratamento, a viabilidade celular
foi avaliada pela adicdo do reagente AlamarBlue (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) (figura
2.13). Este reagente contém o corante azul resazurina que permite a quantificagdo das células

vivas, através da reacdo de oxirreducdo metabolizada durante a respiracdo celular. A
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resazurina é reduzida a resorufina, composto rosa fluorescente, e a intensidade da
fluorescéncia é proporcional ao nimero de células vivas (BACK et al., 1999).

O ensaio de citotoxicidade apresentou uma diferenca significativa no valor de ICso
entre as células REHcas9+sgRNA-1 e o controle REHcas9 quando tratadas com ECA WT,
mas essa diferenca ndo foi observada em relagéo aos controles REHcas9+sgRNA-R0sa26 ou
REHcas9+sgRNA-2. Para a enzima ErA_WT néo foi possivel determinar os valores de ICsp,
pois nas condicbes testadas mesmo a menor dose de enzima (0,05 U/mL) matou
aproximadamente 70% das células. Quando as células foram tratadas com a ASNase
ErA_DM n&o foram observadas diferencas entres células controle e CTSB knockout (tabela
2.4).
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Figura 2.13 - Ensaio de citotoxicidade in vitro por fluorescéncia com AlamarBlue. As células foram tratadas com
diferentes concentragoes das enzimas ECA_WT (Al e 2), ErA_WT (Bl e 2) e ErA_DM (C1 e 2) usando células
REHcas9 (ndo infectadas), sgRNA-Ro0sa26, sgRNA-1, sgRNA-2 e sgRNA-4. Os controles do ensaio sdo as
células sem o tratamento e com a adi¢do do tampéo no qual as enzimas foram diluidas. O ensaio foi realizado em
triplicata analitica, e 0 nimero representa a primeira (1) e a segunda (2) réplica biol6gica. Os dados representam
a média * erro padrédo (n = 3).
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Tabela 2.4 — Valores de 1Cso (U/mL) obtidos pelo ensaio de citotoxicidade

Célula EcA WT ErA WT ErA DM
REHcas9 0,37 n/d 0,088
SgRNA-Ro0sa26 0,31 n/d 0,083
sgRNA-2 0,32 n/d 0,094
sgRNA-1 0,27* n/d 0,082
sgRNA-4 0,34 n/d 0,088

n/d — valores ndo determinados.
*Analise estatistica Two Way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc teste (P < 0,05)
quando comparado com as células REHcas9 dentro do mesmo tratamento.

Para confirmar o resultado obtido, realizamos o ensaio de viabilidade utilizando outra
metodologia. As células REHcas9 e REHcas9+sgRNA-1 foram tratadas com as diferentes
ASNases por 48 e 72 horas. Como para enzima ErA_WT nao foi possivel calcular o ICso no
primeiro ensaio (figura 2.13B), neste novo ensaio acrescentamos concentracdes mais baixas,
iniciando em 0,0001 U/mL. Apo0s o tratamento, a viabilidade celular foi avaliada por MTT,
método colorimétrico que permite a quantificacdo de células vivas com o metabolismo ativo
por produzem oxirredutases NAD(P)H dependentes que reduzem o tetrazélio MTT ao
composto Formazan de cor roxa, dessa maneira € possivel quantificar as células
metabolicamente vidveis (MOSMANN, 1983).

Para as células tratadas com a ASNase ECA_WT por 48 horas ndo foi possivel
determinar os valores de ICso. No entanto, nas demais condi¢cbes ndo foram encontradas
diferengas significativas nos valores de ICso (tabela 2.5). Além disso, em todas as condi¢Ges
testadas o perfil de viabilidade celular é o mesmo entre as células REHcas9 e
REHcas9+sgRNA (figura 2.14). Portanto, mesmo com as mudangas na concentracdo de
enzimas e tempo de tratamento ndo foi possivel identificar diferencas significativas na

viabilidade das células knockout para a proteina CTSB em relacao ao controle.
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Figura 2.14 - Ensaio de citotoxicidade in vitro por colorimetria com MTT. As células foram tratadas com
diferentes concentragdes das enzimas ECA_WT, ErA_WT e ErA_DM por 48h (A) ou 72h (B) usando células
REHcas9 (ndo infectadas) e sgRNA-1. Os controles do ensaio séo as células sem o tratamento e com a adi¢do do
tampdo no qual as enzimas foram diluidas. O ensaio foi realizado em triplicata analitica e os dados representam a
média + erro padréo.
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Tabela 2.5 — Valores de 1Cso (U/mL) obtidos pelo ensaio de citotoxicidade com MTT

