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RESUMO

A Sindrome de Down (SD) ¢ o disturbio genético mais freqliente em humanos,
sendo detectado em média um caso a cada 700 nascimentos. Esta anomalia ¢ decorrente
principalmente da trissomia total do cromossomo 21 porém, em alguns casos, ocorre a
trissomia parcial deste cromossomo o que possibilitou a definicdo de uma regido comum a
todos os portadores denominada Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR). Nesta
regido encontram-se varios genes que possivelmente estdo relacionados as caracteristicas
fenotipicas apresentadas pelos individuos portadores. Entre eles estdo os genes estudados
neste trabalho: DCRB ou DSCR4 e as ORFS c21orf45, c210rf59, c21orf83-2, c21orf 95 e
c21orf101. Com o objetivo de contribuir para os estudos realizados com genes localizados
na DSCR foram realizadas a expressdo heterdloga em E. coli e a localizag@o subcelular das
proteinas codificadas pelos genes descritos acima. Assim, os experimentos de expressdo
heter6loga em E. coli demonstraram que as proteinas expressas encontram-se na forma
insoltivel para a maioria das condi¢des testadas, entretanto foi possivel a expressdo de uma
pequena fragdo soluvel da c21orfd5, c21orf59 e da DCRB quando utilizou-se células da
linhagem Rosetta (DE3) o que permitiu que a ultima proteina fosse purificada em
condi¢cdes nativas e que ensaios iniciais de estrutura secunddria fossem realizados.
Experimentos de delecdo e mutagdo sitio dirigida também foram realizados com esta
proteina assim como a produgdo de anticorpos policlonais. Estudos da localizagdo
subcelular revelaram que quatro das proteinas analisadas (DCRB, c2lorf45, c21orf59 e
c210rf83-2) sdo citoplasmaticas enquanto que duas (c21orf95 e c21orf101) sdo nucleares.
Considerando a escassez de informagdes a respeito dos genes localizados na DSCR, esses
resultados vem contribuir para o conhecimento das proteinas possivelmente envolvidas
com a Sindrome de Down.
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ABSTRACT

Down syndrome (DS) is the most common congenital disease occurring in
approximately 1 out of 700 live births. In addition to the full HC21 trisomy, rare
individuals with clinically recognized DS have only a partial trisomy, carrying a region
common to all patients dubbed as Down Syndrome Critical Region (DSCR). Several genes
contained in this portion of the HC21 are probably related to the DS phenotypes. In an
attempt to characterize some of the DSCR genes, heterologous expression and subcellular
localization analyses were performed for the genes DCRB (DSCR4), c210rf45, c210rf59,
c21orf83-2, c2lorf 95 and c2lorfl01. Analyses of the recombinant proteins produced in
Escherichia coli showed that most of them remained in the insoluble fraction. DCRB was
expressed as a soluble protein in E. coli Rosetta (DE3), purified and subjected to assays for
secondary structure analyses. Also, deletion and site directed mutagenesis as well as the
production of polyclonal antisera against DCRB were performed. Subcellular localization
analyses revealed that the proteins DCRB, c2lorf45, c2lorf59 and c21orf83-2 were
distributed in the cytoplasm of mammalian cells and that c21orf95 and c21orf101 resided
in the nucleus. Considering the lack of information concerning these proteins encoded in
the DSCR our results allowed a insight into some of the proteins provably involved in
Down syndrome.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracgdes Gerais

Entre a populagdo humana tem sido descritas varias alteracdes cromossomicas
como as sindromes de Turner, de Patau e de Down, sendo que a ultima ¢ a mais freqiiente e
com conseqiiéncias menos drasticas para os portadores.

Ha 137 anos, John Langdon Down publicou a primeira descrigdo clinica da
condi¢do denominada atualmente de Sindrome de Down (SD) e atribuia esta anormalidade
a tuberculose materna. Em 1932, Waardenburg sugere que a sindrome era conseqiiéncia de
anormalidade cromossOmica e, finalmente em 1959 Lejeune et al. descobriram que a
trissomia do cromossomo 21 era a responsavel por estas anormalidades (Capone, 2001).

A Sindrome de Down ocorre em todas as racas ¢ em ambos 0S SE€x0s € €
conseqiiéncia de trés eventos principais: trissomia, translocagdo e mosaicismo. Dentre
estas, a mais comum ¢ a trissomia completa do cromossomo 21 (Figura 1B) devido a nao
disjuncdo durante a formagdo dos gametas. Raramente a ndo disjun¢do ocorre apds a
fertilizagdo, resultando em duas “linhagens” celulares, uma com o nimero normal de
Cromossomos € a outra com um cromossomo 21 extra. Este evento ¢ denominado
mosaicismo e ¢ responsavel por de 2 a 4% dos casos. Outro evento ¢ a translocagdo que
normalmente ocorre entre os cromossomos 14 e¢ 21 com uma frequéncia de 3 a 5%.
Embora esse tipo de translocacdo seja o mais freqiiente, casos envolvendo outros
cromossomos do complemento cariotipico ja foram detectados (Capone, 2001).

A origem do cromossomo extra presente nos portadores da SD ¢ devido a ndo
disjungdo na meiose em 95% dos casos, sendo que a maioria deles (88%) ocorre na meiose
materna (68% na meiose I e 20% na meiose II) enquanto que 7% € de origem paterna e

apenas 5% dos pacientes possuem uma trissomia de origem mit6tica (Antonarakis, 1998).
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Embora a causa da SD seja conhecida desde 1959, o mecanismo pelo qual trés
copias do cromossomo 21 resulta na interrupcao do desenvolvimento normal ndo € bem
conhecido. Existem duas hipoteses mais conhecidas denominadas efeito da dosagem
génica e instabilidade no desenvolvimento. De acordo com a primeira hipotese ocorre um
desbalanco de dose global ou em um pequeno numero de genes do cromossomo 21
localizado na regido critica causando os fenétipos da Sindrome de Down. A segunda
hipotese considera que a maioria das manifestagdes observadas em portadores da SD ¢
causada por um distirbio ndo especificamente relacionado a expressdo e regulagdo génica.
(Mao et al., 2003 e Amano et al., 2004).

Para testar estas hipoteses varios estudos tem sido realizados especialmente aqueles
relacionados ao efeito da dosagem génica. Cheon et al. (2003a, d) analisaram a expressio
de varias proteinas codificadas no cromossomo 21 usando a técnica de “western blot” e
verificaram que nenhuma delas apresentou superexpressdo em cortex cerebral de feto de
portadores da SD quando comparadas ao controle. Em alguns casos, como para HACS1 a
expressdo foi significativamente diminuida (Cheon et al., 2003b) em outros, como para a
sinaptojaninal e c2lorf2, foi aumentada (Cheon et al., 2003c) e superexpressa como a
DSCRS (Ferrando-Miguel et al., 2004). Assim, esses autores consideram que a hipotese de
dosagem génica ndo ¢ suficiente para explicar totalmente os fenodtipos observados em
portadores da sindrome de Down.

Em analises realizadas com modelos de ratos para a sindrome de Down (Ts1Cje)
foi observado que os niveis de expressdo dos genes localizados na regido trissOmica
aumentou 1,5 vezes, 0 que ndo ocorreu para a regido eupldide ou para os outros
cromossomos (Sago, et al., 1998). Esses resultados indicam que os genes da regido
trissdmica de Ts1Cje sdo superexpressos de modo dose-dependente e estdo relacionados a

patologia da SD. Estudos como estes deverdo contribuir para um melhor entendimento da
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patobioquimica da sindrome de Down e revelar moléculas alvo para intervencdes
terapeuticas (Amano et al., 2004).

As caracteristicas clinicas dos portadores da sindrome sdo facilmente detectadas e
incluem principalmente hipotonia neonatal, face achatada, fendas palpebrais obliquas para
cima, orelhas pequenas com implantacdo baixa, prega palmar horizontal unica (Figura 1A).
Apresentam também anormalidades cardiacas, gastrointestinais, alteragdes no sistema
endocrino e imunologico e doenga de Alzheimer em idade prematura (Epstein, 1986; Hill
et al., 2003). Criangas portadoras de até quatro anos de idade apresentam risco aumentado
de desenvolver leucemia aguda (Fong e Brodeur, 1987). Por outro lado, a trissomia do 21
parece conferir prote¢do contra o desenvolvimento de tumores soélidos, sugerindo a
existéncia de genes supressores de tumores nesse cromossomo (Hattori et al., 2000).

Algumas caracteristicas sdo bastante freqiientes como as cardiopatias que ocorrem
em 50% dos portadores da sindrome (Korenberg et al., 1992). O retardamento mental e a
hipotonia neonatal sdo as Unicas caracteristicas comuns a 100% dos casos relatados
(Korenberg et al., 1994). Individuos com SD tém mais problemas comportamentais e
psiquiatricos que outras criangas, mas menores que outros individuos com retardamento
mental (Roizen e Patterson, 2003).

Apesar de ser uma sindrome bastante freqiiente e de seus aspectos clinicos serem
bastante conhecidos, ainda ndo se conhece com exatiddo os mecanismos moleculares pelos
quais a trissomia ocorre, porém sabe-se que tem a sua incidéncia aumentada com o
aumento da idade materna. Em analises realizadas por Hassold e Jacobs (1984) verificou-
se uma incidéncia de 1 caso a cada 700 nascimentos em mulheres com idade materna em
torno de 30 anos, o que foi significativamente aumentada (6:700 nascimentos) para

mulheres com idade ao redor de 40 anos (Hook et al., 1983 e Vogel et al., 1997).
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Figura 1: Caracteristicas apresentadas por portadores da Sindrome de Down.
A) Caracteristicas fenotipicas e B) Caridtipo de uma portadora da Sindrome de Down. Em destaque

a trissomia total do cromossomo 21.

Recentemente, tem sido descrito um segundo possivel fator de risco genético

materno para a SD. Este fator estd relacionado ao polimorfismo de genes envolvidos no

metabolismo do acido folico, que € essencial no processo de sintese de novo dos

nucleotideos precursores da sintese de DNA e reagoes de metilagio do DNA. Assim, a

associacdo entre a deficiéncia de folato e a hipometilagdo do DNA sugere que deficiéncias

genéticas e/ou nutricionais que afetam o metabolismo do folato podem estar relacionadas

ao aumento de risco da ndo disjungdo e consequentemente da Sindrome de Down (Hobbs

et al., 2000).
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Devido a importancia desta sindrome, visto que ocorre uma alta incidéncia na
populacdao humana mundial em todas as ragcas e em ambos 0s sexos, os estudos realizados a

respeito dos produtos génicos do cromossomo 21 sdo de grande importancia.

1.2 O cromossomo 21

O cromossomo 21 esta relacionado a algumas doencas genéticas como Alzheimer,
desordens autoimunes, epilepsia e principalmente a Sindrome de Down (Guimera et al.,
1997) o que o torna alvo de intensas pesquisas cientificas que culminaram na publicago da
seqiiéncia gendmica completa deste cromossomo realizada por Hattori et al. (2000).

O cromossomo 21 representa cerca de 1 a 1,5% do genoma humano, sendo o menor
cromossomo do complemento autossomico. O brago longo (21q) possui aproximadamente
37 Mb e constitui cerca de 1% do genoma humano e o brago curto (21p) € similar ao brago
curto dos outros cromossomos acrocéntricos do complemento cariotipico humano
(Antonarakis, 1998) e consiste basicamente de uma regido organizadora de nucléolo
(RON) que contém multiplas copias de genes que codificam RNA ribossémico e uma
regido mais proximal composta de seqiiéncias de DNA altamente repetitivas. Os genes
localizados no brago curto parecem nao serem essenciais para o desenvolvimento normal,
ja que a sua duplicacdo ou delecdo usualmente leva a poucas manifestacdes fenotipicas
observaveis (Capone, 2001).

Além de possuir uma baixa densidade génica quando comparado a outros
cromossomos autossomicos (Hattori et al., 2000), o 21 também apresenta uma variagao
dessa densidade ao longo do brago maior (21q). Na sua parte distal foram identificados 167
genes enquanto na proximal 58 genes, sendo notavel uma regido de 7 Mb contendo apenas

7 genes (Antonarakis et al., 2001).
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Segundo Hattori et al. (2000), a baixa densidade gé€nica do cromossomo 21 ¢
consistente com a observacdo de que a trissomia do 21 ¢ uma das Unicas trissomias
autossOmicas viaveis em humano.

Apoés o sequenciamento total deste cromossomo, verificou-se a existéncia de 225
genes e 59 pseudogenes. Desses, 127 correspondem a genes conhecidos, 98 representam
putativos novos genes preditos in silico. Dentre os novos genes, 13 sdo similares a
proteinas conhecidas, 17 ORFs andnimas com caracteristicas de dominios modulares e os
outros 68 genes sdo unidades de transcri¢do desconhecidas, sem similaridade com
proteinas ja descritas (Hattori et al., 2000).

Em trabalhos mais recentes, verificou-se que muitos modelos de genes foram
incompletos, alguns estavam incorretos e, para poucos foram consideradas as expressoes
génicas (Gardiner et al., 2002). Segundo Roizen e Patterson (2003), o conteudo génico do
cromossomo 21 ¢é agora estimado em 329 genes, incluindo 165 genes confirmados
experimentalmente, 150 modelos de genes baseados em bancos de EST (“Expressed
Sequence Tag”) e 14 de predigdes computacionais.

Fazendo uma analise geral dos genes catalogados no cromossomo 21, observam-se
no minimo dez quinases, cinco genes envolvidos nas vias de ubiquitina¢do, cinco
moléculas de adesdo celular, um nimero de fatores de transcri¢do e sete canais de ions,
entre outros (Hattori et al., 2000). Aproximadamente 35% dos genes do cromossomo 21
sdo homologos aos genes de Drosophila, 35% a Caenorhabditis elegans ¢ 18% a
Saccharomyces cerevisae (Antonarakis et al., 2001).

Segundo Roizen e Patterson (2003) alguns genes do cromossomo 21 formam
grupos que estdo envolvidos no mesmo caminho metabolico ou sistema bioldgico. A
geracdo de energia nas mitocondrias e o metabolismo de espécies relativas ao oxigénio

estdo relacionadas a 16 genes presentes neste cromossomo. Capone (2001) relaciona um
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grupo de 10 genes que devem exercer influéncia na estrutura e funcdo do sistema nervoso
central e pode ter um papel na neuropatogénese da Sindrome de Down.
Assim, a completa analise do cromossomo 21 humano tera profundas implicagdes

no entendimento da patogénese e principalmente no desenvolvimento de novas terapias.

1.3 Regifio Critica da Sindrome de Down

Os avancos ocorridos no desenvolvimento de técnicas moleculares para analises
citogenéticas foram de grande importancia, visto que a partir dai foi possivel detectar
pequenas regides do cromossomo 21 em portadores de varias caracteristicas da Sindrome
de Down que ndo apresentavam nenhuma anormalidade cromossdmica.

Embora a trissomia total seja a mais freqiiente, em alguns casos a trissomia €
parcial, o que permitiu a definicdo de uma regido do cromossémo 21 comum a todos os
portadores da SD (Korenberg et al., 1988; Epstein et al., 1991 e Fuentes et al., 1995 e
1997).

Viérios estudos tém sido realizados com objetivo de delimitar a regido minima
responsavel pela maioria das caracteristicas da sindrome, entretanto ainda ndo ha um
consenso entre os pesquisadores.

A principio toda a regido 21g22 era considerada regido critica da SD (Epstein,
1986). Posteriormente Korenberg et al. (1988) consideram a por¢do cromossOmica
localizada abaixo do locus D21S55 como a regido critica. Entretanto, outros pesquisadores
sugerem que a regido localizada cerca de 3Mb ao redor da D21S55 seja a regido minima
responsavel pelas caracteristicas da Sindrome de Down (Fuentes et al., 1995). Antonarakis
(1998) definiu uma regido de aproximadamente 4 Mb entre os marcadores D21S17 e ETS2

como a Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR) e os genes localizados nessa regido
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estariam relacionados com o retardo mental, hipotonia muscular, crescimento retardado e
hiperlaxia de jungdes, além de oito caracteristicas dermatoldgicas e faciais.

Analisando pacientes com trissomia parcial foi possivel mapear uma segunda
regido que se sobrepde a primeira e estaria localizada entre os marcadores D21S55 e MX1
e inclui genes responsaveis por seis caracteristicas dermatoldgicas e faciais e, em alguns
casos, demonstra estar associada a cardiopatia e retardamento mental (Korenberg et al.,

1992) e estenose duodenal (Vidal-Taboada et al., 1998) (Figura 2).
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Figura 2: Mapa esquematico do cromossomo 21 mostrando a localizacio da DSCR e a DCR2.
(Fonte: Antonarakis, 1998)

Assim, com o reconhecimento da ligacdo entre o locus D21S55 e a SD, varios
estudos tem sido realizados com o objetivo de se detectar genes localizados nessa e/ou ao

redor desta regido e que possivelmente estejam relacionados com a sindrome o que deve
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ser bastante facilitado com a publicagdo do mapeamento do cromossomo 21 por Hattori et
al. (2000).

Epstein (1986) considerou que o gene SOD-1 estaria na regido critica, ja que os
portadores da sindrome possuiam um metabolismo oxidativo anormal decorrente da
superexpressdo deste gene. Entretanto, Mattei et al. (1981) e Yamamoto et al. (1986)
analisaram casos em que alguns portadores da sindrome ndo apresentaram o gene da SOD-
1 em triplicata e, portanto com niveis normais de expressao desta enzima o que levou os
autores a propor que o gene SOD-1 ndo era o principal responsavel pelas alteragoes
fenotipicas encontradas nos portadores (Rahmani et al.,1989; Epstein et al., 1991 e Fuentes
et al., 1995).

Fuentes et al. (1995) identificaram um gene denominado DSCR1 (Down Syndrome
Critical Region 1), que esta situado a 2Mb acima do locus D21S55 e possui 45 kb com 7
éxons e 6 introns. Andlises de diferentes cDNAs possibilitaram verificar que os 3 primeiros
éxons (1, 3 e 4) sdo alternativos e, portanto, podem originar proteinas alternativas e os 3
ultimos (5, 6 e 7) sdo comuns a todas as proteinas. Este gene ¢ altamente expresso em
cérebro e coragdo e ¢ um candidato no envolvimento com a patogénese da SD,
principalmente em relacdo ao retardamento mental e a defeitos cardiacos. Recentemente, o
gene DSCRI1 teve sua localizagdo subcelular analisada por Pfister et al. (2002) que
verificaram que esta proteina é de localizagdo nuclear independentemente da isoforma
destacando a importancia dos 33 aminoacidos da regido c-terminal nesta localizagdo. Além
disso, estes autores identificaram alguns residuos de serina e treonina que quando mutados
alteram a localizag8o da proteina sugerindo que sua localizagdo subcelular e atividade
possam ser reguladas por quinases e/ou fosfatases.

Outros estudos revelaram que a DSCRI interage com a calcineurina, uma serina

treonina-fosfatase que estd envolvida em varios processos de sinalizacdo celular
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(Rothermel et al., 2000 e Fuentes et al., 2000) e com as proteinas UXT que possui trés
sitios potencias de fosforilacdo e com a APLP1 (Silveira et al., 2004) que estaria envolvida
com o mal de Alzheimer. lizuka et al. (2004) verificaram a interacdo entre a DSCRI e a
integrina avP3 e sugeriram que a DSCR1 estd envolvida na angiogénese por regulagio da
adesdo e migracdo de células endoteliais.