48 horas 72 horas

EcA WT ErAWT ErA DM EcAWT ErA WT ErA_ DM

REHcas9 n/d 0,0096 0,020 0,11 0,080 0,10

SgRNA-1* n/d 0,012 0,022 0,14 0,082 0,10

n/d — valores ndo determinados.
*Analise estatistica Two Way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc teste (P > 0,05) quando comparado
com as células REHcas9 dentro do mesmo tratamento.

2.5.DISCUSSAO

Os niveis de expressdo de CTSB foram avaliadas em células BCP-LLA obtidas de
pacientes com LLA. As células foram classificadas em subtipos de acordo com as mutacdes
encontradas; um pequeno grupo de pacientes foi identificado com a translocacdo
ETV6/RUNX1 (fendtipo caracteristico das células REH). A anéalise da expressao génica sugere
uma alta expressdo de CTSB; entretanto, o pequeno numero de pacientes com essa
translocacdo foi uma limitacdo da pesquisa (WRONA et al., 2019). O nivel de expressdo de
CTSB em células REH ainda néo esta claro, mas o trabalho de Wrona (2019) sugere uma alta
expressao dessa proteina em células de cultura primaria. Além disso, ha evidéncias de
producdo de CTSB por células REH em estudos anteriores (PATEL et al., 2009).

No entanto, uma das limitagBes encontradas nesse trabalho foi a identificagdo da
proteina CTSB nas células REH aqui utilizadas. Para analise por western blotting foi
necessaria uma grande quantidade de proteina, diferente do observado para as células HEPG2,
Além disso, a diferenca na expressdao da CTSB entre essas duas células também foi observada
pela avaliacdo da atividade enzimatica. As células REH apresentam uma atividade CTSB
aproximadamente dez vezes menor do que as células HEPG2. Esses dados indicam que in
vitro as células REH ndo superexpressam a proteina CTSB.

Sabemos que a expressao/regulacdo do gene CTSB passa por diversas vias complexas,
desde a transcricdo, modificacdo pds-transcricional, traducdo, glicosilagdo, maturacdo e
modulacdo, que podem ser reguladas por ativacdo de zimogénio, pH ou até mesmo por
inibidores enddgenos. A enzima pode ser encontrada nos lisossomos, citoplasma, membrana
plasmatica, na superficie pericelular e até mesmo secretada no meio extracelular
(POGORZELSKA; ZOENOWSKA; BARTOSZEWSKI, 2018).
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AlteracGes na expressdo ou atividade da CTSB tém sido associadas a progressao e
metéstase em varios tipos de céncer. Nas células neoplasicas, um dos mecanismos de
regulacdo € sua ativacao por sinais extracelulares, embora esse processo de regulacdo ainda
ndo esteja completamente elucidado (AGGARWAL; SLOANE, 2014; GONDI; RAO, 2013;
POGORZELSKA; ZOENOWSKA; BARTOSZEWSKI, 2018). Diante da complexidade da
sua regulacéo, a expressdo da CTSB pode ocorrer de formas diferentes in vivo e in vitro.

Embora a expressdo da CTSB tenha sido baixa nas condicGes utilizadas, o sistema
CRISPR/cas9 foi eficiente para edicdo do gene CTSB nas células REH. Obtivemos uma alta
taxa de infecgdo e confirmamos a edi¢do do gene por meio de gPCR, seguido de western
blotting e atividade enzimética. A eficiéncia da edicdo também foi observada nas celulas
HEPG2, que expressam niveis maiores de CTSB.

Nos trés sgRNAs selecionados (REHcas9 + sgRNA-1, sgRNA-2 e sgRNA-4)
observamos a presenca de inser¢fes de nucleotideos no DNA. Essas inser¢des ocorrem pelo
mecanismo de reparo do DNA de juncdo ndo homologa; trata-se de um processo propenso a
erros de ligacdo direta das extremidades editadas que provocam inser¢Ges ou delecdes no
material genético (PELLAGATTI et al., 2015).

Assim como nas mutagdes pontuais, inser¢des ou delecdes na sequéncia de DNA
podem alterar o quadro leitura do gene, chamadas de mutacbes frameshift. Esse tipo de
mutacdo pode alterar a estabilidade do mRNA ou a forma como a sequéncia é lida no
ribossomo a partir do ponto da mutacéo, causando a terminacdo prematura da traducdo pela
presenca de um novo cédon de parada, ou mesmo traduzindo a proteina com a sequéncia de
amino&cidos alterada, levando a sintese de uma proteina sem func¢éo (PELLEY, 2012).

Nos DNAs sequenciados observamos a presenca de mutacdo frameshift das celulas
editadas pelos oligos sgRNA-1 e 2 e a inser¢do de dois aminodcidos nas células editadas pelo
oligo sgRNA-4. Nas células REHcas9 + sgRNA-1 a traducdo de um cddon de parada justifica
a auséncia da proteina no western blotting e a reducdo significativa da atividade CTSB dessas
células. Nas células REHcas9 + sgRNA-4 o mesmo efeito foi observado com a insercéo dos
aminoéacidos GLN e SER na proteina.

Nas células REHcas9 + sgRNA-2 a alteragdo no quadro de leitura resultou na
alteracdo de cinco aminoacidos na porcdo C-terminal da proteina, ndo sendo tdo deletéria
quanto os SgRNA-1 e 4, pois a presenca da proteina é mais evidente no western blotting e sua
atividade enzimatica foi préxima aos valores dos controles.

A proteina CTSB consiste em 339 aminoacidos e o oligonucleotideo sgRNA-2 foi

projetado para edicdo proximo a porc¢éo final da regido C-terminal da CSTB, cuja sequéncia
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compreende 0s aminoécidos 329 a 335. As mutagBes que ocorrem proximas a regido C-
terminal da proteina, geralmente sdo menos deletérias (PELLEY, 2012). Além disso, 0s
ultimos seis aminoacidos (334 a 339) sdo a sequéncia propeptidica, clivada durante o processo
de maturacdo da proteina (TEDELIND et al., 2011). A presenca da proteina observada para as
celulas REHcas9 + gRNA-2 pode ser devido a localizacdo de edicdo genética.

No entanto, analisando a viabilidade celular das REHcas9 + sgRNA-1 e REHcas9 +
SgRNA-4 apds o tratamento com as diferentes ASNases, concluimos que tanto os valores de
ICso quanto o perfil de toxicidade ndo apresentaram diferengas quando comparados com 0s
controles (REHcas9, REHcas9 + sgRNA-Rosa26 e REHcas9 + sgRNA-2). Apesar da proteina
CTSB ser expressa constitutivamente pelas células REH (PATEL et al., 2009), a cultura in
vitro das células e o baixo nivel de expressdo observado podem ter influenciado nos

resultados obtidos.

2.6.CONCLUSAO

As células REHcas9 foram infectadas com sucesso para a edicdo do gene CTSB.
Realizamos a confirmacéo da edicdo do gene por qPCR e sequenciamento. O knockout da
proteina CTSB foi confirmado por western blotting e ensaio da atividade enzimatica.
Identificamos uma baixa expressdo de CTSB pela célula REH e para descartar a possibilidade
de resultados falso-positivos da edi¢cdo do gene, realizamos 0 mesmo processo visando o gene
CTSB na célula HEPG2 que expressa altos niveis dessa proteina. Dessa forma, validamos a
eficiéncia do sistema CRISPR/cas9 os SgRNAs projetados. Realizamos o ensaio de
citotoxicidade utilizando as trés proteoformas ASNases, porém ndo identificamos uma
diferenga significativa na viabilidade celular ou ICso em células REH knockout para CTSB.
Devido ao baixo nivel de expresséo da proteina CTSB nas células REH, os resultados obtidos

ndo foram conclusivos.