Analisando a sequéncia da proteina DSCRI1 verifica-se que esta apresenta
similaridade com algumas proteinas, entre elas a proteina codificada pelo gene adapt 78 de
hamster chinés, que ¢ similar a forma alternativa 4 da DSCR1 (Crawford et al., 1997).
Considerando que o gene adapt 78 ¢ induzivel por perdxido de hidrogénio, e
possivelmente envolvido no metabolismo oxidativo, ¢ de se supor que a forma 4 da
DSCRI possa sofrer as mesmas influéncias visto que fortes evidéncias indicam que o
estresse oxidativo esteja relacionado com a degeneragdo neural bastante acentuada em
portadores da Sindrome de Down (Crawford et al., 1997).

Outra proteina que apresenta similaridade com a DSCR1 ¢é a proteina ZAKI-4,
positivamente regulada pelo horménio tireoidiano T3 que pode ter um papel vital no
desenvolvimento fetal, assim como durante a vida adulta (Miyazaki et al., 1996).

O gene humano MNBH/DYRKI1 foi isolado da DSCR e ¢ homologo ao gene
“minibrain” (mnb) de Drosophila. Em D. melanogaster este gene codifica para uma serina-
treonina-quinase que tem um papel essencial na neurogénese pos-embrionaria. Guimera et
al. (1996 e 1999) verificaram que o MNBH ¢ superexpresso no cérebro de pacientes com
Sindrome de Down e em diversas regides do cérebro de rato, como o bulbo olfatorio,
cerebelo, cortex cerebral, camada de células piramidais do hipocampo e varios nticleos

hipotalamicos. Este padrio de expressdo corresponde as regides afetadas nos portadores da
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SD indicando que a superexpressdo deste gene deve resultar no fendtipo observado em
individuos com trissomia do 21.

Outro gene de Drosophila que possui homologos humanos € o sim (single—minded),
que esta envolvido no desenvolvimento do sistema nervoso central. Fan et al. (1996)
identificaram dois homologos deste gene denominados sim/ e sim2. Siml esta localizado
na regido proximal do cromossomo 10 de rato enquanto o sim2 estd na porgao distal final
do cromossomo 16 que ¢ sinténica a regido critica da Sindrome de Down. Recentemente
Vialard et al. (2000) mostraram que o gene sim2 ¢ expresso durante o inicio do
desenvolvimento fetal do sistema nervoso e em tecidos como palato, facial, ossos do cranio
e nas vértebras sendo todas estas regides afetadas nos portadores da sindrome.

Outro gene localizado entre as regides D21S343 e D21S268 pertencente a DSCR
foi identificado e caracterizado por Vidal-Taboada et al. (1998). O gene denominado
oficialmente de DSCR2 foi anteriormente chamado de ¢21-LRP (chromosome 21 leucine-
rich protein) devido a sua relativa abundancia de aminoacidos leucina.

Analises da expressdo génica demonstraram que o DSCR2 ¢ altamente expresso em
testiculo e em células leucémicas da linhagem Jurkat, o que indica que este gene pode estar
relacionado aos fenotipos apresentados pelos portadores de Down, ja que estes individuos
possuem um risco de 10 a 20 vezes maior do que o restante da populagdo de
desenvolverem leucemia. Além disso, a superexpressdao de c21-LRP em testiculos reforga
esta ligagdo, uma vez que os pacientes masculinos com Down possuem a caracteristica de
subfertilidade ou esterilidade e hipogonadismo. Assim, esses resultados indicam que a
fungdo do DSCR2 pode estar relacionada a proliferagdo celular (Vidal-Taboada et al.,
2000). Outros estudos foram realizados recentemente com a DSCR2 nos quais esta
proteina foi expressa e purificada em fusdo com a GST (Sommer, 2003) e podera ser

utilizada em estudos estruturais a fim de contribuir para a descoberta da fungdo desta
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proteina. Os dados a respeito da localizacdo subcelular desta proteina indicam que ela esta
presente no reticulo endoplasmatico de células de mamiferos e ndo na membrana como
sugerido por Vidal-Taboada et al. (1998) (Abrao Possik et al., 2004).

Recentemente os genes DSCRS5 e DSCR6 também foram isolados da DSCR.
DSCRS5 e DSCR6 consistem de 5 e 6 éxons respectivamente e apresentam diferentes
inicios de transcri¢do e eventos de splicing alternativo resultando em diferentes RNAm e,
consequentemente proteinas em ambos os genes. O gene DSCRS codifica para trés
diferentes proteinas preditas, apresenta um dominio transmembrana e é expresso em varios
tecidos, principalmente fetal como, por exemplo, cérebro, coracdo e figado. Por outro lado
0o DSCR6 codifica duas isoformas e € expresso em um nimero limitado de tecidos e em
baixos niveis (Shibuya et al., 2000).

Outros dois genes localizados na regido critica da SD foram descritos por

Nakamura et al. (1997a, b) ¢ denominados DCRA ¢ DCRB, respectivamente.
O DCRA (Down Syndrome Critical Region gene A) ou DSCR3 (Down Syndrome
Critical Region gene 3) contém 8 éxons e codifica uma proteina de 297 aminoacidos. Este
gene ¢ expresso em varios tecidos como cérebro fetal e adulto, coracdo, pulmao, figado e
rim. Além disso, possui similaridade com o DCRA de camundongo (92%) e com o gene
HPB58 de rato, essencial na embriogénese, o que indica que o gene DCRA possa estar
relacionado com o desenvolvimento embrionario em humanos. Embora ainda ndo se
conhega a funcdo dessa proteina, a superexpressio do DCRA pode causar alteracdes,
levando ao desenvolvimento de algumas das caracteristicas da SD. Estudos recentes

indicam que a localizagdo subcelular desta proteina é citoplasmatica (Corréa, 2004) e que

possui um dominio conservado de Vps26, uma proteina relacionada ao trafego celular.

-

_- Comentario: A descrigdo do
DCRA foi feita em um trabalho
diferente da descrigdo do B.
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O gene DCRB (Down Syndrome Critical Region gene B) ou também denominado
DSCR4 (Down Syndrome Critical Region gene 4) ¢ objeto do presente trabalho. Ele
contém 3 éxons e seu cDNA codifica uma proteina de 118 aminoacidos que ndo apresenta
similaridade com nenhuma proteina ja descrita. Analises do padrdo de expressao do DCRB
demonstraram expressdo preferencial em placenta, embora também seja expresso em
coragdo e musculo esquelético de adultos (Nakamura et al., 1997b).

Outro transcrito, o c21lorf65 (DSCRS8) também chamado de MMA-1 (malignant
melanoma-associated 1) esta localizado na DSCR. A expressdo de MMA-1 foi detectada
exclusivamente em testiculo de amostras de tecidos normais, mas exibe um alto nivel de
expressdo em tecidos tumorais especialmente o melanoma (de Wit et al., 2002). Outros
transcritos denominados c2lorf (Homo sapiens chromosome 21 open reading frame) tem
sido mapeados nesta regido e codificam proteinas de fung¢@o desconhecida e alguns deles
sdo analisados no presente trabalho.

Recentemente, Takamatsu et al. (2002) usando predi¢cdes computacional de genes e
subsequente clonagem do cDNA, identificaram dois novos genes designados DSCRY e
DSCRI10 que estdo na chamada Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR). Ambos os
genes sdo expressos preferencialmente em testiculo e codificam proteinas desconhecidas
de 149 e 87 residuos de aminoacidos, respectivamente. Outras analises demonstram que
estes genes sdo exclusivos de genomas de primatas. Assim, segundo os autores, esses
genes teriam evoluido como uma nova classe de genes em primatas.

Engidawork et al. (2003) descreveram uma proteina hipotética de 28,5 kDa que ¢
superexpressa em cérebro fetal de portadores da SD e sugerem uma possivel associagdo
desta proteina com a neuropatologia da sindrome. Esta proteina hipotética tem homologia
com a proteina denominada Epoxide hidrolase, cuja expressdo € induzida por estresse

oxidativo, que ¢ uma condicdo muito freqiiente entre os pacientes com SD. Portanto,
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devido a similaridade entre esta proteina e a proteina hipotética de 28,5 kDa os autores
sugerem que o estresse oxidativo pode ser responsavel pela superexpressdo da proteina
hipotética de 28,5 kDa observada em cérebro fetal de portadores da Sindrome de Down.
Enfim, os genes localizados na DSCR podem estar envolvidos com a Sindrome de
Down e necessitam ser estudados detalhadamente a fim de possibilitar um melhor

entendimento sobre o desenvolvimento da SD.
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OBJETIVOS

Levando-se em conta a alta incidéncia e o impacto da Sindrome de Down na

populagdo humana mundial, estudos tanto em relagdo a origem como quanto ao

desenvolvimento da anomalia sdo de grande importancia.

Assim sendo, tornam-se objetivos deste trabalho:

a.

Isolar o gene DCRB e as nove ORFs (Open Reading Frame) localizadas no
cromossomo 21;

Subclonagem dos genes de interesse em vetores para a expressao heterdloga em
Escherichia coli;

Purificagdo da proteina recombinante DCRB;

Produgéo de anticorpos policlonais contra a DCRB humana em camundongo;
Estudos iniciais sobre a estrutura secundéaria da proteina DCRB utilizando
Dicroismo Circular;

Predicdo in silico da localizacdo subcelular das proteinas estudadas;

Localizagdo subcelular das proteinas de interesse em células de mamiferos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢iao do gene DCRB

O gene DCRB foi amplificado a partir de DNA genomico através de um método
por nés denominado “splicing in vitro” que consiste em uma Unica reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se de conjuntos de "primers" que flanqueiam os éxons
internos em adicdo a um par que flanqueia os dois éxons externos do gene a ser
amplificado contendo sitios de restricdo para clonagem.

O esquema da construg¢do do gene é mostrado na figura abaixo.

ATG
Nde 1 ' F2
L no, 12 B3
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Figura 3: Esquema representativo da estratégia utilizada para isolar o gene DCRB. O cDNA
completo foi amplificado em um unico passo, utilizando DNA gendmico humano como molde e
oligonucleotideos especificos flanqueando os éxons DCRB, com sobreposigdes entre eles, na
concentragdo final de 0,1 uM. Na mesma reac¢do foram incluidos oligonucleotideos que flanqueiam
todo o cDNA, em concentracdo final de 1 uM. O oligonucleotideo 5’ flanqueador contém o sitio
para a enzima Ndele o 3’paraa Eco RI.

3.2 Avaliacio da expressdao da DCRB

Linhagens celulares tumorais, disponibilizadas pela ATCC (“American Type
Culture Collection™) foram cultivadas e seus RNAs extraidos para avaliar o padrio de
expressdo da DCRB. Para tanto, foi obtido o maior niimero de linhagens tumorais possivel,

dos mais diferentes tipos de tecido. Foram elas: CaSki (carcinoma epiderméide da cérvix
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uterina), Hela (adenocarcinoma de utero), A172 (glioblastoma), T98G (glioblastoma
multiforme), HL-60 (leucemia), H358, (adenocarcinoma de pulmao), HI1155
(adenocarcinoma de pulmao), Dul45 (carcinoma de prostata), PC3 (adenocarcinoma de
prostata), SCABER (carcinoma de células escamosas da bexiga), FaDu (carcinoma de
células escamosas da faringe)), MDA-436 (adenocarcinoma de mama), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), SW-480 (adenocarcinoma coloretal), SaOS-2
(osteossarcoma), A2058 (melanoma), SKmel-28 (melanoma maligno) e placenta normal,
que foi utilizada como controle positivo. Cada linhagem foi cultivada segundo as

especificagdes do fornecedor.

3.2.1 Extracdo de RNA de linhagens celulares

As linhagens tumorais de interesse foram cultivadas em meio apropriado até
obtencdo de massa suficiente (3x10° células) para a extragdo de RNA. Os RNAs da
placenta normal e linhagens celulares foram extraidos pelo método de sedimentacdo em
cloreto de césio, devido a boa quantidade e qualidade obtida. Seguindo-se esse método, a
placenta, ainda congelada, foi macerada e homogeneizada em 9 ml de solugdo de lise (4M
isotiocianato de guanidina/25mM citrato de s6dio pH 7,0/0,1M B-mercaptoetanol). No
caso das linhagens, o meio foi aspirado e a solugdo de lise adicionada a garrafa de cultura
(160cm?). Em seguida, o lisado foi transferido para um tubo de ultracentrifuga contendo
4ml de solucdo de CsCl (5,7M CsCl e 25mM AcNa) e entdo centrifugado a 150.000g por
17 horas a 20°C (rotor SW40Ti, Beckman). Apds a centrifuga¢do, formou-se um
precipitado (RNA) e o sobrenadante (proteinas e DNA) que foi descartado. Finalmente, a

parede interna do tubo foi limpa e o precipitado de RNA solubilizado em 50 a 200ul de
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dgua DEPC (di-etil pirocarbonato). A quantificacdo foi feita em seguida, em

espectofotometro apropriado.

3.2.2 Avaliaciio da qualidade dos RNAs obtidos

A qualidade dos RNAs foi avaliada de duas maneiras: verificou-se se houve
degradacdo do material e se o mesmo estava contaminado com DNA gendmico. A
integridade dos RNAs foi visualizada aplicando-se 1pug de RNA total, em gel de agarose
1,0%. Antes de ser aplicado, 0 RNA foi desnaturado a 65° C por 5 minutos, sendo mantido
em condicdo desnaturante em tampao de amostra contendo uréia. (7M uréia e 30%
glicerol). Todos os procedimentos foram feitos com materiais proprios para uso exclusivo
de RNA. A coloragdo foi feita com brometo de etidio e o gel visualizado sob luz UV.
Desta maneira, foram considerados integros, os RNAs que apresentaram as bandas
correspondentes aos RNAs ribossdmicos 28S e 18S bem evidentes, sendo a primeira com o
dobro da intensidade da segunda.

A contaminacdo com DNA gendmico foi verificada através do teste de hMLHI1
(human mut-L homologue 1). Este teste compreende uma PCR, na qual utiliza-se 200ng de
RNA total e oligonucleotideos (sense: 5> TGG TGT CTC TAG TTC TGG 3’ e reverse: 5’
CAT TGT TGT AGT AGC TCT GC 3’) que se anelam aos introns 12 e 13 do gene
hMLH1, de maneira que, qualquer amplificagcdo presente sera devido a contamina¢do com
DNA (tamanho esperado do fragmento: 250pb). As seguintes condi¢cdes de amplificacao
foram utilizadas: 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTPs, 1,6 uM de cada oligonucleotideo, 1U de
Taq DNA polimerase (Gibco), em tampao apropriado. A reagdo foi iniciada com
desnatura¢do a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 45

segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C, e extensdo final de 6 minutos a 72°C. Os produtos de
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amplificacdo foram visualizados em gel de poliacrilamida, corado em prata. Além disso,
foi feito o tratamento com DNAse (Gibco), segundo instru¢cdes do fabricante. Para

confirmar se a contaminagao havia sido eliminada, o teste de hMLH1 foi repetido.

3.2.3 RT-PCR

Para a sintese de cDNA foram utilizados 2 pg de RNA total e ainda: 0,025 pg/ul de
oligo dT, 0,5 mM dNTPs em 12 uL de reagdo. Este foi incubado a 65°C durante 5 minutos
e armazenado em gelo. Em seguida, foram adicionados 1X First strand buffer, 0,01M
DTT, 200U de RNAse out-inhibitor ¢ 40U de SuperScript II (Gibco), em volume final de
20 pl. A reagdo seguiu-se com incubagdo a 42°C por 1 hora e depois a 70°C por 15 minutos
para inativagdo da enzima.

Antes do cDNA ser utilizado na PCR de interesse, foi feito um teste para avaliar a
qualidade do mesmo. Para tal, fez-se uma PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos
para os éxons 6 ¢ 7 do gene GAPDH (gliceraldeido desidrogenase) (sense: 5° CTG CAC
CAC CAA CTG CTT A 3’ e reverse: 5° CAT GAC GGC AGG TCA GGT C 3’) que foi
utilizado como controle positivo. A reagdo foi feita nas seguintes condi¢des: 1ul de cDNA,
1,0mM MgCl,, 0,imM dNTPs, 0,5uM de cada oligonucleotideo e 1U de Taq DNA
polimerase (Gibco), em tampao apropriado e volume final de 20ul, iniciando-se com
desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 22 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 45 segundos
a 60°C e 1 minuto a 72°C, e extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Para o DCRB foram usadas as seguintes condigdes: 94°C por 3 minutos, seguida de

30 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C.
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Todos os procedimentos realizados para a avaliagdo da expressdo da DCRB foram
realizados com a colaboracdo do doutorando Raphael Bessa Parmigiani e sua orientadora

Profa Dra Ana Maria Camargo do Instituto Ludwig de Sao Paulo.

3.3 Descri¢ao dos vetores utilizados

pET28a (Novagem)

Este vetor possui uma seqiiéncia na regido N-terminal do sitio de multipla
clonagem que codifica seis histidinas denominadas “His-Tag”. Assim o gene de interesse é
clonado em fusdo com esta seqiiéncia que facilita a purificacdo da proteina expressa em
cromatografia de afinidade. A cauda de histidinas pode ser removida apds a clivagem com

a trombina. A selec¢do das bactérias ¢ feita com o antibidtico canamicina.

pPET37b (Novagen)

Este vetor possibilita a clonagem em fusdo com a proteina CBD (“cellulose binding
domain”) e S-Tag. Além disso, apresenta uma seqii€ncia sinalizadora que faz com que a
proteina seja enviada para o espago periplasmatico. Esta caracteristica facilita a purificagdo
da proteina de interesse através de choque osmotico. Este vetor utiliza o promotor do
bacteriofago T7 sendo que a transcricdo da proteina recombinante ¢ feita pela T7 RNA
polimerase. A proteina de fusdo e a proteina de interesse podem ser separadas pela

clivagem com o Fator Xa e Trombina. A selecdo ¢ feita pelo antibidtico canamicina.

pBAD TOPO (Invitrogen)
Este vetor foi desenvolvido para a rapida clonagem de produtos de PCR

amplificados com a Taq polimerase. A ligacdo inserto-vetor ¢ catalisada pela
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topoisomerase | que tem a alta capacidade de clivar e religar dupla fita de DNA. A
expressdo em E. coli ¢ dirigida pelo promotor araBAD que ¢ aumentada na presenga de L-
arabionose. A purificacdo da proteina de interesse pode ser feita através de cromatografia

de afinidade. A seleg@o das bactérias ¢ feita pelo antibiotico ampicilina.

pCX TOPO (Invitrogen)

Este vetor permite a rapida clonagem dos produtos de PCR amplificados com Taq
polimerase que sdo ligados através da ag¢do da topoisomerase. A proteina RsaA em fusdo
com o C-terminal da proteina alvo é direcionada e secretada como agregados protéicos
para o meio de cultura de Caulobacter crescentus. A proteina recombinante pode ser
purificada com 90% de pureza por um simples passo de filtracdo. A selecdo ¢é feita pelo

antibiotico cloranfenicol.

pTYB2 (New England Biolabs)

Este plasmideo utiliza o promotor T7 e permite a clonagem do gene de interesse em
fusdo com a seqiiéncia que codifica a inteina. Esta proteina possui a capacidade de
autoclivagem na regido N-terminal na presenca de tidis como DTT, B mercaptoetanol e
cisteina. Na por¢do C-terminal da inteina esta localizada a proteina CBD (“chitin binding
domain”) que tem afinidade por quitina, possibilitando a facil purificacdo da proteina de
interesse sem a necessidade do uso de proteases. A selegdo ¢ feita pelo antibiotico

ampicilina.
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pcDNA3 (Invitrogen)

Por possuir o promotor CMV (Human Cytomegalovirus), este plasmideo permite
altos niveis de expressdo de proteinas recombinantes em células de mamiferos. Além disso,
possui um sinal SV40 que permite a terminagdo eficiente da transcri¢do e poliadenilagdo
do RNA mensageiro e o BGH (Bovine Growth Hormone) que também codifica um sinal
de poliadenilagdo e uma seqiiéncia de terminagdo de transcricdo que aumenta a
estabilidade do RNA mensageiro. A selecdo de transfectantes estdveis em células de
mamiferos ¢ feita pelo antibidtico geneticina e a ampicilina ¢ utilizada para a sele¢do do
vetor em E. coli.