2.7.PERSPECTIVAS

e Para confirmar os resultados obtidos o melhor modelo para anéalise da influéncia da
proteina CTSB nas células de LLA durante o tratamento, seria a utilizacdo de modelos

xenograficos para o estudo in vivo.
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e Além do modelo xenogréfico, outra alternativa é a indugdo da super expressdo da
proteina CTSB por CRISPR nas células REH para comparar a influéncia da CTSB com as
células knockout ja produzidas.

e O sequenciamento do mRNA das células REHcas9, REHcas9 + sgRNA-1 e REHcas9
superexpressando CTSB apds o tratamento com as diferentes ASNases (ECA_WT, ErA_WT e
ErA_DM) pode trazer novas elucidacGes sobre genes/proteinas envolvidas no processo

resisténcia ao tratamento.
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ANEXO B — ENSAIO DE ATIVIDADE ASPARAGINASICA DAS
PROTEOFORMAS MUTANTES
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ANEXO B — ENSAIO DE ATIVIDADE ASPARAGINASICA DAS
PROTEOFORMAS MUTANTES (cont.)
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Anexo B - Atividade especifica para L-asparagina das proteoformas 1 a 10 e selvagem (WT), e curva de
calibragdo com sulfato de amoénio mensuradas por reagente de Nessler. Grafico da velocidade em pmol/min em
fungdo da quantidade em miligrama de proteina, onde o coeficiente angular da equacéo da reta representa a
atividade especifica para cada enzima dada em U/mg. Os pontos representam a média + erro padrao (n = 3). Os
graficos foram gerados com o programa GraphPad Prism 5.0.



pmol/min

Hmol/min

pmol/min

ANEXO C - ENSAIO DE ATIVIDADE GLUTAMINASICA DAS
PROTEOFORMAS MUTANTES
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ANEXO C - ENSAIO DE ATIVIDADE GLUTAMINASICA DAS

PROTEOFORMAS MUTANTES (cont.)
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Anexo C - Atividade especifica para L-glutamina das proteoformas 1 a 10 e selvagem (WT), e curva de
calibracdo com sulfato de amoénio mensuradas por reagente de Nessler. Grafico da velocidade em pmol/min em
fungdo da quantidade em miligrama de proteina, onde o coeficiente angular da equacdo da reta representa a
atividade especifica para cada enzima dada em U/mg. Os pontos representam a média + erro padrao (n = 3). Os
graficos foram gerados com o programa GraphPad Prism 5.0.
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chrysanthemi enhances asparagine
hydrolase activity and diminishes enzyme
immunoreactivity - a new promise to treat
acute lymphoblastic leukemia

Iris Munhoz Costa,®” © Débora Custédio Moura,® Guilherme Meira Lima,?
Adalberto Pessoa,® Camila Oresco dos Santos,” Marcos A de Oliveira® and
Gisele Monteiro?

Abstract

BACKGROUND: The treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) uses the biopharmaceutical -asparaginase ([ASNase) as
the main medication. This drug, from bacterial origin (Escherichia coli or Erwinia chrysanthemi), depletes L-asparagine (Asn)
and secondarily L-glutamine (Gln - GLNase activity) from the bloodstream, leading leukemic cells to die by deprivation of
Asn. The use of ASNase is limited by the high incidence of adverse effects, which collectively can specifically impair quality
of life of patients. Its high toxicity caused by the product of the hydrolysis of amino acids and the formation of anti-ASNase anti-
bodies often required treatment interruption, thus reducing the chances of cure and increasing the rates of disease relapse.

RESULTS: In order to improve enzymatic activity, while reducing toxicity, we developed through directed evolution a double-
mutant ASNase from Erwinia chrysanthemi (Erw_DM), which has specific activity for Asn 46% higher than the wild-type enzyme
(Erw_WT). This makes it possible to reduce the amount of protein necessary for depletion of this amino acid and, consequently,
the reduction of GLMNase activity, considered toxic. In silico analysis showed that a lower number of epitopes was exposed,
resulting in reduced recognition of the recombinant protein by antibody anti-ASMNase observed in vitro assay. Furthermore,
we observed the same cytotoxic profile for the MOLT-4 and REH ALL cell lines using 40% lower protein mass of Erw_DM to
achieve the minimum enzyme activity required in the bloodstream during treatment.

CONCLUSION: Altogether, our findings describe a potent and less immunogenic ASMNase, an improvement that may alleviate
treatment adverse effects developed in anti-ALL therapy.
& 2021 Society of Chemical Industry (5Cl).

Supporting information may be found in the online version of this article.