As cepas bacterianas utilizadas tanto na propagacdo quanto na expressdo foram as

compativeis com cada sistema selecionado.

3.4 Construcao dos vetores de expressiao

3.4.1 Construgio do vetor pET28aDCRB

O produto amplificado do gene DCRB, assim como o vetor pET28a (Novagen),
foram clivados com as enzimas de restri¢do Nde 1 e Eco Rl e posteriormente purificados de
um gel de agarose 1-1,5% utilizando-se o kit Concert™ Rapid Gel Extraction System
(Gibco BRL).

Em seguida plasmideo e inserto foram ligados e posteriormente células
competentes de E. coli DH5-o. (CaCly) (Sambrook e Russel, 2001) foram transformadas
com o produto de ligagdo e plaqueadas em LB agar contendo o antibiético canamicina (25
mg/ml).

A confirmacdo dos recombinantes foi realizada através da analise de restri¢do e o

clone selecionado foi sequenciado pelo método dideoxi (Sanger, 1977) em um
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sequenciador automatico modelo ABI Prism 377 DNA Sequencer. Apods o
sequenciamento, para verificar a integridade do gene e a juncdo vetor-inserto, a seqiiéncia
obtida foi submetida ao alinhamento através do software Multalin versdo 5.4.1

(http://www.toulouse.inra.fr/multalin.html) (Corpet et al., 1988).

O gene DCRB clonado no pET28a foi expresso em BL21(DE3) e co-expresso em
BL21(DE3) pT-GroE. As células transformadas foram cultivadas em meio seletivo
contendo o antibiotico adequado e a expressdo da proteina de interesse foi induzida por 4
horas na fase logaritmica do crescimento por isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG)

na concentracgdo final de 0,4 e ImM separadamente.

3.4.2 Construcio do vetor pET37bDCRB

O plasmideo pET37b foi clivado com a enzima de restri¢do Nco I e tratado com a
nuclease “Mung-bean” de acordo com as especificagdes do fabricante de maneira que esta
extremidade ficasse ndo coesiva. Em seguida o plasmideo foi clivado com a enzima Eco
RI, gerando um plasmideo com extremidades nao coesiva/Eco RI.

O inserto foi retirado do plasmideo pET28aDCRB através da clivagem com a
enzima Nde I, preenchido com dNTPs pela atividade da Klenow, gerando uma extremidade
ndo coesiva e, em seguida, clivado com Eco RI, gerando um inserto com extremidades
compativeis as do plasmideo pET37b clivado.

O plasmideo e inserto foram purificados de gel de agarose 1-1,5% utilizando-se o
Kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL) e ligados. Posteriormente, células
CaCl, competentes de bactérias E. coli DH5-o foram transformadas e plaqueadas em meio

seletivo contendo o antibidtico canamicina (25 mg/ml)
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A selecdo dos recombinantes foi realizada através de andlise de restrigdo e
confirmados através de sequenciamento como descrito anteriormente.

Apo6s extracdo plasmidial, os recombinantes denominados pET37bDCRB foram
utilizados para transformar cepas bacterianas de expressdao do tipo E. coli BL21 (DE3)
competentes. Uma das col6nias transformantes foi repicada em 3 ml de meio liquido LB
contendo o antibidtico adequado (pré-indculo) o qual permaneceu sob agitagdo a 200 rpm a
37°C durante 12 horas.

O pré-inoculo foi entdo diluido em 10 ml de meio LB liquido contendo o
antibidtico adequado permanecendo sob agitagdo a 37°C por aproximadamente 3 horas até
atingir densidade otica de 0,8 em absorbancia de 600nm. Neste momento, a expressao foi

induzida com a adi¢do de IPTG numa concentracdo final de 0,4 mM.

3.4.3 Construciao do vetor pPBADTOPODCRB

Para esta clonagem foram sintetizados oligonucleotideos (Life Technologies) sendo
que o sense foi construido a partir do cédon de iniciacdo ATG original do gene e o reverse
apresenta delegdo para o codon de terminagdo e a insercdo de um novo sitio para a
enteroquinase (em azul sublinhado). A seguir a sequéncia dos oligonucleotideos:

Oligo sense: 5 ATG TCG TTA ATC ATC TTG AC 3°

Oligo reverse 5’ CTT GTC GTC GTC GTC GGT TGA TGG GCT TGC 3’

A amplificacdo do inserto foi feita a partir do molde pET28aDCRB ¢ em seguida o
produto de amplificacdo foi purificado de gel de agarose 1,5% utilizando-se o kit
NucleoSpin Extract (Bioeasy).

A ligagdo foi realizada conforme orientagdo do fabricante e ento, células Top10

quimicamente competentes foram transformadas e plaqueadas em meio LB agar contendo



36

o antibidtico adequado. A selecdo dos recombinantes foi realizada através de PCR de
coldnias e confirmados através de sequenciamento como descrito anteriormente.

Apos a selegdo das colonias recombinantes, realizou-se a extracdo plasmidial e em
seguida, estes foram utilizados na transformagdo de E. coli LMG 194 para os teste de
expressao.

As colonias transformantes foram inoculadas em meio RM e ampicilina (100
mg/ml) e cultivadas até atingir densidade 6tica de 0,5 a 600 nm de absorbancia, quando
foram induzidas através da adi¢do de diferentes concentragdes de L-arabinose e mantido

sob agitacdo a 200 rpm a 37°C por 4 horas.

3.4.4 Construcio do vetor pCX-TOPODCRB

A amplificacdo do DCRB foi realizada utilizando-se dos mesmos oligonucleotideos
e nas mesmas condi¢des descritas no item 3.4.3. Em seguida o produto de amplificacdo foi
purificado utilizando-se o kit Concert Rapid PCR Purification System (Gibco BRL) e entdo
ligado ao plasmideo conforme orientagdo do fabricante. Em seguida, células Top 10F’
quimicamente competentes foram transformadas com o produto de ligacdo e plaqueadas
em meio LB 4gar contendo o antibidtico adequado. A selegdo dos recombinantes foi
realizada através de PCR de coldnias e confirmados através de sequenciamento como
descrito anteriormente.

Colonias recombinantes foram selecionadas e utilizadas na transformacdo de
células competentes de B5S BAC (Caulobacter crescentus) para a andlise da expressao
protéica. Estas colonias foram inoculadas em meio PYE liquido e cultivadas sob agitacdo a

30°C por 18 horas.
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Ap6s este periodo, esta cultura foi transferida para o meio M11 e incubada a 30°C

sob agitagdo suave (100 rpm) durante no maximo cinco dias.

3.4.5 Construcio do vetor pTYB2DCRB

O plasmideo pTYB2 foi linearizado com as enzimas Nde I e Sma 1 e purificado
resultando num plasmideo com extremidades Nde 1/Sma 1.

O inserto DCRB foi amplificado utilizando-se os oligonucleotideos sense com o
sitio de Nde I e o reverse utilizado para a clonagem nos plasmideos pBAD e PCX-TOPO.
O produto amplificado foi purificado usando o kit Concert Rapid PCR Purification System
(GIBCO BRL), clivado com Nde I e novamente purificado. O produto de PCR clivado e
purificado foi ligado ao plasmideo pTYB2 e em seguida, bactérias E. coli DH5-a0 CaCl,
competentes foram transformadas e plaqueadas em meio LB agar contendo o antibidtico
ampicilina. A selecdo dos recombinantes foi realizada através de PCR de colénias e
confirmados através de sequenciamento como descrito anteriormente.

Posteriormente a sele¢do da coldnia recombinante foi realizada a extragdo de DNA
plasmidial que, em seguida, foi utilizado na transformagdo de bactérias competentes de E.
coli ER2566.

Uma das coldnias transformadas foi cultivada sob agitacdo a 200 rpm a 37°C até
atingir densidade otica de 0,5 a 600nm de absorbancia, quando foi induzida com a adigéo

de IPTG numa concentragao final de 0,3 mM.

3.4.6 Construcio do vetor pcDNA3DCRB
O plasmideo pcDNA3 foi clivado com as enzimas Eco RV e Not 1 e purificado

resultando num plasmideo com extremidades nao coesiva/Not |
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O inserto foi retirado a partir do plasmideo pET28aDCRB através da clivagem com
a enzima Xba I, preenchido com dNTPs pela atividade da Klenow, gerando uma
extremidade ndo coesiva e, em seguida, clivado com Not I, gerando um inserto com
extremidades compativeis a do plasmideo pcDNA3. Como este vetor ndo possui nenhum
tipo de fusdo que possibilita a purificagdo em cromatografia de afinidade, esta estratégia
permitiu que o gene DCRB pudesse ser clonado fusionado a seqiiéncia que codifica a
cauda de histidina do pET28a para a posterior purificacdo da proteina estudada.

O plasmideo e inserto foram purificados de gel de agarose 1-1,5% utilizando-se o
Kit Concert ™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL) e ligados. Posteriormente,
células CaCl, competentes de bactérias E. coli DH5-o foram transformadas e plaqueadas
em meio seletivo.

A seclecdo dos recombinantes foi realizada através de PCR de colonias ¢
confirmados através de sequenciamento como descrito anteriormente.

Um dos plasmideos recombinantes foi utilizado para a transfeccdo de células de
mamiferos pelo método de transferéncia mediada por lipideos catiénicos (como descrito
posteriormente) e as células transfectantes foram selecionadas com o antibidtico geneticina
(500 ug/ml) durante um més. Apos esse periodo as células foram cultivadas em meio
seletivo com geneticina (100 ug/ml) até atingir a confluéncia desejada e entdo foram soltas
com uma solug@o de tripsina e utilizadas para a analise de expressdo e solubilidade da

proteina de interesse.

3.5 Mutacio sitio dirigida do gene DCRB
A mutagdo sitio dirigida é uma técnica comumente utilizada para estudos de

estrutura e funcao de proteinas.
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Para a realizacdo da mutacdo sitio dirigida foi utilizado o kit U.S.E. Mutagenesis
(Amersham Biosciences) que usa dois sistemas de oligonucleotideos para gerar sitios de
mutagdo especificos.

Assim foram utilizados os seguintes oligonucleotideos:

Oligo de selegdo (kit): 5 CTC TGA CTG GTG ACG CGT CAA CCA AGT C 3.
Este oligonucleotideo altera o sitio de restricdo da enzima Sca I para Mlu I contido no vetor
utilizado (em vermelho sublinhado).

Oligo da mutagdo (sintetizado): 5> TTT GGG CAA AAG TTC TGA TTT GGA A
3’. Este oligonucleotideo insere a mutacdo desejada (em azul sublinhado).

Para posterior sele¢do do plasmideo mutante, o oligonucleotideo de mutacdo e o de
selecdo devem ser desenhados de maneira que seja complementar a mesma fita do
plasmideo molde.

Assim, o primeiro passo foi a realizagdo da sintese da fita mutante. Para isso foi
feita uma reacdo de amplificagdo contendo o plasmideo molde (pET28aDCRB), os
oligonucleotideos de selecdo e mutacdo, tampao e agua. Esta solucdo foi incubada por 5
minutos a 100°C e 0°C respectivamente e logo em seguida, mantida a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds esse periodo, foram acrescentados uma mistura de
nucleotideos (kit) e uma mistura de reacdo (kit), que contém a polimerase. Esta solucdo foi
incubada a 37°C por uma hora e em seguida a 85°C por 15 minutos.

Posteriormente foi realizada a primeira sele¢do com a enzima de restri¢ao, na qual a
reacdo descrita acima foi incubada por 2 horas a 37°C com 10U de Sca 1. Nesse passo o
plasmideo selvagem, no caso o pET28aDCRB, foi linearizado e o mutante mantido integro

ja que neste, o sitio para a enzima Sca 1 foi alterado para Mlu I pelo oligo de selecao.
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De posse do plasmideo mutante, foi realizada a transformacao de bactérias E. coli
NM522mutS eletrocompetentes e, em seguida, a extragdo do DNA plasmidial. Este DNA
foi entdo submetido a uma nova sele¢do apos a incubacdo com 15U da enzima Sca I a
37°C por 2 horas, que tem a finalidade de garantir uma maior propor¢do de plasmideos
mutantes.

Novamente foi realizada a transformacao de bactérias E. coli DH5-o. quimicamente
competentes utilizando-se a mistura da reacdo da segunda selecdo e entdo plaqueadas em
meio LB agar contendo o antibiético canamicina (25 mg/ml).

Em seguida, 20 clones foram selecionados e submetidos a extragdo plasmidial e
posteriormente analisados através de sequenciamento pelo método dideoxi (Sanger et al.,
1977) em um sequenciador automatico modelo ABI Prism 377 DNA Sequencer, para

verificar a inser¢do da mutagdo desejada.

3.6 Delecio de parte da proteina DCRB

Resolvemos também deletar parte da regido codificadora do C-terminal da proteina
DCRB e para isso foi realizada uma reagdo de PCR utilizando-se como molde o plasmideo
pET28aDCRB e os seguintes oligonucleotideos:

Oligo sense: 5 TCG AAG GTC GTC ATA TGT CGT TAA TCA TCT TGA C3’

Oligo reverse: 5° AAG AAT TCA AGA AGC TGG CAG G 3’

As letras em verde e azul sublinhadas sdo correspondentes aos sitios das enzimas
Nde 1 e Eco RI respectivamente.

O produto amplificado, denominado por nés de DCRB 2/3, foi ligado no vetor
pGEM-T (Promega) e os transformantes foram analisados por restricdo com as enzimas

Nde 1 e Eco RI. O inserto correspondente ao DCRB 2/3 foi posteriormente purificado de
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um gel de agarose 1,5% utilizando-se o kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco
BRL).

Em seguida o inserto foi subclonado no vetor pET28a clivado com as mesmas
enzimas descritas acima e posteriormente células competentes de E. coli DH5-a (CaCly)
foram transformadas e plaqueadas em LB agar contendo o antibidtico adequado.

A confirmagdo dos recombinantes foi realizada através da analise de restrigao e

posterior sequenciamento.

Tanto o gene DCRB mutado quanto o DCRB 2/3 foram expressos em E. coli
BL21(DE3). As células transformadas foram cultivadas em meio seletivo contendo o
antibiotico adequado e a expressdo da proteina de interesse foi induzida por 4 horas na fase
logaritmica do crescimento por isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na

concentracdo final de 0,4 mM.

3.7 Teste de solubilidade

Para a determinag@o da forma de expressao de proteinas recombinantes ¢ necessario
que se faga um teste de solubilidade no qual sera possivel verificar se a proteina de
interesse foi expressa na forma soluvel ou insoluvel. Para isso, as células sdo cultivadas e
induzidas a expressar a proteina de interesse. Apos esse periodo as células sdo precipitadas
por centrifugacdo e posteriormente ressuspendidas em um tampdo adequado, lisadas e
novamente centrifugadas. Assim, as proteinas sdo separadas em duas fragdes, sobrenadante
(forma soluvel) e precipitado (forma insoluvel). A seguir a solubilidade da proteina de

interesse € analisada em SDS-PAGE.
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O plasmideo de expressdo pET37B requer uma forma particular de realizacdo deste
teste que € através do choque osmotico descrito a seguir.

Apo6s a verificagdo da expressdo da proteina de interesse, o proximo passo € a
realizacdo do teste de solubilidade. Para isso um transformante de E. coli BL21 (DE3) foi
inoculado como descrito anteriormente e utilizado como pré-inoculo.

O pré-inoéculo (5 ml) foi entdo diluido em 495 ml de meio LB liquido contendo o
antibidtico adequado e permaneceu sob agitagdo a 200 rpm a 37°C por aproximadamente 3
horas até atingir densidade otica de 0,8 em absorbancia de 600nm, quando a expressdo foi
induzida através da adi¢ao de IPTG numa concentragao final de 0,4 mM.

Ap6s a indugdo durante 4 horas a cultura foi centrifugada a 6.500g por 15 minutos a
4°C. O precipitado resultante foi submetido ao choque osmético.

Para este choque, o precipitado foi ressuspenso em 400 ml de tampéo 1 (Tris-HCI
30mM; sacarose 20%, pH 8,0) e entfo adicionou-se 1ml de EDTA 500 mM e a solugéo
resultante permaneceu no agitador por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 10.000g a
4°C por 10 minutos. As bactérias foram ressuspensas em 400 ml de MgSO4 SmM gelado e
permaneceu no gelo sob agitagdo suave por 10 minutos ¢ em seguida foram novamente
centrifugadas (10.000g a 4°C por 10 minutos) e coletado o sobrenadante (fracdo
periplasmatica) para a analise em gel de poliacrilamida.

O precipitado foi novamente ressuspenso em Tris-HCl 20mM pH 7,5 gelado e
incubado a 30°C por 15 minutos. Apds sonicagdo (10 pulsos de 1 minuto por 1 minuto de
descanso), a amostra lisada foi centrifugada a 14.000g, por 10 minutos a 4°C, e amostras
do sobrenadante e do precipitado foram analisadas em SDS-PAGE 10% corado com azul

de Coomasie.
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3.8 Purificacio de proteinas

Para que se possa determinar a estrutura e funcdo de uma determinada proteina é
desejavel que esta esteja na sua forma pura e sem a formagdo de agregados protéicos. A
purificacdo de proteinas ¢é realizada através da combinagdo de varios procedimentos tais

como cromatografias de afinidade, de exclusdo molecular, de troca ionica entre outros.

3.8.1 Cromatografia de afinidade

Foram realizados testes de purificagdo com as proteinas DCRB ¢ DCRB 2/3
utilizando-se a técnica de cromatografia de afinidade que tem por principio a imobilizagdo
de um ligante a uma matriz de agarose. Assim, foi utilizada uma coluna contendo niquel
imobilizado (ligante) [Ni-NTA (Qiagen)] para o qual as histidinas, codificadas pela
seqiiéncia presente no vetor, tem afinidade. Através dessa interagdo a proteina de interesse
fica retida na coluna. A elui¢do da proteina de interesse é realizada adicionando-se um
competidor, no caso o imidazol, ao ligante de maneira que essa seja liberada da matriz.

Apo6s o empacotamento de 5 ml de resina de niquel em uma coluna de 15 ml da
Bio-Rad, esta foi lavada com 5 volumes de agua milliQ autoclavada e equilibrada com 5
volumes de tampao de sonicagdo (Tris-HCl 10mM pH 9,0; NaH,PO4 50mM e NaCl 100
mM). Em seguida, foi realizada a aplicagdo de 25 ml da amostra na coluna que
posteriormente, a fim de se retirar as proteinas contaminantes, foi lavada com 3 volumes de
tampdo de sonicagdo. Para a eluigdo foi utilizado um gradiente de 10 a 250 mM de
imidazol em tampdo de sonicacdo. As amostras provenientes da eluigdo foram analisadas
em SDS-PAGE 15%.

Posteriormente as amostras das proteinas DCRB ¢ DCRB 2/3 foram concentradas

utilizando-se uma membrana centricon 10 (centricon de poro de 10kDa) e finalmente
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submetidas a cromatografia de exclusdo molecular e a medidas de Dicroismo Circular

(CD) respectivamente.

3.8.2 Cromatografia de exclusio molecular

Esta técnica utiliza colunas empacotadas com um gel contendo esferas de tamanho
especifico que formam uma rede tridimensional proporcionando assim, a separacdo das
moléculas em solucdo de acordo com o tamanho. Portanto, quando uma solugdo protéica ¢é
passada por este tipo de coluna, as moléculas maiores que os poros ndo vao se difundir por
eles e eluem precocemente. Porém, as moléculas menores passam através dos poros e por
isso sdo eluidas tardiamente.

A coluna Superose 12 (Amersham Biosciences) ¢ uma coluna de exclusdo
molecular e foi utilizada neste trabalho. Assim a coluna foi previamente lavada com agua
milliQ autoclavada e posteriormente equilibrada com 2 volumes do tamp&o de sonicagio.
Amostras obtidas na cromatografia de afinidade foram dialisadas e concentradas a 250 pl e
aplicadas na Superose 12 operada em sistema HPLC. O fluxo foi de 1,0 ml/minuto e a
elui¢do foi realizada utilizando-se 0 mesmo tampao.

Posteriormente a amostra da proteina DCRB foi concentrada utilizando-se

centricon 10 e finalmente submetidas a medidas de Dicroismo Circular (CD).

3.8.3 Obtencéo da proteina DCRB em condi¢des desnaturantes

Ap6s o isolamento dos corpos de inclusdo com PBS (1X), contendo Triton X-100 a
1%, estes foram solubilizados em tampao contendo Tris-HCI 100 mM, pH 8,5; NaCl
100mM e 6M de uréia e incubados a temperatura ambiente por trinta minutos. Em seguida,

a amostra foi diluida em mesmo volume de tampao redutor (Tris-HCI1 0,05M, pH 8,5; DTT
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10mM) e novamente incubada a temperatura ambiente por trinta minutos. A seguir, a
solucdo foi diluida em um volume de tampao de oxidacdo (Tris-HCI 0,05M, pH 8,5; uréia
3M, cisteina SmM e cistina ImM) e esta solucdo foi dialisada contra um tampao contendo
Tris-HC1 0,05M, pH 8,5; uréia 1M, cisteina SmM e cistina ImM. A cada 12 horas o
tampao de dialise foi trocado por um novo de mesma constitui¢do, porém sem uréia. Este
procedimento foi realizado por 3 a 4 vezes ou até que a solu¢do ndo contivesse mais uréia.

Apobs o renovelamento, a amostra foi novamente dialisada contra um tampao
contendo apenas Tris-HCI 10mM pHS,5, para a retirada do par redox cisteina-cistina.

Posteriormente a amostra foi concentrada utilizando-se centricon 10 e finalmente
submetida a medidas de Dicroismo Circular (CD) para monitorar o renovelamento.

Esses experimentos foram realizados em colaboragdo com a Profa Dra Ana Paula

Ullian de Aratjo do Grupo de Biofisica do Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos.

3.9 Medidas de CD (Circular Dichroism —CD)

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J715 (Jasco
Corporation, Japao). Os espectros foram obtidos usando solugdes de proteina em uma
cubeta cilindrica de quartzo, de 1mm de caminho optico. Os espectros foram registrados
num intervalo de 195 a 250 nm, a temperatura ambiente, com uma média de 16 varreduras.

Todas as analises de CD foram realizadas com o auxilio da Dra Patricia Campana
em colaboracgdo com a Profa Dra Leila Maria Beltramini do Grupo de Biofisica do Instituto

de Fisica da USP-Sdo Carlos.

3.10 Producio de anticorpos policlonais
A producdo de anticorpos policlonais foi realizada através da aplicacao da proteina

DCRB em camundongos. Para isto, a proteina DCRB foi extraida de um gel de
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poliacrilamida da seguinte maneira: amostras das proteinas totais foram aplicadas num gel
de poliacrilamida 15% e o fragmento do gel contendo a banda correspondente a proteina
DCRB com aproximadamente 13kDa foi recortado e macerado em 500 pl de agua
destilada incubada a 10°C durante a noite. Em seguida este sobrenadante foi passado por
uma resina Sephadex G25 (Amersham Pharmacia) para a retirada de restos de acrilamida.

A proteina resultante foi quantificada pelo método de Bradford (1976) e através de
injecdo subcutinea, procedeu-se a imunizacdo de quatro exemplares machos de
camundogos com 50ul da proteina “purificada” (2ug/pl) acrescida de adjuvante completo
(Freund’s Adjuvant complete - Sigma) na razdo de 1:1. Apos 45 dias foi realizada nova
imuniza¢do na qual foram aplicados 50ul da proteina “purificada” (2pug/ul) acrescida de
adjuvante incompleto (Freund’s Adjuvant incomplete - Sigma) na razdo de 1:1.

Amostras de sangue dos animais foram retiradas antes e ap6s a imunizagdo,
centrifugadas a 13.000 rpm por 15 minutos para a separagdo do soro dos animais e

estocados na geladeira.

3.10.1 Detecgdo de anticorpos

Apo6s dez dias da segunda dose da proteina, amostras de soro dos camundongos
foram submetidas a uma analise de “western blot”, na qual amostras de proteina foram
aplicadas em um gel de poliacrilamida 15% e submetidas a eletroforese durante 1 hora e 40
minutos a 140V e 250mA. Em seguida o gel, a membrana de nitrocelulose e dois papéis de
filtro foram imersos num tampao de transferéncia (Tris 200mM; glicina 50mM) e entdo
montados como um “sanduiche” e novamente submetidos a eletroforese (2h, 140V,
160mM) para que ocorresse a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de

nitrocelulose. Terminada a transferéncia, a membrana foi corada durante 5 minutos com a
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solucdo de Ponceau (Ponceau 0,5%, acido acético 0,1%) para a visualizagdo e marcagdo
das bandas de interesse.

Ap6s a coloragdo, a membrana foi incubada em um tampao de bloqueio (leite em
p6 desnatado; TBS 1X) durante a noite a 10°C. No dia seguinte, esta membrana foi lavada
por quatro vezes, durante cinco minutos cada, com TBS (1X) (Tris 70mM; NaCl 100mM).
Em seguida procedeu-se a incubacdo com soro proveniente do camundongo imunizado na
razdo de 1:10.000 em TBS (1X) por duas horas. Novamente a membrana foi lavada com
TBS (1X) como descrito anteriormente e entdo incubada com o anticorpo “Anti-IGg
mouse” (Sigma) na razdo de 1:10.000 em TBS (1X) por duas horas e lavada novamente
com TBS (1X). Apo6s este procedimento a membrana foi revelada com uma solugdo NBT-

BCIP AP (“Western Blue”-Sigma).

3.10.2 Titulacio de anticorpos

A titulagdo dos anticorpos foi realizada em placas de 96 amostras e através da
técnica denominada ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”). Esta técnica se
baseia na reagdo entre antigeno-anticorpo contra a proteina de interesse, sendo que o
produto da reagdo ¢ medido colorimetricamente através de um espectofotdmetro a 490nm.

Foi realizada a fixacdo de 50ng de proteina de interesse em 100 ul de Na,CO;
50mM pH 9,6 em 16 pogos da placa por 24 horas a 10°C. Apds este periodo, cada pogo foi
lavado por 6 vezes com PBS (1X) acrescido de Tween 20 0,05% e entdo bloqueado por 2
horas a 37°C com BSA 1% diluido em PBS (1X) acrescido de Tween 20 0,05%.
Novamente os pogos foram lavados por 2 vezes com PBS (1X) 0,05% Tween 20 e
incubados por 2 horas a 37°C com o soro do camundongo diluido em PBS (1X) conforme

a tabela 1. Apds nova lavagem como descrito anteriormente, foi feita a incubagdo com
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“Anti-IGg mouse” (Sigma) na razdo de 1:4.000 em PBS (1X) durante 2 horas e entdo
revelado com uma solugdo NBT-BCIP AP (“Western Blue”-Sigma). A leitura das placas

foi realizada no leitor de placas DYNEX a 490nm.

Tabela 1: Diluicdes realizadas para determinacio da titulagio do anticorpo.

Amostras | Concentracio | Diluicio
Controle 1:50 20ul soro (camundongo ndo imunizado) + 1000ul PBS (1X)

C1 1:50 20ul soro (camundongo imunizado) + 1000ul PBS (1X)/Tween20 (C1)
C2 1:100 0,5 ml (C1) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C2)
C3 1:500 2ul soro em 1000ul de PBS (1X)/Tween20 (C3)
C4 1:1.000 0,5 ml (C3) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C4)
C5 1:2.000 0,5 ml (C4) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (CS)
C6 1:4.000 0,5 ml (C5) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C6)
C7 1:8.000 0,5 ml (C6) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C7)
C8 1:16.000 0,5 ml (C7) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C8)
C9 1:32.000 0,5 ml (C8) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C9)
C10 1:64.000 0,5 ml (C9) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C10)
Cl11 1:96.000 0,75 ml (C10) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C11)
C12 1:128.000 0,5 ml (C11) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C12)
Cl13 1:192.000 0,75 ml (C12) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C13)
Cl4 1:256.000 0,5 ml (C13) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C14)
C15 1:512.000 |0,5 ml (C14) em 0,5 ml PBS (1X)/Tween20 (C15)

3.11 Amplificaciio, clonagem e expressido de oito ORFs do cromossomo 21
As ORFs foram selecionadas segundo os seguintes critérios: tamanho do gene,
presenca de homologia em camundongo, presenga de dominios protéicos conhecidos e

nivel de expressdo. Os dados referentes a estas ORFs estdo sumarizados na tabela a seguir:
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Tabela 2: Caracteristicas das novas ORFs do cromossomo 21 selecionadas para

estudos.
ORF Isoforma | Aminoac. | Identidade Dominios Nivel de
Expressio
c2lorf 18 Forma B 439 e e e
c2lorf4s | emeeee- 233 Presente Ausente Alto
c2lorf59 e e e e Alto
c2lorf 63/PRED34 | ------- 440 Homologo Binding Alto
splice F32A73A D-galactoside
alternativo | C. elegans L-rhamnose
(70aa) Pfam PF02140
c2lorf 83 A,BeC 353/298 88% Zinc finger do Alto
tipO CH,
Pfam domain
PF00096
c2lorf9s | emee- 154 84% Dominio rico em | Alto
(CYYRI) prolina no
carboxi terminal
Prosite signature
PS50099
c2lorf 101 | -meemm- 125 86% Membro da Alto
(MRPS6) familia da
proteina
ribossomal S6
InterProdomain
IPR000529
c2lorf 102 |- 257 80% Dominio rico em | ------

leucina

Fonte: Reymond et al. (2001); Gardiner et al. (2002) e Reymond et al. (2002).

Para a amplificacdo das ORFs foram realizadas reagoes de PCR utilizando-se como

molde uma biblioteca de cérebro fetal humano (Gibco BRL), um painel de cDNA de

multiplos tecidos (Clontech) além dos seguintes oligonucleotideos:
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c2lorf 18

Oligo sense: 5° TGC TAG CAT GCA GAA AGG AAA AGG GAG 3’

Oligo reverse: 5> GGA TCC TCA GGT AAA AGC TGT TTG CA 3’
c2lorf 45

Oligo sense: 5 TCA TAT GGC AGG CGT TCG GTC ACT 3°

Oligo reverse: 5> GGA TCC TCA GCT TTT ACA AGT GGC AA ¥’
c2lorf 59

Oligo sense: 5° TCA TAT GGT TCT GCT GCA CGT GAA 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TCA TCT TGG TCT CCA CTT TA 3°
c2lorf 63

Oligo sense: 5 TCA TAT GCT TCT GCC GGG ACG CGC 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TCA GTA GAA CTG GCC CAT GT 3’
c2lorf 83-1

Oligo sense: 5 TCA TAT GCT GCA GAA GCA CGT TCA 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TCA GTA GCT GTA CAT CTGCT 3’
c2lorf 83-2

Oligo sense: 5 TCA TAT GCA GAG GGT CGC GCG GCT 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TTA ATG CCT TTC ACA ATC CAA TGG 3’
c2lorf 95

Oligo sense: 5 TGC TAG CAT GGA CGC TCC GAG GCT ACC 3°

Oligo reverse: 5° GGA TCC TTA TTT CCT TGC GTT TCC AG 3’
c2lorf 101

Oligo sense: 5 TCA TAT GCC CCG CTA CGA GCT GGC 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TCA CTT CTT CCT CTT CTT TG 3’
c2lorf 102

Oligo sense: 5 TCA TAT GGG CAC CGT GCG CCC ACC 3’

Oligo reverse: 5° GGA TCC TAG GGC CCC GGG CCG ATG G 3’

As letras em vermelho, verde e azul sublinhadas sdo correspondentes aos sitios
reconhecidos pelas enzimas de restrigdo Nhe I, Nde 1 e Bam HI respectivamente. Os

produtos amplificados foram purificados do gel de agarose 1,5% utilizando-se o kit
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Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL) e ligados ao vetor pBSIIKS
(Stratagene). Os recombinantes foram selecionados através da analise de restricdo e, em
seguida, subclonados no vetor pET28a clivado com as enzimas correspondentes. Os clones
positivos foram transformados em BL21(DE3) e a analise da expressdo génica foi realizada

como descrito anteriormente.

3.12 Construcio dos plasmideos pEGFP-C1 com os genes de interesse

Para a localizagdo intracelular das proteinas estudadas neste trabalho, foi utilizado o
plasmideo pEGFP-C1 (plasmideo para expressdo em fusdo com a “Green Fluorescent
Protein”-Clontech), tratado com as enzimas de restrigdo Bg/ II, preenchido com dNTPs por
atividade da Klenow polimerase e clivado com Eco RI ou Bam HI. Apos esses tratamentos
os plasmideos foram separados em gel de agarose 1% e posteriormente purificados
utilizando-se o kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL).

Para o isolamento dos genes de interesse estes foram subclonados a partir da
constru¢do do vetor pET28a que foi clivado com a enzima Nde 1 (com excecdo para a
c21orf95 que foi clivado com Nke 1), preenchidos com dNTPs por atividade da Klenow
polimerase e posteriormente clivados com Eco RI ou Bam HI. Apds esse tratamento os
fragmentos com extremidades ndo coesiva/Eco RI ou ndo coesiva/Bam HI foram isolados
em gel de agarose 1,5% e posteriormente purificados utilizando-se o kit descrito acima.
Ap6s a purificagdo os fragmentos de interesse (ndo coesiva/Eco Rl ou ndo coesiva/Bam
HI) e os plasmideos pEGFP-C1 (ndo coesiva/Eco RI ou ndo coesiva/Bam HI) foram
ligados. Em seguida, os produtos das ligagdes foram introduzidos em células competentes
de E. coli DH5-a (CaCl,) e plaqueados em LB agar contendo o antibidtico canamicina (25

mg/ml).
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Para a obtencdo dos plasmideos recombinantes os transformantes foram analisados
através de PCR de colonias com oligonucleotideos que flanqueam os respectivos genes e
os clones positivos foram sequenciados e alinhados como descrito em anteriormente.

O DNA plasmidial de cada construcdo foi utilizado para transfectar as células de

mamifero como descrito na se¢ao 3.14.

3.13 Construcéo das formas truncadas da DCRB no plasmideo pEGFP-C1

Para a construcdo das formas truncadas da DCRB foram sintetizados dois
oligonucleotideos de forma que as regides amplificadas entrem em fase de leitura com a
GFP. Assim, a partir do plasmideo pEGFPDCRB, foram realizadas amplificagdes
utilizando-se os seguintes oligonucleotideos:

Oligo sense: 5> TCG AAG GTC GTC ATA TGT CGT TAA TCA TCT TGA 3’

Oligo reverse 5° AAG AAT TCA AGA AGC TGG CAG G 3’

As letras em azul e verde sublinhadas sdo correspondentes aos sitios das enzimas
Nde 1 e Eco Rl respectivamente.

Esta construgdo permitiu a amplificagdo da primeira parte do gene, isto €, da parte
que codifica o N-terminal da DCRB. O produto amplificado foi clivado com Nde I,
preenchido com dNTPs pela atividade da Klenow polimerase e, em seguida clivado com
Eco RI gerando um fragmento ndo coesiva/Eco RI.

Para a segunda parte, que codifica o C-terminal da DCRB, os seguintes
oligonucleotideos foram utilizados:

Oligo sense: 5 TCT GCC AGC TTC TTC TAC GG 3’ (oligonucleotideo que
flanqueia a regido proéxima aos 197pb)

Oligo reverse: 5° GGA ATT CAG GTT GAT GGG CTT GCG CT 3

(oligonucleotideo que flanqueia o gene com sitio de Eco RI em verde sublinhado).
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O fragmento amplificado foi clivado com Eco RI e, portanto possui extremidades
ndo coesiva/Eco RI.

Assim, essas regides foram ligadas a um plasmideo com extremidade ndo
coesiva/Eco Rl gerado através da clivagem do pEGFP-C1 com Bg/ 11, preenchido com
klenow e posteriormente clivado com Eco RI.

Os produtos das ligagdes foram utilizados na transformagdo de bactérias E. coli
DHS5-a CaCl, competentes e os recombinantes foram selecionados através de PCR de
coldnias.

Ap6s a confirmagdo, o DNA plasmidial foi utilizado para transfectar as células de

mamiferos como descrito em 3.14.

3.14 Cultura e Transfecc¢io celular

Células das linhagens CHO-K1 ("Chinese Hamster Ovary cells"), COS-7 ("SV40
African Green Monkey Kidney") e HEK 293 ("Human Embryonic Kidney"), foram
inicialmente descongeladas e semeadas em garrafas de 75 cm’, numa densidade de
aproximadamente 10* células/cm’® e mantidos em meio de cultura DMEM, contendo soro
fetal bovino 10%, glutamina 2mM e penicilina e estreptomicinal00U/ul, até atingir
semiconfluéncia (24 horas).