Keywords: c-asparaginase; Erwinia chrysanthemi; protein engineering; mutation; immunogenic epitopes; lower therapeutic
ASNase dose

aof the amino acids Asn and Gln, and its mechanism of action is to
deprive leukemic cells from cbtaining serum Asn; ALL cells, generally,
present a deficiency in the endogenous synthesis of this amino acid **

INTRODUCTION
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) represents a quarter of all
childhood cancer cases (0-15 years) and 80% of all childhood
leukemia cases.'* Despite the lower incidence in adults -
approximately 1% of total adult cancers - 40% of the cases
of ALL are diagnosed in patients older than 20 years ™ Disease-free
survival in 5 years occurs in up to 90% of childhood cases. However,
this prognosis is not so favorable for adult ALL; only 407 of patients
have complete remission of the disease.'?

The main medication used during treatment is the biopharmaceuti-
cal -asparaginase (ASNase), obtained from the bacteria Escherichia colf

* Corespondence fo: | Munbor Costa or G Monlevo, Departamento de
Tecnologia Boquimico-Farmacéutics, Faculdode de Ciénciad Farmacdulicas
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and Erwania chrysantherni (also called Dickeya chrysanthemi or Pecto-
hacterium chrysanthermi). The enzyme is responsible for the hydrolysis
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ANEXO G — MAPA DO PLASMIDEO pMD2.G
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ANEXO H - WESTERN BLOTTING PARA DETECCAO DA PROTEINA
CTSB NAS CELULAS REH E HEPG?2
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o-tubulina ” 1 min
2 - -
CI8B .a 1 min

—
CTSB w 20 min
|

g 80 100 150 ) 50 80 100

Y Y
REH HEPG2
Nao infectada Nao infectada

ANEXO H - Western blotting para deteccdo da proteina CTSB. A- Extrato proteico das células REHcas9,
REHcas9 + sgRNAs (1 a 5 e Rosa26) contra o anticorpo anti-CTSB e anti-a-tubulina como controle. As células
(4 x 10°) foram lisadas e 20 pL do extrato proteico foi aplicado no gel. B — Extrato proteico das células REH WT
e HEPG2 WT (ndo infectadas com a proteina cas9 e nem com os sgRNAS) contra o anticorpo anti-CTSB e anti-
a-tubulina como controle. As células foram lisadas e a quantidade proteina total foi determinada por Bradford,

quantidade variando de 50 a 150 pg foram aplicadas no gel. A revelacdo da exposicdo foi feita com 1 ou 20
minutos, indicado na figura.
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ANEXO | — ANALISE DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
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TRANSCRITOS DA PROTEINA CTSB APOS A EDICAO
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sgRNA-2 — Insercao das bases GACC
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ANEXO | — ANALISE DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
TRANSCRITOS DA PROTEINA CTSB APOS A EDICAO (cont.)

ngNA-4 Insercao das bases AAG
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ANEXO I - Analise da sequéncia de aminoacidos da proteina CTSB humana ap6s a edigdo com os sgRNA-1, 2 e
4. Em destaque com o quadrado vermelho estéo os residuos modificados ap6s a edigdo. Para os sgRNA- 1 e 2
foram analisadas as duas possiblidades de inserc8o identificadas no sequenciamento do DNA. Na sequéncia da

proteina editada pelo sgRNA-1, Umb representa o cddon de parada.
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UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao Interna de Biosseguranca

Of.CIBio/0222018/FCF

Sdo Paulo, 12 de setembro de 2018.

Senhora Professora,

Conforme parecer favoravel do relator, informo a Vossa Senhoria que
em reunido da Comissdo Interna de Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas realizada nesta data, o Projeto “Caracterizagdo bioguimica e
avaliagdo citotdxica de isoformas mutantes de L-Asparaginase Nl de Dickeya
chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi)” foi aprovado.

Atenclosamente,

ol 1 ; 7 //-.
Prof. Dr. .P% @RI.OSLM&v '/{'(ONA_/lmO. LDQ%ALHO

Presidente da CliBio

lima. Sra.
Profa. Dra. GISELE MONTEIRO

Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da FCF-USP
NESTA

Av. Prof. Uneu Prestes, n? 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - $3o Paulo - SP
Fone (011) 3091.3042 - e-mail: atadfcf.usp.br
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