Para transfec¢do celular foi utilizado o método de transfeccdo com lipossomos,
utilizando lipofectamina (Gibco BRL), que permite eficiéncia de transferéncia do DNA
cerca de 10 vezes maior que o fosfato de célcio. O procedimento apresenta as seguintes

etapas:
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As células foram soltas utilizando-se uma soluc¢do de tripsina e semeadas em placas
de 35mm (Corning-Costar), numa concentracao de 10° células/placa e incubadas a 37°C,
com 5% de CO, por 24 horas, junto a uma laminula de vidro previamente esterilizada;

Aproximadamente 5 pg de DNA de interesse foi misturado com 100ul de meio sem
soro (MSS). Paralelamente, cerca de 5yl de lipofectamina foram misturados em 100ul de
MSS. As duas solugdes descritas acima foram misturadas devagar e cuidadosamente
incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos.

O meio das placas foi removido e as células lavadas com PBS (1X). A mistura das
solucdes descritas acima, acrescida de 800 pl de MSS, foi colocada nas placas, agitando-as
suavemente com movimentos circulares e a seguir foram incubadas por 5 horas 4 37°C em
camara umida e 5% CO, Apo0s este periodo, o meio das placas foi suplementado com soro
(concentragdo final 10%) e as células foram incubadas por 24 horas na estufa de CO,.

Decorrido este periodo, o meio de cultura foi removido e as cé€lulas aderidas a
laminula foram lavadas em PBS (1X) e fixadas com paraformaldeido 3,7% (pH 7,3) a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a fixagdo, a solugdo foi descartada e a
laminula foi novamente lavada com PBS (1X). A laminula foi montada de forma invertida
sobre a lamina de vidro, colocando sobre esta 10ul de glicerol e vedando-se suas
extremidades com esmalte comercial.

Analises preliminares foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia
convencional (Olympus BX50), com excitagdo em filtro azul a 480nm que permitiu a
deteccdo das imagens em verde, e registros em cadmara acoplada (Nikon), usando um filme
de 400 ASA (Kodak Gold). As imagens do "confocal laser scanning microscope" (Zeiss

Axiovert LSM510) foram obtidas usando a excitagdo do laser a 488 nm, sendo detectadas
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no filtro "band pass" a 515-540 nm, em colaboracdo com a Profa Dra Glaucia Maria

Machado Santelli do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP-Sao Paulo.

3.15 Coloracao com DAPI

As células cultivadas em laminulas e transfectadas com os plasmideos de interesse
foram permeabilizadas em uma solugdo de Triton X-100 a 0,2% por 5 minutos. Apds este
periodo, a solucdo foi aspirada e as células lavadas com PBS (1X) por 3 vezes durante 5
minutos cada. Em seguida as células foram incubadas a temperatura ambiente numa
solugdo de DAPI (10mg/ml) diluida 1:5.000 por 5 minutos e novamente lavadas com PBS
(1X) por 3 vezes durante 5 minutos cada. Posteriormente as células foram fixadas e entdo

montadas com glicerol.

3.16 Analises in silico
Para as analises in silico da localizacdo subcelular foram utilizados os seguintes
programas:

PSORT I (http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) (Nakai and Horton, 1999), que faz a

predi¢do de sinalizacdo e sitios de localizacdo baseado na seqiiéncia de aminoacidos do N-

terminal da proteina.

NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) que foi utilizado para o

alinhamento das proteinas de interesse com as proteinas depositadas no banco de dados do

Centro Nacional de Informagdo para a Biotecnologia.

Predict NLS (http://maple.bioc.columbia.edu/predictNLS/) (Cokol et al., 2000),

utilizado para a predi¢do de sinal de localizacdo nuclear.
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TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) (Olof et al., 2000), faz a

predicdo de localizag@o subcelular baseado em rede neural utilizando apenas informacdes

da seqiiéncia N-terminal da proteina.



57

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 O gene DCRB

Nakamura et al. (1997b) publicaram a descricdo de um novo gene localizado na
regido critica da Sindrome de Down o qual foi denominado DCRB (Down Syndrome
Critical Region gene B). Este gene consiste de trés éxons com um total de 1095 pb e
codifica uma ORF (“Open Reading Frame”) de 118 residuos de aminoacidos,
preferencialmente expressa em placenta. A seqiiéncia de aminoacidos desta proteina

(Figura 4) nao demonstrou homologia com qualquer proteina conhecida.

S L I I

............. CCTTTCCCTTAAGGATGTCTGAGAGCTGGTCTCCTCACTCTTTTCTT

M
CCGCCTATTAAACTTTCCGCTTCTTAACTCACCCATGTGTGTCCATGTCGTTAATCATC

L T R D D E P R I F T P D S D A A S P A
TTGACGAGAGATGATGAACCCCGGATATTTACCCCAGACAGTGATGCCGCTTCACCAGCA

L H S T s P L P D P A S A S P L H R E E
TTGCACTCTACTTCCCCGCTTCCTGATCCTGCCTCAGCTTCTCCTCTCCACAGAGAAGAA

K I L P K v C NI VS C L S F S L P A S
AAAATTCTGCCTAAAGTCTGCAACATCGTTTCCTGCCTGAGTTTCAGCCTGCCAGCTTCT

p T D S G L A S P T I I TR E G Q Q F W
CCTACGGATTCTGGACTTGCCAGCCCCACAATCATAACCAGAGAGGGGCAGCAATTTTGG

A K C L I W K Y Q L ¥ L H G L H K K S D
GCAAAATGTCTGATTTGGAAATACCAACTTTACCTCCATGGGCTCCACAAGAAATCAGAT

G R R D K Q I S A S P S T
GGGAGAAGGGACAAGCAGATAAGCGCAAGCCCATCAACCTGAAGGCATAAA. . .. oo ...

Figura 4: Seqiiéncia parcial de nucleotideos do DNA do gene que codifica a DCRB. A regido
codificante da proteina ¢ mostrada a partir do codon de inicia¢do (em vermelho sublinhado).

4.2 Obtencao do gene DCRB e clonagem no vetor de expressio pET28a

O DCRB completo foi amplificado em um unico passo, utilizando DNA gendmico

humano como molde e oligonucleotideos especificos flanqueando os éxons do gene DCRB

e oligonucleotideos que flanqueiam todo o cDNA.
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A andlise do produto em gel de agarose 1,5% demonstrou uma banda tnica de 375

pb correspondente ao DCRB mais a regido correspondente aos sitios de restricdo que

foram incorporados ao gene (Figura 5A). Apo6s a subclonagem no vetor pET28a, os

possiveis recombinantes (pET28aDCRB) foram sequenciados e o gene integro pode ser

detectado (Figura 5B).

1 1w o n O El B n L w0 109 110 120 130
durbudnag
dani15
Commizus
derbedna ATGTCGT TARTCATCTTGACGRGAGATGATGAACCCCGLATATTTRCCCCAGACAGTGATGCOGLTTOACCAGCATTGCACTC "[TTEE CTTCCTGATCCTGLCTCAGCTTETCCTC TEE
dani15  HGATECTHIGTCR T THRTCNTET TERCERGAGA AT GRHCCCCREA TN | 1ACCCERGHCRG R GEDGE | 1CAOCHGERT TRERCTETRECT SN DGHTEE TRCE TCHGE | TE1ECTC1EL
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danily JGHHHAHA |11 GCC ARG TCTGORHCHTCG 1 TCE TGOCTGHG T TCRGCC TGECHGET TCTCE THOGEHT TCTGGHC T T ELCRGCCCCHORH CH T HRCCHGHGHGEENCHGERRT TG
Conarnsues HI'RI'.HI:ﬂRI'RMRNR[TPTf‘I CTARAE TCTRCRACATCETTTCCTAECLTRART TTERRCLTRCCAGE YT!"lI'f‘Tﬂf‘I'FMTI"lM‘N'ITf‘I'I'RI'f‘I CEACAATCATARCCAGREREGLgCAGCARTTTTR
291 4 410 420 430 440 A5y AB0 a7 480 490493
derbedna  GRCRARATRTCTRATTTRGRARATACCARCTTTACC TCCATERRE TECACRAGARRT CAGATREGAGRAGLGACAAGCARATARGCGCARGCCCATCARCETER
danil5 GLOMANTGTCTGATTTCOGARATACCARCTTTRCCTCCATGLLL TCONCAAGARANT CAGHTGOGAGIAGG—NC TAGCAM TANNTTCANGG

GGHEHEARR TG TEHT | 1GARA THCCHALE | THEC DGR GEGE DECHERAGHHR T CHERTGEHERESE R THageg DR s ssnses

Figura 5: Construcio do gene DCRB. (A) Analise do produto de amplificagio do DCRB em gel
de agarose 1,5% demonstrando em (1) marcador de peso molecular de 1Kb e em (2) uma banda de
375 pb, correspondente ao tamanho esperado para o gene DCRB. (B) Alinhamento da seqiiéncia do
DCRB subclonado no pET28a (pET28aDCRB) com a seqiiéncia obtida no GenBank (n° de acesso
AB000099) realizada através do software Multalin versdo 5.4.1.

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis em 1987 (in White, 1997) e a

partir de entdo € uma técnica amplamente utilizada em laboratorios de biologia molecular.

Através de PCR ¢€ possivel realizar analise de bibliotecas recombinantes, produzir

delecoes, mutagdes sitio dirigidas, inserir sitios de enzimas de restrigdo, etc. Além disso,

algumas variagdes tem sido realizadas na técnica classica de PCR possibilitando o

desenvolvimento de novas metodologias entre elas o RT-PCR, o DDRT-PCR, o Flip-PCR,

0 PCR recursivo entre outros.
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Através do RT-PCR, seqiliéncias de RNA transcritos podem ser reversamente
transcritos em seqiiéncias de DNA complementar apenas utilizando-se uma polimerase
denominada transcriptase reversa. Uma variante do RT-PCR ¢ o DDRT-PCR que permite a
identificacdo e clonagem de genes diferencialmente expressos.

O Flip-PCR permite a inversdo da seqiiéncia de pequenas por¢des de DNA dentro
de regides regulatorias a fim de examinar a importancia dos elementos “cis-acting” na
atividade transcricional.

Outra técnica que utiliza os principios da PCR ¢ o chamado PCR recursivo
(Prodromou e Pearl, 1992) que permite a sintese de um gene através de amplificagdo de
oligonucleotideos com regides de sobreposi¢do sem a utilizagdo de um DNA molde.

A metodologia empregada para a amplificagdo do gene DCRB ¢ uma variacdo da
técnica de PCR recursivo (a qual ndo utiliza moldes) (Prodromou e Pearl, 1992) e foi
denominada por nés “splicing in vitro”. Através desta técnica, o cDNA completo foi
amplificado em um tUnico passo, utilizando-se DNA genomico humano como molde e
oligonucleotideos especificos flanqueando cada éxon do DCRB com sobreposi¢des entre
eles em concentragdo final de 0,1 uM. Na mesma reagdo também foram incluidos
oligonucleotideos que flanqueiam todo o cDNA, em concentracdo final de 1 uM.

Em relacdo ao método “splicing in vitro” o PCR recursivo apresenta a desvantagem
de utilizar altas concentragdes de oligonucleotideos, além do niimero de bases utilizado na
sintese desses oligonucleotideos assim como das regides de sobreposi¢do, serem maiores
aumentando os custos da técnica. Além disso, o “splicing in vitro” apresenta a vantagem de
ndo haver a necessidade de se utilizar polimerases e ciclos térmicos especificos visto que a

amplificacdo foi precisa e resultou em banda de amplificacdo unica.
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Outro aspecto interessante deste método, ¢ que ele gera cDNA a partir de DNA
gendmico dispensando o uso de bibliotecas de cDNA, RNAm e também do uso de
transcriptase reversa e tecidos especificos para o isolamento de genes de interesse.

Embora tenham sido detectados alguns clones com mutagdes, a técnica de “splicing
in vitro” torna-se uma boa alternativa para o isolamento de genes visto que ¢ facilmente

executada e relativamente barata.

4.3 Analise da seqiiéncia do gene DCRB humano

As andlises in silico do DCRB humano demonstraram que essa ORF est4 dividida
exatamente em trés éxons quando comparado ao DNA gendmico humano com sitios
aceptores e doadores de splicing (Figura 6).

Além disso, quando submetida a uma analise contra ESTs humanas foi observado a
correspondéncia com varias ESTs o que é uma evidéncia indireta de que esse gene é

expresso (Tabela 3).

(A)

>gi| 7768731 |dbj|AP001730.1] I:l Homo sapiens genomic DNA, chromosome 21qg, section 74/105
Length = 340000

EXON1l: Identities = 233/233 (100%)

Query: 1 cagtcacgggccagcctttceccttaaggatgtctgagagetggtctectcactettttet 60
FEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 322979 cagtcacgggccagcctttceccttaaggatgtctgagagetggtctectcactettttet 322920

Query: 61 tccgcectattaaactttccecgettcecttaactcacccatgtgtgteccatgtegttaatcate 120
Ferrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e
Sbjct: 322919 tccgcctattaaactttccgecttcttaactcacccatgtgtgtceccatgtegttaatcate 322860

Query: 121 ttgacgagagatgatgaaccccggatatttaccccagacagtgatgeccgecttcaccagea 180
FEErrrrrrrrrr e e e e et e e e e e e
Sbjct: 322859 ttgacgagagatgatgaaccccggatatttaccccagacagtgatgccgcttcaccageca 322800

Query: 181 ttgcactctacttcccegettectgatectgectcagettetectcectecacag 233
FEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 322799 ttgcactctacttccccgecttcctgatcctgectcagettcectectectecacag 322747



EXON2:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

EXON3:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbict:
Query:

Sbijct:

Identities = 104/104 (100%)

232

322029

292

321969

agagaagaaaaaattctgcctaaagtctgcaacatcgtttcctgectgagtttcagectg
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
agagaagaaaaaattctgcctaaagtctgcaacatcgtttcctgectgagtttcagectg

ccagcttctcctacggattctggacttgeccageccccacaatcat 335
FEEETEETEEr et e e e et e e e e el
ccagcttctectacggattctggacttgeccagecccacaatcat 321926

Identities = 759/760 (99%)

336

256600

396

256540

456

256480

516

256420

576

256360

636

256300

696

256240

756

256180

816

256120

876

256060

936

256000

996

255940

1056

255880

aaccagagaggggcagcaattttgggcaaaatgtctgatttggaaataccaactttacct
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e el
aaccagagaggggcagcaattttgggcaaaatgtctgatttggaaataccaactttacct

ccatgggctccacaagaaatcagatgggagaagggacaagcagataagcgcaagcccatc
FEEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e el

ccatgggctccacaagaaatcagatgggagaagggacaagcagataagcgcaagcccatc

aacctgaaggcataaaccacatccagccacctccttctgatcagcagcaaagectgacgtt
FECEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
aacctgaaggcataaaccacatccagccacctccttctgatcagcagcaaagectgacgtt

ttgatctccatctgtctgattcttgtgtctacttctcagtttacaactccagtgggaaag
FEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ttgatctccatctgtctgattcttgtgtctacttctcagtttacaactccagtgggaaag

aaagagctttatttacagacccataaaaatcccatcagtgtcgtcccecctgectgagaggece
FEEErrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e e e

aaagagctttatttacagacccataaaaatcccatcagtgtcgtccecctgectgagaggee

atgtgagaccatatggaaaaacaacagccataatggcagcatggcagtggaagggtttgt
PErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
atgtgagaccatatggaaaaacaacagccataatggcagcatggcagtggaagggtttgt

cttgtgcccaggecttgeggtcatgecaagtttettgtggatectgttgggaccagecact
PEErrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e
cttgtgcccaggecttgeggtcatgecaagtttettgtggatectgttgggaccagecact

caccaaggctgagtaggtccacaaataatggggactttctaccagactcacagagaactyg
FEEEErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e

caccaaggctgagtaggtccacaaataatggggactttctaccagactcacagagaactg

ctgggtttttgggaagggtgtgcgtgtctttggggcatggaagttggggttatagtggag
FEEEEEEErrr e et e e e e e et b e e e e el
ctgggtttttgggaagggtgtgcgtgtctttggggcatgcaagttggggttatagtggag

acccagaggatgagaaaacttctctgcctcagcagaagagtggcagectgagagagaggca
FECEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e el
acccagaggatgagaaaacttctctgcctcagcagaagagtggcagectgagagagaggca

agaaactcgcacccactgtggactggggcagagagattttgaggagaatgaaatccagaa
FEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
agaaactcgcacccactgtggactggggcagagagattttgaggagaatgaaatccagaa

actctgtgtggtattagtttgtatccagagggtgaccctcttctcaaggaaatgggtgtce
FEEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
actctgtgtggtattagtttgtatccagagggtgaccctcttctcaaggaaatgggtgtce

atcaattttctacactattaaagatataaagttcttggca 1095
FEEEEEEEE e e e e el
atcaattttctacactattaaagatataaagttcttggca 255841

291

321970

395

256541

455

256481

515

256421

575

256361

635

256301

695

256241

755

256181

815

256121

875

256061

935

256001

995

255941

1055

255881

61
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(B)
Exon Sitio aceptor Sitio doador Uommio G0m
1 --- CTCTCCACAGgtattgatcc 233 pb
2 attttcctagAGAAGAAAAA | CCACAATCATgtaagccaat 102 pb
3 ttccactcagAACCAGAGAG - 760 pb
Figura 6: Analise da seqiiéncia do DCRB humano. (A) Analise do alinhamento do DCRB contra
a seqiiéncia de DNA gendmico humano (Homo sapiens). Em vermelho, os sitios iniciador e
terminador respectivamente. (B) Analise dos sitios doadores e aceptores de splicing
Tabela 3: Alinhamento da DCRB contra ESTs humanas. Evidéncia indireta de
que o gene & expresso.
Clone Tamanho Tecido Identidade | Posicao de alinhamento
(pb) contra a DCRB
BX112350 760 cDNA de placenta Homo 99% 33-791
sapiens
AI817192 586 “pool” 99% 517-1088
BU753721 489 Placenta 99% 626-1094
AA863381 434 “pool” tumor de célula 99% 665-10095
germinativa
CB993317 818 Placenta 100% 13-335

4.4 Analise da expressdo da DCRB humana em diferentes tipos celulares

Foram realizadas analises da expressdo da DCRB através da técnica de RT-PCR

utilizando-se linhagens de células tumorais. Das 17 linhagens testadas em apenas 2 (H358

— Pulméo e A2058 — Melanoma) foi observada uma banda de amplificagdo correspondente

ao DCRB sendo que o nivel de expressdao ¢ bem menor do que o encontrado em células de

placenta que foram usadas como controle positivo (Figura 7).




(A)

600pb___,
400pb_—_»

L 1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 néao
600pb—»

300pb__»

(B)

Figura 7: Analise da expressio do DCRB em linhagens de células tumorais através de RT-
PCR observado em gel de agarose. (A) DCRB e (B) GAPDH. L: marcador de peso molecular (100
pb), 1: H1155 — Pulmdo, 2: H358 — Pulmao, 3: A2058 — Melanoma, 4: SkMel25 — Melanoma, 5:
SAOS-2 — Osteosarcoma, 6: Dul45 — Prostata, 7: PC3 — Prostata, 8: Hela — Utero, 9: CasKi — Utero,
10: HL60 — Leucemia, 11: SCABER — Bexiga, 12: A172 — Glioblastoma, 13: T98G — Glioblastoma,
14: MCF-7 — Mama, 15: MDA436 — Mama, 16: SW480 — Cdlon, 17: FADu — Cabega e Pescogo ¢
18: Placenta normal (controle positivo).

Alguns anos depois, Toyoda et al. (2002) publicaram que o gene DCRB havia sido
incorretamente predito. Os autores fizeram esta afirmativa levando-se em consideracdo a
bem estabelecida conservacgdo entre as regides cromossdmicas MMU16 e HSA21 de rato e
humano respectivamente. Eles verificaram que o DCRB ndo estd presente na seqiiéncia
gendmica de rato, ndo existe identidade entre ESTs de rato e humano e através de analises
computacionais ndo se observou a existéncia de genes candidatos na regido da seqiiéncia
gendmica de rato. Assim os autores consideram que o gene DCRB foi incorretamente
predito.

Entretanto, nossas analises demonstram que o gene DCRB esta organizado em trés
éxons bem definidos, inclusive com sitios aceptores e doadores de splicing, que possui
similaridade com ESTs humanas depositadas em banco de dados, que é expressa em

linhagens de células tumorais de pulmdo e melanoma e em células COS-7 (resultados
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descritos posteriormente). Esses resultados nos permite dizer que hé fortes indicios a favor

da existéncia da DCRB.

4.5 Alinhamento do DCRB humano contra a seqiiéncia gendémica de Pan
troglodytes

Recentemente a comunidade cientifica tomou conhecimento da seqiiéncia
gendmica do chimpanzé (Pan troglodytes) que sabidamente apresenta grande similaridade
com o genoma humano. Assim, pudemos fazer uma andlise comparando a seqiiéncia
genoémica da DCRB humana com o genoma do chimpanzé, no qual pode-se observar que o
DCRB humano ¢ encontrado e tem uma organiza¢do gendmica idéntica em chimpanzé
(Figura 8). Além disso, as ORFs da DCRB humana e chimpanzé apresentam alta
similaridade com apenas duas diferengas nas posi¢des 99 e 339 que ndo refletem mudangas

de aminoacidos nas seqiiéncias preditas das proteinas analisadas.

>gi|37537393|dbj|BS000126.1] I:l Pan troglodytes chromosome 22 clone:PTB-128A24, map 22,
complete sequences Length = 207747

EXON1l: Identities = 58/58 (100%)

Query: 1 cagtcacgggccagcctttceccttaaggatgtctgagagetggtctectcactetttt 58
FErrrrrrrrrerrerrrr e e e e e e e e
Sbjct: 159440 cagtcacgggccagcctttcccttaaggatgtctgagagetggtectectcactetttt 159383

Identities = 163/165 (98%)

Query: 69 ttaaactttccgcttcttaactcacccatgtgtgtccatgtcgttaatcatecttgacgag 128
FErrrrrrrrrrrrr e rrrrer e trrr e e e e e el
Sbjct: 159384 ttaaactttccgcttcttaactcacccatatgtgtccatgtcecgttaatcatcttgacgag 159325

Query: 129 agatgatgaaccccggatatttaccccagacagtgatgccgecttcaccagecattgcacte 188
Frrrrrrrrrrerrerrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 159324 agatgatgaaccccggatatttaccccagacagtgatgccgcecttcaccagcattgcacte 159265

Query: 189 tacttccccgettectgatectgectcagettectecteteccacag 233
FEEErrrr et e e e e e e
Sbjct: 159264 tacttccccgcttcecccgatcctgectcagettetectecteccacag 159220



EXON2:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

EXON3:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:
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Identities = 104/104 (100%)

232 agagaagaaaaaattctgcctaaagtctgcaacatcgtttcctgectgagtttcagectg 291
FEEEErrrrrrrr et r e e e e e e e e e e e e
158515 agagaagaaaaaattctgcctaaagtctgcaacatcgtttcctgectgagtttcagectg 158456

292 ccagcttctcctacggattctggacttgeccageccccacaatcat 335
FEEEEEETErr et e e e e e e e e e el
158455 ccagcttctecctacggattctggacttgccageccccacaatcat 158412

Identities = 752/760 (98%)

336 aaccagagaggggcagcaattttgggcaaaatgtctgatttggaaataccaactttacct 395

FEEEEEErr et et r e e e e e e e e e e e e e e e e
93856 aaccagagaggggcagcaattttgggcaaaatgtctgatttggaaataccaactttacct 93797

396 ccatgggctccacaagaaatcagatgggagaagggacaagcagataagcgcaagcccatc 455

Frrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e re e
93796 ccatgggctccacaagaaatcagatgggagaagggacaagcagataagtgcaagcccatc 93737

456 aacctgaaggcataaaccacatccagccacctecttctgatcagcagcaaagectgacgtt 515
FErrrrrrrrrrrrrrrrerr e rrrr e e e e e
93736 aacctgaaggcataaaccacatccagccacctccttctgatcagcagtaaagectgacgtt 93677

516 ttgatctccatctgtctgattcttgtgtctacttctcagtttacaactccagtgggaaag 575
FErrrrrrrrr et r e e e e e e e
93676 ttgatctccatctgtctgattcttgtgtctacttctcagtttacaactccagtgggaaag 93617

576 aaagagctttatttacagacccataaaaatcccatcagtgtcgtcccectgetgagaggec 635
FErrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e
93616 aaagagctttatttacagacccataaaaatcccatcagtgtcgtcccctgectgagaggee 93557

636 atgtgagaccatatggaaaaacaacagccataatggcagcatggcagtggaagggtttgt 695

FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
93556 atgtgagaccatatggaaaaacaacagccataatggcagcatggcagtggaagggtttgt 93497

696 cttgtgcccaggeccttgecggtcatgcaagtttcttgtggatecctgttgggaccagecact 755

FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
93496 cttgtgcccaggccttgeggtcatgcaagtttecttgtggatectgttgggaccagecact 93437

756 caccaaggctgagtaggtccacaaataatggggactttctaccagactcacagagaactg 815

FEErrrerrrrr et r e e et et e e e e e e e e e e
93436 caccaaggctgagtaggtccacaaataacggggactttctaccagactcacagagaactg 93377

816 ctgggtttttgggaagggtgtgegtgtcectttggggcatggaagttggggttatagtggag 875
FEErrrrrrr et r e e e e e e e e e
93376 ctgggtttttgggaagggtgtgcgtgtctttggggcatggaagttggggttatagtggag 93317

876 acccagaggatgagaaaacttctctgecctcagcagaagagtggcagectgagagagaggca 935
FErrrrrrrrrrrrrrerr rrr e e et e e e e e e
93316 acccagaggatgagaaaacctctctgcctcagcagaagagtggcagctgagagagaggca 93257

936 agaaactcgcacccactgtggactggggcagagagattttgaggagaatgaaatccagaa 995
FErrrrrrrrr et rer e e e e e
93256 agaaactcgcacccactgtggaccggggcagagagattttgaggagaatgaaatccagaa 93197

996 actctgtgtggtattagtttgtatccagagggtgaccctcttctcaaggaaatgggtgte 1055
FErrrrrrrrrrrrrrrrerr rrrrrrrr e e e et
93196 actctgtgtggtattagtttggatccagagggtgaccctcttctcagggaaatgegtgte 93137

1056 atcaattttctacactattaaagatataaagttcttggca 1095
FEEEEEEr e e e e e e e e e
93136 atcaattttctacactattaaagatataaagttcttggca 93097

Figura 8: Anilise do alinhamento da seqiiéncia do DCRB humano contra a seqiiéncia
gendmica do chimpanzé (Pan troglodytes). O DCRB humano e de chimpanzé tem mesma
organizagdo gendmica. Em vermelho, os sitios iniciador e terminador respectivamente.
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Recentemente, Takamatsu et al. (2002) usando predi¢cdes computacional de genes e
subsequente clonagem do cDNA, identificaram dois novos genes designados DSCRY e
DSCRI10 que estao na chamada Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR). Ambos os
genes sdo expressos preferencialmente em testiculo e codificam proteinas desconhecidas
de 149 e 87 residuos de aminoacidos, respectivamente. Outras analises demonstram que
estes genes sdo exclusivos de genomas de primatas. Segundo os autores esses genes teriam
evoluido como uma nova classe de genes em primatas evento este que também poderia ter
ocorrido com o gene DCRB, refor¢cando as evidéncias de que as conclusdes de Toyoda et

al. (2002) estdo equivocadas.

4.6 Expressdo da proteina DCRB em E. coli

4.6.1 Expressdao da DCRB no vetor pET28a

O plasmideo recombinante denominado pET28aDCRB foi usado para transformar
as bactérias de expressdo E. coli BL21(DE3) as quais foram induzidas com IPTG a uma
concentracao final de 0,4 mM por 4 horas. As andlises de expressdo protéica realizadas
através de SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) corado com azul de Comassie revelam a
superexpressdo da proteina DCRB com um tamanho aproximado de 13kDa, conforme
esperado. Além disso, os testes de solubilidade revelaram que a proteina resultante se
encontrava na forma insoluvel (Figura 9).

Algumas alteracdes como variacdo da concentragdo do indutor e a indugdo em
temperaturas e agitagdo mais baixas foram realizadas, mas n3o houve alteracdo na

solubilidade da proteina estudada.
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Figura 9: Anilise da expressdo e solubilidade da proteina DCRB em E.coli BL21 (DE3)
utilizando o vetor pET28a. SDS-PAGE 15% mostrando em 1-marcador de massa molecular; 2-
proteinas totais bacterianas, sem inducdo; 3-indu¢do com IPTG por 4 horas; 4 e 6-fragdo
correspondente ao sobrenadante (37°C e 20°C respectivamente) e 5 e 7-fragdo correspondente ao
precipitado (37°C e 20°C respectivamente). A seta indica a proteina expressa de aproximadamente
13kDa.

Outra estratégia muito utilizada para aumentar a solubilidade de proteinas expressas
em E. coli é a co-expressdo com chaperoninas (discutido na se¢do 4.15). Neste trabalho foi
utilizada a co-expressdo com a chaperonina GroESL e os resultados podem ser observados
na figura 10.

A co-expressdo da DCRB com a GroESL aumentou a solubilidade da proteina de
interesse, porém em quantidades que nao foram suficientes para a realizagdo da purificacdo
e posterior utilizagdo em analises de estrutura secundaria. Para isso é necessario que as
proteinas expressas, especialmente as de fung¢do desconhecida, estejam na forma solavel.
Assim, com esse objetivo, o gene DCRB foi clonado em outros plasmideos e sua expressdo

e solubilidade foram analisados.
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<«—— pTGroESL
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Figura 10: Analise da co-expressio e solubilidade da proteina DCRB com a chaperonina
GroESL em E.coli BL21 (DE3). SDS-PAGE 15% mostrando em 1-marcador de massa molecular;
2- proteinas totais bacterianas, sem indu¢do; 3-indugdo com IPTG por 4 horas; 4 e 6-fracdo
correspondente ao sobrenadante (37°C e 20°C respectivamente) e 5 e 7- fragdo correspondente ao
precipitado (37°C e 20°C respectivamente). As setas indicam a proteina expressa GroESL e a
proteina DCRB de aproximadamente 13kDa.

4.6.2 Expressao da DCRB no vetor pET37b

O vetor pET37b codifica uma seqiiéncia sinalizadora que faz com que a proteina de
fusdo seja enviada para o espago periplasmatico. Esta caracteristica permite a formagao das
pontes dissulfeto em um ambiente menos redutor que o citoplasma favorecendo o correto
enovelamento das proteinas que contém pontes dissulfeto (Murby et al., 1996 e Jonasson et
al., 2002) o que poderia ser interessante uma vez que a proteina DCRB possui trés
aminoacidos cisteina. Além disso, a purificagdo da proteina de interesse € facilitada ja que

a quantidade de contaminantes ¢ bastante reduzida.
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Assim, ap6s a inducdo da expressdo, esta foi analisada em gel de SDS-PAGE 10%
corado com azul de Coomasie onde observa-se a expressdao da proteina de fusdo CBD-

DCRB de aproximadamente 38kDa (Figura 11).
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Figura 11: Analise da expressiao da proteina DCRB em E.coli BI21 (DE3) utilizando o vetor
pPET37b. (1) marcador de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem inducdo; (3)
indugdo ap6s 1 hora; (4) indugdo apds 2 horas; (5) indugdo apds 3 horas; (6) indugdo apos 4 horas.

A analise do teste de solubilidade via choque osmético demonstrou que a proteina
DCRB se encontra insolavel apos expressao em fusdo com a CBD (Figura 12)

Assim, apesar de suas caracteristicas vantajosas quanto formagdo das pontes
dissulfeto e o correto enovelamento das proteinas que contém essas pontes (Murby et al.,
1996 e Jonasson et al., 2002) e a facilitagdo dos processos de purificagdo, este vetor de
expressdo nao foi util para a expressdo da DCRB, ja que na forma soluvel inviabiliza a
purificacdo da proteina em condigdes nativas. Os mesmos testes foram realizados com a

inducdo feita a 20°C e os mesmos resultados foram obtidos.
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Figura 12: Analise do teste de solubilidade da proteina pET37bDCRB expressa em E. coli.
BL21 (DE3). (1) marcador de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem indugao; (3)
inducdo apos 4 horas; (4 e 5) fracdo periplasmatica; (6 €7) fragdo soluvel e (8 e 9) fracdo insoluvel.

4.6.3 Expressido da DCRB no vetor pPBADTOPO

O sistema com o promotor araBAD proporciona uma expressdo variavel e ¢ dose
dependente do indutor (Stevens, 2000). Estas caracteristicas poderiam contribuir na
expressdo da DCRB em condigdes soluveis.

Ap6s a indugdo da expressdo em células E. coli LMG 194, aliquotas de 1 ml foram
retiradas e analisadas em gel SDS-PAGE 15% corado com azul de Coomasie e os

resultados demonstrados na figura 13 indicam que ndo houve expressdo da DCRB que

podesse ser detectada através desse método.
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Figura 13: Andlise dos testes de induciio da expressio da proteina DCRB clonada no vetor
pBad. (1) marcador de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem inducdo; (3) indugao
com 0,00002% de L-arabinose; (4) indug¢@o com 0,0002% de L-arabinose; (5) indugdo com 0,002%
de L-arabinose; (6) indugdo com 0,02% de L-arabinose; (7) indug@o com 0,2% de L-arabinose.

A analise do sequenciamento do vetor pPBADDCRB demonstrou a integridade do
gene, isto é, auséncia de mutacdo e a juncdo vetor-inserto em fase de leitura o que descarta
a possibilidade de algum erro ter impossibilitado a expressdo génica.

Sabe-se que outros fatores podem influenciar a expressdo de proteinas
recombinantes. Entre eles estdo a toxicidade da proteina para a célula hospedeira, a
instabilidade da proteina, a perda do plasmideo durante o crescimento da bactéria, o
processamento improprio ou modificagdes pods-traducionais e traducdo ineficiente
(QIAexpressionist, 2003).

Outros fatores que podem comprometer a produgdo de proteinas € a rapida
degradagdo do RNAm devido a sua instabilidade e a presenca de codons que sdo raros em
bactérias e que frequentemente estdo presentes em genes heterologos (Hannig e

Makrides,1998) (ver segdo 4.15).
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4.6.4 Expressio da DCRB no vetor pCX-TOPO

Apoés a transferéncia das colonias para o meio M11 as células de Caulobacter
crescentus (BS BAC) foram incubadas durante 5 dias, periodo sob o qual ndo foi
observado nenhum agregado protéico e portanto, concluiu-se que ndo houve expressao da
proteina DCRB em fusdo com a proteina RsaA, visto que foi realizado um controle de
expressdo e neste caso observou-se o aparecimento de agregados proté€icos de coloracdo
rosea.

Apbés o sequenciamento foi descartada qualquer possibilidade de erro que
permitisse a auséncia de expressdo da proteina em questdo. Conclui-se entdo, que tal fato
pode ter ocorrido por outros fatores, entre eles o fato da existéncia de codons raros que a
maquinaria enzimatica da bactéria (Caulobacter) ndo poderia traduzir ou a toxicidade
DCRB para este sistema contribuindo para sua degradagdo prematura e impossibilitando a

sua detecgdo a olho nu.

4.6.5 Expressio da DCRB no vetor pTYB2

A expressao da proteina DCRB em E. coli ER2566 foi analisada em SDS-PAGE
10% corado com azul de Coomasie e os resultados sdo apresentados na figura 14 na qual
pode-se verificar que apos 1 hora de inducdo ocorreu a expressdo da proteina DCRB em
fus@o com a inteina com um tamanho esperado de aproximadamente 68 kDa.

Assim, prossegui-se as analises realizando um teste de solubilidade onde amostras
do sobrenadante e precipitado foram analisados em gel SDS-PAGE 10% corados com azul
de Coomasie. Os resultados demonstram que a proteina DCRB em fusdo com a inteina
também se encontra na forma insolavel (Figura 15). Outros testes foram realizados com a

indugdo feita a 20°C e os mesmos resultados foram obtidos.
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Figura 14: Anailise do teste de expressio da proteina DCRB no plasmideo pTYB2. (1) marcador
de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem indugdo; (3) indugdo apds 1 hora; (4)
indugdo apos 2 horas; (5) indug@o ap6s 3 horas; (6) indug@o apds 4 horas.
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Figura 15: Analise do teste de solubilidade da proteina DCRB em fusio com a inteina. (1)
marcador de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem inducdo; (3) inducdo apds 1
horas; (4) indugdo apods 2 horas; (5) indugdo apo6s 3 horas; (6) indugdo apdés 4 horas; (7)
sobrenadante e (8) precipitado.
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Pelo fato da proteina estar insdluvel, para se realizar estudos estruturais foi
necessario recuperar a proteina ativa expressa em corpos de inclusdo. Assim, a proteina
que ¢ insoluvel tem que ser solubilizada com agentes desnaturantes que posteriormente sao
retirados para que ocorra a renaturagdo da proteina estudada. Apesar deste tratamento
parecer bastante simples, ele ndo garante que a proteina renaturada tera sua conformagao

nativa, o que dificulta analises estruturais (Yasukawa et al., 1995).

4.7 Purificacio da proteina DCRB em condi¢cdes desnaturantes

A fim de se obter proteina solivel, analises de expressdo e solubilidade foram
realizadas utilizando-se diferentes vetores, hospedeiros, temperatura de inducdo da
expressdo e quantidade de indutor, porém em todos eles a proteina estudada estava na
forma insoluvel. Assim, optou-se por fazer uma purificagdo em condi¢des desnaturantes na
qual, apesar da proteina nio apresentar atividade bioldgica evidente, a purificacdo é
simples e realizada em um unico passo.

Assim, apos a inducdo da proteina DCRB no vetor pET28a durante 4 horas, as
células foram centrifugadas (10.000 rpm, 4°C por 10 minutos) e ressuspensas em tampao
PBS (1X) contendo 1% de Triton X-100, um detergente que solubiliza a maioria das
proteinas, com exceg¢do dos corpos de inclusdo nos quais estdo localizados a DCRB (Figura
16).

As proteinas expressas em FE. coli normalmente formam agregados protéicos
insoluveis denominados corpos de inclusdo. Embora esta seja uma das barreiras para
estudos estruturais (Yasukawa et al., 1995) a purificacdo de proteinas recombinantes a
partir de corpos de inclusdo ¢ relativamente facil ja que 80 a 90% destes sdo formados pela

proteina de interesse (www.hamptonresearch.com). Porém, as condigdes necessarias para o
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renovelamento sdo proteina-dependente e requerem varias tentativas ja que nem sempre,

apos a retirada do desnaturante, a proteina alvo adquire sua conformagao nativa (Tsumoto

et al., 2003.)
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Figura 16: Caracterizacdo dos corpos de inclusdo produzidos através da expressio da DCRB
no vetor pET28a. (1) marcador de massa molecular; (2) precipitado apds sonicdo; (3) precipitado
apos primeira dilui¢do; (4) precipitado apds segunda diluigdo; (5) precipitado (corpos de inclusio).

Apoés a confirmagdo que a proteina era expressa como corpos de inclusdo, um
protocolo de renovelamento protéico foi aplicado e foram realizadas medidas de CD
conforme descrito anteriormente, a fim de monitorar a formagao de estruturas secundarias.

O espectro de CD da proteina DCRB “renovelada” mostrou um minimo um pouco
mais pronunciado ao redor de 206 nm e um minimo discreto em torno de 222 nm,
sugerindo a presenca (ou aquisi¢ao) de estrutura secundaria do tipo a-hélice. Esse resultado

demonstra que o renovelamento protéico foi realizado de maneira satisfatoria (veja segéo

4.11).
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4.8 Mutacao sitio dirigida do gene DCRB

Em resultados iniciais da expressdo e solubilidade da DCRB pode-se observar uma
forte banda de expressdo de aproximadamente 13 kDa, conforme o esperado, e que grande
parte da proteina estava na forma solavel, entretanto, apds o sequenciamento verificou-se a
presenga de uma mutagdo espontidnea o que inviabilizava a produgdo da proteina de
interesse

Apds a obtencdo do gene DCRB de forma integra, este foi clonado em varios
plasmideos de expressdo e a DCRB submetida aos testes de solubilidade (como descrito
anteriormente), nos quais se verificou que a proteina expressa estava na forma de corpos de
inclusdo.

Analisando a seqiiéncia de aminoacidos da proteina DCRB integra pode-se
observar a existéncia de trés cisteinas na sua composicao (Figura 17). Esta seqiiéncia foi
comparada a seqii€éncia mutante e verificou-se que a proteina resultante continha apenas
duas cisteinas, sendo a ultima substituida por outro aminoacido. A insolubilidade da
proteina DCRB integra poderia ser conseqiiéncia da formacao de pontes dissulfeto entre as

cadeias polipeptidicas.

1 MSLIOLTRDD EPRIFTPDSD AASPALHST SPLPDPASAS REEKILPKVC

51 NIVSCLSSLP ASTTDSGLASPTIITREGQQFWAK*CLIWKYQLYLHGLHKK

101 SDGRRDKQIS ASPST

Figura 17: Seqiiéncia de aminoacidos codificados pela DCRB. Em vermelho os trés aminoéacidos
cisteina presentes na seqiiéncia total. A regido sublinhada corresponde a proteina denominada
DCRB 2/3. Na DCRB mutada a ultima cisteina (*) ¢ substituida pelo aminoacido valina (C85V).
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Assim, considerando a possibilidade de que a cisteina C85 da DCRB pudesse estar
contribuindo para sua insolubilidade através da formacdo de ligagdes dissulfeto,
resolvemos mutar o cédon respectivo por um cédon correspondente ao aminoacido valina e
verificar se este aminodcido realmente estaria contribuindo para a insolubilidade da
proteina estudada.

Apds a realizagdo da mutagdo sitio dirigida, 20 clones foram analisados e
sequenciados, verificando-se que 8 deles eram mutantes (Figura 19). Em seguida
procedeu-se a analise da expressdo génica e da solubilidade da proteina expressa na qual
pode-se verificar uma banda de expressdo da proteina de interesse com aproximadamente
13 kDa como o esperado. Porém, apos o teste de solubilidade, observou-se que a proteina
expressa estava na forma insoluvel (Figura 18) indicando que a ultima cisteina ndo é a

responsavel pela insolubilidade da DCRB.
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Figura 18: Andlise da expressio e solubilidade da proteina DCRB mutada em E.coli (BI21-
DE3) em SDS-PAGE 15%. (1) marcador de peso molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem
indugdo; (3) indug@o apds 4 horas; (4) sobrenadante e (5) precipitado.
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11 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220
| |
GCAGGARTTCGATTTCGRAGGTCGTCATATETCGTTARTCATCT TGACGAGAGRTGATGARCCCCGEATATTTACCCCAGACAGTGATGCCGCTTCACCAGEATTGCACT

ATRTCRTTARTCATCTTGACGRGRAGATGATGARCCCCGEATATTTACCCCAGACAGTGATGCCGCTTCACCAGCATTRCACT
srsssssssarrarasssssassenssNIGICGTTARTCATCTTGACGAGAGATGATGAACCCCGGATATTTACCCCAGACAGTGATGCCGCTTCACCAGCATTRCACT

221 230 240 250 260 27 280 290 300 o 320 330
| |
CTACTTCCCCGCTTCCTGRTCCTGCCTCARCTTCTCCTCTCCACAGAGARGAARARRT TCTGCCTARRGTCTGCARCATCRTTTCCTRCCTGAGTTTCAGCCTGCCAGET
CTACTTCCCCGCTTCCTGATCCTGCCTCAGCTTCTCCTCTCCACAGAGARGRARAART TCTGCCTARAGTC TGCARCATCRTTTCCTGRCCTGAGTTTCAGCLTGLCAGLT
CTACTTCCCCGCTTCCTGATCCTRCCTCAGCTTCTCCTCTCCACAGAGAAGARRRRRT TCTGCCTARAGTCTGCARCATCRTTTCCTRCCTRAGTTTCAGCCTGCCAGET

B 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440

| |
TCTCCTACGGRTTCTGGACTTRCCAGCCCCACARTCATARCCAGAGAGEGGCAGCART TTTGGGCARARGT TCTGATTTGEARATACCARCTTTACCTCCATRGGCTCLA
TCTCCTRCGGATTCTGGACTTGCCAGCCCCACARTCATARCCAGAGAGGGGCAGCART TTTGGEGCARAAGT TCTGATTTGEARATACCARCTTTACCTCCATGGGCTCCA
TCTCCTRACGGATTCTGGEACTTGCCAGLCCCACAATCATARCCAGAGAGEGGCAGCARTTTTRGEGCARARGT TCTGATTTGEARRTACCARCTTTACCTCCATRGGCTCCA

441 450 460 410 480 450 500 510 520 530 540 550
| |
CRAGAAATCAGATGGEAGAAGGGACARGCAGATAAGCGCARGCCCATCARCCTGARTTCCARTCARGCT TATCGATACCGTCGACC TCGAGEGGGEGCCCGGTACCAGET
CAAGAARTCAGRTGGGAGARGGEACARGCAGATARGCGCARGCCCATCARCCTGA

CARGARATCAGATGGEAGARGGGACARGCAGATARGCECARGCCCATCARCETER. uu v s vvnsssssssrssssssssnssssssrssarsrsnsssssonsssns

Figura 19: Anadlise do sequenciamento de um clone mutante do DCRB.
Em destaque (azul) pode-se observar a substitui¢do da base desejada, isto é, TG por GT.

4.9 Delecio de parte da proteina DCRB

Além da mutagdo sitio dirigida, realizamos também a clonagem da regido N-

terminal da proteina DCRB que ¢ comum a todos os clones e que possivelmente esteja

relacionada a solubilidade ja que a proteina expressa inicialmente (com mutagdo) estava na

forma solavel.

Analisando a seqiiéncia de aminoacidos que codifica a proteina DCRB observa-se

que ha uma

equivaléncia entre a proporcdo de aminoacidos hidrofobicos (49%) e

hidrofilicos (51%) que se mantém quando ¢é deletada a regido C-terminal correspondente a

32 aminoécidos sendo 11 hidrofobicos, 18 hidrofilicos e 3 ndo carregados.

Apos a clonagem, testes de expressdo da proteina denominada por nés de DCRB

2/3 (Figura 17) foram realizados e pode-se observar em gel SDS-PAGE 15% uma banda de

expressdo com um tamanho aproximado de 10 kDa como esperado e, apds os testes de
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solubilidade, verificou-se que parte desta proteina estd na forma soluvel quando a
expressdo ¢ induzida a 20°C.

Em seguida foram realizados testes de purificagdo da DCRB 2/3 em resina de
niquel e pode-se observar que a proteina de interesse foi purificada e eluida em tampao de
sonicagdo com 250 mM de imidazol (Figura 20A e 20B).

Assim, apos a dialise, a amostra da DCRB 2/3 purificada foi submetida a analise de
dicroismo circular (CD) e o espectro mostra estrutura secundaria organizada como pode ser

visto na figura 24 (Segdo 4.11).

4.10 Expressao da DCRB utilizando-se a cepa Rosetta (DE3)

Apoés varias tentativas de expressio da DCRB em condigdes soluveis, foi
gentilmente disponibilizada pela Profa Dra Ana Paula Ullian de Aratjo (USP-S3o Carlos)
a cepa denominada Rosetta (DE3) (Novagen) uma linhagem derivada que permite baixos
niveis de expressdo em todas as células possibilitando o aumento de solubilidade e da
estabilidade da proteina de interesse. Permite a expressdo de proteinas que contém cddons
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA, raros em E. coli.

Assim uma nova tentativa de expressdo foi realizada utilizando-se o plasmideo
recombinante denominado pET28aDCRB que foi introduzido em bactérias de expressdo
Rosetta (DE3) e induzidas com IPTG a uma concentragdo final de 0,4 mM por 4 horas. As
analises realizadas através de SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) corado com azul de
Comassie revelam a superexpressdao da proteina DCRB com um tamanho aproximado de
13kDa conforme esperado. Além disso, os testes de solubilidade revelam que uma pequena

porc¢do da proteina resultante se encontrava na forma soluvel (Figura 21).
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Figura 20: Andlise da expressdo da proteina DCRB 2/3 em E.coli (BI121-DE3). SDS-PAGE
15%  mostrando teste de expressio e purificacio da proteina. (A): (1) marcador de massa
molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem inducao; (3) indugdo apos 4 horas; (4) eluato; (5-10)
inicio das elui¢des. (B) (1) marcador de peso molecular; (2-9) fragdes das elui¢des de 50 a 250 mM
de imidazol.
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Figura 21: Analise do teste de expressao e solubilidade da proteina DCRB na bactéria Rosetta

(DE3). (1) marcador de massa molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem inducdo ; (3) inducdo

apos 1 hora; (4) indugdo apds 2 horas; (5) indugdo apods 3 horas; (6) indugdo apds 4 horas; (7)

precipitado e (8) sobrenadante.

Apds a obten¢do de uma pequena fragdo da proteina DCRB na forma soluvel, o
sobrenadante foi submetido a uma cromatografia de afinidade utilizando-se a resina Ni-
NTA Superflow (Qiagen) como descrito em 3.8.1 e a proteina DCRB foi totalmente eluida
na concentracdo de 250mM de imidazol, porém com contaminantes (Figura 23A).

Segundo o manual do fabricante da resina, algumas alteragdes na composicao do
tampao de lavagem da coluna como, adi¢do de 10 a 20mM de imidazol, aumento da
concentracdo de sal acima de 200 mM, o acréscimo de detergente e etanol/glicerol podem
evitar a ligacdo de proteinas inespecificas a resina. Todas essas alteragdes foram realizadas
de acordo com as sugestdes recomendadas, entretanto ndo trouxeram modificagdo no
padrao de purificacdo.

Assim, tornou-se necessario mais um passo cromatografico para a purificacdo da

proteina estudada. Apds a obtencdo da fragdo solivel da DCRB proveniente de trés litros

de cultura e a passagem do sobrenadante na coluna de afinidade, as fragdes contendo a
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proteina DCRB e seus contaminantes, isto €, as eluidas em uma concentracdao de 250 mM
de imidazol foram dialisadas e concentradas até 500 ul e entdo aplicadas em uma coluna

Superose 12 de exclusdo molecular como descrito em 3.7.2 (Figura 22)
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Figura 22. Perfil cromatografico da elui¢io da DCRB na coluna Superosel2. A amostra da
fragdo mais pura da cromatografia de afinidade foi concentrada em Centricon 10 e aplicada na
coluna de exclusdo molecular.

A amostra correspondente ao pico de eluicdo foi concentrada até 0,2 mg/ml e
submetida a analise de CD na qual, apesar da pequena quantidade de proteina, pode-se
observar a formagao de bandas indicando a presenca de estruturas organizadas (Figura 24).

Esta amostra foi novamente concentrada e aplicada em um gel de poliacrilamida no
qual foi possivel observar a proteina DCRB totalmente purificada, porém em quantidade

muito pequena (Figura 23B).
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Figura 23: Analise da purificaciio da proteina DCRB. (A): Cromatografia de afinidade onde 1-
marcador de massa molecular; 2-sobrenadante; 3-precipitado; 4-8: eluicdo nas concentragdes de 75
mM (2), 100 mM (1), 100 mM(2), 250 (1) mM e 250 mM(2) de imidazol. (B): Cromatografia de
exclusdo molecular onde 1-marcador de peso molecular; 2- amostra ndo induzida, 3-apds 4 horas de
indugdo, 4-sobrenadante, S-precipitado e 6-amostra purificada.
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4.11 Analise comparativa dos espectros de CD da proteina DCRB

O dicroismo circular (CD) ¢ uma técnica utilizada para estimar a porcentagem dos
componentes da estrutura secundaria das proteinas que sdo as hélices o, folhas [, voltas 3
e seqiliéncias randomicas.

A espectrometria de CD baseia-se no desvio da luz circularmente polarizada
incidente em compostos quirais (ou assimétricos). Esta espectroscopia também ¢ conhecida
como quirdptica, pois o fenoméno s6 ocorre em compostos que tém esta propriedade. Em
proteinas os grupos assimétricos envolvem as ligagdes peptidicas, as cadeias laterais dos
aminoacidos e grupos prostéticos (Nakanish et al., 1994).

A luz circularmente polarizada desempenha um papel decisivo na espectroscopia de
dicroismo circular. Um feixe de luz circularmente polarizado consiste de dois feixes de
onda plana, linearmente polarizados, ortogonais entre si e fora de fase por 90°. A onda
polarizada linearmente pode ser decomposta em duas componentes individuais
circularmente polarizadas uma a esquerda e outra a direita.

Quando esta luz passa por uma substancia assimétrica (amostra) ela ¢ absorvida, e
cada componente (circular a direita e circular a esquerda) interage diferentemente devido a
absortividade intrinseca dos diferentes compostos. Assim, o dicroismo circular ¢ definido
como a diferenca entre a absor¢do das componentes polarizadas a esquerda e a direita.

Nos resultados apresentados na figura 24 podemos observar o espectro da proteina
DCRB desnaturada (pontilhado), obtido a partir das proteinas solubilizadas dos corpos de
inclusdo onde nenhuma banda referente a estrutura secundéria organizada € observada.
Ainda nesta figura, pode-se observar que o espectro renovelado (preto) adquiriu dois
minimos, embora suaves, caracteristicos de estrutura secundaria ordenada, em torno de 206

e 217 nm, podendo conter hélices alfa (Woody et al., 1994).
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Quando expressa na forma solivel (azul), o espectro resultante possui forma e
posicdes de minimos muito similares ao espectro da proteina renovelada. Este resultado
sugere que o processo de renovelamento utilizado foi efetivo para solubilizar e adquirir
proteinas estruturadas a partir dos corpos de inclusao.
Em vermelho vé-se o espectro da DCRB 2/3. Neste caso, verifica-se uma mudanca
conformacional no espectro de CD, traduzida pelo aumento no minimo proximo de 200nm,

sugerindo um aumento de estruturas randomicas (Woody et al., 1994).

Novas analises devem ser realizadas a fim de se obter maiores quantidades de
proteina purificada para que se possa realizar analises de estrutura secundaria de melhor

qualidade e a andlise da estrutura tridimensional que sdo muito importantes para a

defini¢do da fungdo das proteinas e suas possiveis utilizagdes.
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Figura 24: Espectros de CD. Proteina DCRB obtida na forma soluvel (azul), quando desnaturada
para posterior renovelamento (pontilhado), renovelada (preta) e deletada, DCRB 2/3 (vermelha). As
medidas foram realizadas em um espectropolarimetro J715 (Jasco Inc.), em cubetas cilindricas de
quartzo com 1 mm de caminho 6tico. Cada espectro ¢ resultante de em média 16 varreduras.
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4.12 Producio e titulacio de anticorpos policlonais

Conforme descrito em material e métodos, camundongos machos foram
imunizados com a proteina DCRB isolada de gel de poliacrilamida e apos 60 dias os soros
desses camundongos foram testados através de “Western Blot” no qual pode-se verificar o

reconhecimento da proteina DCRB superexpressa (Figura 25).

<« 13KDa

Figura 25: Anailise do reconhecimento da DCRB pelo antissoro contra esta proteina. (1)
controle negativo; (2 e 3) reconhecimento da proteina DCRB pelo anticorpo produzido.

A titulacdo desse anticorpo foi realizada através do teste de ELISA e a leitura foi
realizada em espectofotometro a 490 nm e os resultados sdo demonstrados na Tabela 4.

Esses resultados indicam que o titulo do anticorpo produzido contra a DCRB ¢ de
1:64.000 o que ¢ bastante elevado.

A producdo desse anticorpo foi muito importante visto que ele pode ser utilizado
em estudos posteriores para a monitoragdo da expressao da proteina DCRB em células de
mamiferos e ainda poderd ser utilizado em futuros experimentos como ensaios de

imunoprecipitagdo e de localizagdo subcelular utilizando-se o fracionamento celular.
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Tabela 4: Valores correspondentes a leitura da placa de titulacdo

Amostras Concentraciao ABS (490 nm)

Controle 1:50 0
Cl 1:50 0.095
C2 1:100 0.096
C3 1:500 0.091
C4 1:1000 0.085
C5 1:2000 0.077
C6 1:4000 0.059
C7 1:8000 0.055
C8 1:16000 0.032
C9 1:32000 0.009
C10 1:64000 0.002
Cll1 1:96000 -0.012
Cl12 1:128000 -0.013
C13 1:192000 -0.017
Cl4 1:256000 -0.017
Cl15 1:512000 -0.027

Os resultados da titulacdo também podem ser observados através da intensidade da

cor em cada pogo da placa (Figura 26).

cCO C1 C2 C3 Cc4 C5 C6 C7 C&8 (€9 Cl0 Cl1 CI12 C13 Cl4 Ci15

OPOOOVOOLOL LK

Figura 26: Visualizacdo da coloracio observada no teste de titulacio do anticorpo contra a
DCRB. No pogo C10 observa-se a dilui¢do 1:64.000.
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4.13 Expressao da DCRB em células de mamiferos

Células de mamiferos sdo freqiientemente os melhores hospedeiros para a
expressdo de proteinas recombinantes de vertebrados. Isso se deve ao fato do sistema de
expressdo em células de mamiferos produzir as mesmas modificacdes pos-traducionais e
reconhecer 0os mesmos sinais para a sintese, processamento e secrecdo utilizados nos
organismos do qual a seqiiéncia foi originalmente derivada (QIAexpressionist, 2003).

Existem dois tipos de expressdo em células de mamiferos: o primeiro € o chamado
transiente, no qual ocorre a expressdo da proteina de interesse de 1 a 4 dias apos a
transfeccdo e o segundo ¢ a expressdo estavel no qual ocorre a integragdo do gene de
interesse a0 DNA cromossdmico.

Existe uma grande variedade de vetores disponiveis comercialmente para a
realizagdo da expressdo de proteinas em células de mamiferos que possuem um promotor
forte para o inicio da transcri¢do, sinais para o processamento do RNAm como seqiiéncias
de clivagem e poliadenilagdo, marcadores para selecdo em células de mamiferos quando a
expressdo ¢ estavel e também uma seqiiéncia que permite a propagacdo em células
bacterianas (QIAexpressionist, 2003).

Devido as dificuldades de expressar em E. coli a DCRB na forma soluvel, fizemos
uma tentativa de expressdo desta proteina em células de mamiferos denominadas COS-7
(“SV African Green Monkey Kidney”). Apds a transfec¢do com o plasmideo
pcDNA3DCRB e selecdo do clone recombinante, as células COS-7 foram mantidas em
meio seletivo até que tivesse uma quantidade suficiente para que pudessemos analisar a
expressdo e solubilidade da proteina DCRB. Apds a separagdo do sobrenadante e do
precipitado, o sobrenadante foi dialisado durante a noite e entdo submetido a uma

cromatografia de afinidade utilizando uma resina de niquel com descrito em 3.8.1.



89

A DCRB expressa em células COS-7 foi submetida a confirmagdo pela analise de
“western blot” utilizando-se o anticorpo contra a DCRB produzido neste trabalho (como

descrito na sec¢do 4.12). Os resultados podem ser observados na figura 27.

<—— DCRB

Figura 27: Analise por “western blot” da expressiao e purificacio da DCRB em células de
mamiferos COS-7. (1) células COS-7 ndo transfectadas, (2) sobrenadante, (3) precipitado e (4)
eluato.

Através dessas analises verifica-se que a DCRB ¢ expressa em células COS-7 nao
transfectadas (Figura 27). Este resultado torna-se especialmente importante, pois confirma
a existéncia da proteina DCRB demonstrando mais uma vez que as conclusdes de Toyoda
et al. (2002) estdo equivocadas.

Uma pequena fracao na forma soltivel da proteina DCRB foi detectada nas células
COS-7 transfectadas, entretanto a maioria da proteina expressa ainda permaneceu no
precipitado (Figura 27). Segundo Geisse et al. (1996) o sucesso do sistema eucarioto varia
dependendo da natureza da proteina a ser expressa e a sensibilidade desta a degradacdo
proteolitica. O segundo evento pode ter ocorrido com a DCRB que, ap6s ser degradada foi

precipitada o que fez com que fosse detectada em maior parte na fragao insoluvel.
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Apesar da deteccao da proteina DCRB na forma soluvel, a quantidade observada ¢
muito pequena e, quando submetida a cromatografia de afinidade, parte da proteina de
interesse nao se ligou a resina e parte foi diluida e ndo detectada pelo anticorpo.

Um grande numero de células transfectadas é necessario para a produgdo da
proteina recombinante seja feita em quantidade significativa o que torna este método

bastante demorado € caro.

4.14 Amplificacio, clonagem e expressio de cinco ORFs do cromossomo21

Das nove ORFs do cromossomo 21 localizadas na regido critica da Sindrome de
Down selecionadas e submetidas a reagdo de PCR utilizando-se como molde uma
biblioteca de cérebro fetal humano e um painel de cDNA de varios tecidos humanos, em
cinco pode-se observar, através da andlise em gel de agarose 1-1,5%, uma banda de
amplificacdo com os respectivos tamanhos esperados, sendo elas as c21lorf 45 (701 pb),
c2lorf 59 (872 pb), c2lorf 83-2 (536 pb), c2lorf 95 (464 pb) e c2lorf 101 (377 pb). Nas
demais ORFs (c21orfl18; c21orf63; c210rf83-1 ¢ c210rf102) ndo foram observadas bandas
de amplificacao.

Apo6s a amplificagdo as ORFs foram clonadas (pBSIIKS) e subclonadas (pET28a)
como descrito anteriormente. Em seguida foram realizados testes de expressdo em células
de E. coli, nos quais se verificou bandas de expressdo significativa das proteinas
codificadas pelas ORFs c2lorf 45 e c2lorf 83-2 com aproximadamente 26 e 20 kDa
respectivamente (Figura 28 e 29). As demais ORFs denominadas c21orf59, c21orf95 e
c21orf101 néo revelaram nenhuma banda de expressao protéica.

A auséncia de bandas de expressdo pode ser decorrente de toxicidade ou
instabilidade da proteina, do processamento inadequado, traducdo ineficiente ou entdo a

necessidade de modificacdes pos-traducionais (veja se¢do 4.15) (QIAexpressionist, 2003).
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De posse das proteinas expressas, realizou-se entdo os testes de solubilidade no
qual se verificou que tanto a c2lorf 45 quanto a c21orf 83-2 estdo insoluveis. (Figura 28 e
29 respectivamente). Uma pequena quantidade de proteina soluvel foi detectada quando a

c2lorfd5 e a c21orf59 foram expressas na cepa Rosetta (DE3) (dados ndo mostrados).

1 2 3 4 5 6 7 8

50 kDa

20 kDa - - 3

Figura 28: Analise da expressio da ORF4S5 em E.coli BL21(DE3). SDS-Page 15% mostrando
teste de expressio e solubilidade da proteina ORF 45. (1) marcador de massa molecular; (2)
proteinas totais bacterianas, sem indug¢do; (3) inducdo apds 1 hora; (4) indugdo apods 2 horas; (5)
apos 3 horas; (6) indugdo ap6s 4 horas (7) sobrenadante e (8) precipitado
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50 kDa

20 kDa +— 20kDa

Figura 29: Anidlise da expressio da ORF 83-2 em E.coli BL21(DE3). SDS-PAGE 15%
mostrando teste de expressdo e solubilidade da proteina ORF 83-2. (1) marcador de massa
molecular; (2) proteinas totais bacterianas, sem indugdo; (3) induc@o ap6s 1 hora; (4) indugdo apds 2
horas; (5) apds 3 horas; (6) sobrenadante e (7) precipitado.

4.15 Expressio e solubilidade das proteinas heterologas em E. coli

Atualmente existem varios sistemas de expressdao de proteinas recombinantes como
em bactérias, leveduras, insetos, plantas e células de mamiferos. O sistema bacteriano
continua sendo o mais utilizado principalmente devido aos elevados niveis de expressao,
baixo custo e a possibilidade de resultados positivos em um curto periodo de tempo, porém
ndo possui a maquinaria enzimatica para realizar as modifica¢cdes pos-traducionais o que
pode inviabilizar a expressdo de algumas proteinas.

A escolha do sistema de expressdo mais adequado depende de alguns fatores como
a necessidade de grandes quantidades de proteina, a necessidade de processamento pos-

traducional, a facilidade de purificacdo e a toxicidade da proteina alvo para a célula
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hospedeira, entretanto esta tarefa tem sido bastante facilitada j& que hoje existe uma
variedade muito grande de vetores disponiveis comercialmente.

A produgdo de proteinas heterdlogas depende da clonagem do gene, da indugdo da
expressdo e da purificagdo da proteina de interesse. A clonagem de genes ¢ um
procedimento bastante simples e atualmente realizado com bastante sucesso. Porém, a
expressdo desses genes depende de varios fatores e deve ser otimizada de acordo com a
proteina estudada, ja que cada uma delas possui propriedades fisicas e quimicas
particulares (Braun et al., 2002).

Em alguns casos, ndo ha a expressdo da proteina de interesse como o que ocorreu
no presente trabalho para a DCRB quando foram usados os plasmideos pBADTOPO e
pCXTOPO e para as ORFs c2lorf59, c21orf95 e c2lorfl01 quando foi utilizado o
plasmideo pET28a.

A primeira analise a ser realizada ¢ o sequenciamento dos vetores para a
verificacdo da integridade dos genes, isto €, auséncia de mutagdo e a jungdo vetor-inserto
em fase de leitura o que poderia impossibilitar a expressdo génica. Essa hipotese foi
descartada por nds visto que através do sequenciamento verificou-se o sucesso das
clonagens.

Segundo Hannig e Makrides (1998) outros fatores podem comprometer a produgao
de proteinas heterologas entre eles a rapida degradacio do RNAm devido a sua
instabilidade e a presenga de codons que sdo raros em bactérias e que frequentemente estao
presentes em genes heterdlogos. Além disso, a toxicidade da proteina para a célula
hospedeira, a instabilidade da proteina, a perda do plasmideo durante o crescimento da
bactéria, o processamento improprio ou modificagdes pos-traducionais e tradugio

ineficiente sdo fatores que também devem ser considerados (QIAexpressionist, 2003).
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Entre os fatores descritos acima, os mais comuns sido a toxicidade e/ou a
instabilidade da proteina e a perda do plasmideo durante o crescimento da bactéria. A
toxicidade da proteina para o hospedeiro pode ser avaliada através da comparacgdo entre a
eficiéncia de transformag@o das bactérias pelos plasmideos controle e que possuem o gene
de interesse. Desse modo, a eficiéncia de transformacdo observada utilizando-se o
plasmideo controle ¢ bem maior do que com o plasmideo recombinante o que ndo foi
observado em nossos experimentos. Assim, a ausé€ncia de expressdo das proteinas
estudadas neste trabalho se deu por outros motivos que segundo Wang et al. (2003) podem
ndo ser Obvios.

A auséncia de expressdo da DCRB quando utilizados os vetores pPBADTOPO e
pCXTOPO também pode ser justificada respectivamente pela presenga de um promotor
fraco e pela utilizagdo de outro hospedeiro (Caulobacter) que néo E. coli.

Porém, a expressdo da DCRB foi realizada com sucesso quando esta foi clonada
nos vetores pET28a, pET37b e pTYB2. O mesmo foi observado para as ORFs c21orf45 e
c21orf83-2 quando clonadas no pET28a porém, quando submetidas ao teste de
solubilidade, todas elas apresentaram-se insoluveis.

Segundo Sati et al. (2002) a solubilidade de proteinas ndo ligantes de membrana ¢
um complexo fendmeno bioquimico, e geralmente ¢ considerado que estas proteinas
quando enoveladas adequadamente sdo razoavelmente soliiveis em solugdes aquosas.

Entre as proteinas estudadas neste trabalho, nenhuma delas possui predicdo de
localizagdo em membrana (veja secdo 4.16), entretanto quando expressas em sistema
procarioto, em todas elas foram observados agregados protéicos insoluveis denominados
corpos de inclusdo. Isto ocorre devido ao mau enovelamento das proteinas superexpressas.

O sistema de expressao utilizando o vetor da linha pET (Novagen), especialmente o

pET28a, foi escolhido devido a algumas caracteristicas tais como: fusdo com seqiiéncia
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codificadora da His-Tag que facilita a purificacdo da proteina expressa e de sitios de
clivagem para protease como a trombina. Além disso, para estudos iniciais de estrutura da
proteina, ndo € necessario a retirada da pequena cauda de histidinas que interfere pouco nas
analises preliminares de estrutura e fung@o de proteinas, mas pode interferir na atividade da
proteina se ela for uma enzima (Aratjo et al., 2000).

Cada proteina € expressa em uma condicdo especifica sendo que esta deve ser
descoberta de modo empirico. Assim, tentou-se a expressdo da proteina DCRB na forma
soluvel em varios vetores, cada um com uma caracteristica particular.

Dentre eles o pET37b que possui uma seqiiéncia que direciona a proteina alvo para
0 espago periplasmatico; que seria um ambiente que favorece o correto enovelamento de
proteinas que contém residuos de cisteina como a DCRB que possui trés aminoacidos deste
tipo (Murby et al., 1996 e Jonasson et al., 2002) ou o vetor pCX-TOPO que possui a
proteina de fusfo RsaA que é secretada para o meio de cultura em forma de agregados
protéicos e facilmente purificada através de filtracdo. J& o vetor pPBADTOPO possui um
promotor fraco e consequentemente uma expressdo fraca que poderia interferir na
solubilidade da proteina em questdo (Stevens, 2000).

Outra estratégia utilizada foi a expressdo da DCRB utilizando-se o vetor pTYB2
que possui a proteina de fusdo denominada inteina que além de solivel possui afinidade
por CBD ¢ o poder de autoclivagem na presen¢a de determinados compostos o que facilita
muito os passos de purificagdo da proteina de interesse. Segundo Davis et al. (1999),
proteinas que sdo altamente expressas € em condigdes soluveis podem ser usadas como
parceiras na expressdo de proteinas inicialmente insoliiveis proporcionando o aumento da
solubilidade da proteina alvo.

Porém, em nossos estudos as proteinas superexpressas estdo na forma insoluvel em

todas as condicdes testadas, o que ¢ muito comum acontecer em proteinas heterdlogas
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expressas em procariotos. Estimativas realizadas para genes humanos expressos em E. coli
indicam que apenas de 15-20% das proteinas sdo soluveis, 20-40% formam corpos de
inclusdo e o restante ndo tem expressdo significativa ou sdo degradados (Fernandez e
Hoeffler, 1998, Stevens, 2000).

Considerando que a obten¢do de proteina na forma nativa € o primeiro passo para
estudos estruturais, varias estratégias tem sido utilizadas para que as proteinas
recombinantes sejam expressas na forma soluvel.

Uma das alternativas para expressar proteinas soliiveis € a fusdo da proteina de
interesse com outras proteinas ja expressas em E. coli. As mais usadas sdo a GST
(Schistosoma japonicum glutathione S-transferase) (Smith e Johnson, 1988, in Davis et al.,
1999), MBP (E. coli maltose-binding protein) (di Guan et al., 1988, in Davis et al., 1999) e
Tiorredoxina (E. coli thioredoxin) (LaVallie et al., 1993, in Davis et al., 1999). A GST ¢
MBP foram escolhidas pelos autores porque combinam altos niveis de expressdo com
facilidade de purificacdo enquanto a tiorredoxina aumenta o nivel de expressdo de
proteinas na forma soluvel.

Davis et al. (1999), usando um modelo estatistico de solubilidade de proteinas em
E. coli selecionaram trés proteinas, NusA, GrpE e BFR e verificaram que a producao de
proteinas insoluveis em fusdo com a NusA pode ser vantajosa, ndo so pelas caracteristicas
de solubilizagdo da NusA devido a sua composi¢do de aminoacidos, como seu alto nivel de
expressao.

Segundo Hammarstrom et al. (2002) apesar da utilizagdo de proteinas parceiras ser
uma estratégia reconhecidamente eficiente no aumento da solubilidade de proteinas
heter6logas ainda ndo ha um estudo comparativo dos efeitos das diferentes proteinas de
fusdo o que contribui para que a parceira mais adequada seja encontrada de modo

empirico.
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Outra alternativa utilizada para a produg@o de proteinas na forma solivel € a co-
expressdo com proteinas que tornem a proteina quimérica solivel. Neste sentido,
Yasukawa et al. (1995) examinaram o efeito da co-expressao de tiorredoxina (Trx) de E.
coli e chaperonina GroESL de E. coli em oito proteinas de vertebrados e concluiram que a
solubilidade de todas as oito foi aumentada em co-expressdo com a tioredoxina (Trx)
enquanto que quando co-expressas com a chaperonina GroESL aumentou a solubilidade de
apenas quatro das oito proteinas estudadas. As proteinas Trx e GroESL estdo relacionadas
ao enovelamento correto e consequentemente na solubilidade das proteinas.

Considerando as vantagens mencionadas anteriormente e as dificuldades de
aumentar a solubilidade de uma das proteinas estudadas neste trabalho, a DCRB foi co-
expressa com a GroESL e os testes de solubilidade revelam que uma pequena parte da
proteina resultante se encontra na forma soluvel, entretanto em quantidades insuficientes
para a purificacdo da DCRB nativa, tornando inviavel a producdo da proteina de interesse
através da co-expressdo com esta chaperonina.

Outros fatores também podem influenciar a solubilidade das proteinas como os
vetores e hospedeiros utilizados, a concentragdo do indutor, a temperatura em que a
indugdo ¢ realizada e¢ a velocidade de crescimento da bactéria. Essas variaveis foram
testadas em nosso trabalho, porém nao houve alteracdo em relagcdo a solubilidade das
proteinas estudadas.

Uma pequena alteracdo na solubilidade da DCRB foi observada quando esta
proteina foi expressa na cepa denominada Rosetta (DE3) (Novagen) uma linhagem
derivada que permite baixos niveis de expressdo em todas as células possibilitando o
aumento de solubilidade e da estabilidade da proteina de interesse. Além disso, permite a
expressdo de proteinas que contém codons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA,

raramente codificados em E. coli.
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Outra caracteristica que influencia na solubilidade das proteinas ¢ a sua composicao
de aminoacidos. Segundo o modelo estatistico de Wilkinson-Harrison, cinco pardmetros
baseados nos aminoacidos foram relacionados com a formagdo de corpos de inclusdo.
Entretanto, tem sido discutido que apenas dois pardmetros sdo criticos na distingdo de
expressdo de proteinas soliveis ou insoliveis. Esses parametros seriam a média
aproximada de cargas que leva em conta as diferencas no numero de residuos de acido
aspartico mais acido glutdmico versus lisina mais arginina comparado ao niimero total de
residuos de asparagina, glicina, prolina e serina (Davis et al., 1999).

Analises da predi¢ao da solubilidade, que leva em consideragdo a relagdo entre os
aminoacidos presentes na seqiiéncia de proteinas expressas em E. coli, revelaram que a
DCRB tem uma probabilidade de 89% de ser insoluvel, predi¢do que foi confirmada em
todas as analises realizadas neste trabalho. A mesma predigdo foi realizada para a proteina
DCRB 2/3 e como resultado obtivemos que a probabilidade desta proteina ser soltivel é de
68% o que foi verificado experimentalmente.

Por outro lado, quando realizamos a mutacdo sitio dirigida substituindo uma
cisteina por uma valina o que diminui a probabilidade de formagdo de pontes de sulfeto de
maneira erronea e consequentemente a precipitagdo da proteina expressa, verificou-se que
a proteina continua na forma de corpos de inclusao.

Assim, podemos sugerir que o fator determinante para a insolubilidade da proteina
DCRB expressa em E. coli ¢ a composi¢cdo de aminoacidos da proteina estudada. Estas
mesmas andlises foram realizadas para as orfs expressas neste trabalho e indicam que tanto
a ORF45 como a ORF83-2 sdo insoluveis com uma probabilidade de 96% e 92 %

respectivamente.



99

Essas observacdes demonstram que a composicdo de aminoacidos das proteinas
estudadas ¢ de fundamental importancia para o sucesso da expressdo e solubilidade em E.

coli.

4.16 Localizacao subcelular das proteinas estudadas neste trabalho

Nos ultimos 10 anos, a GFP (Green Fluorescent Protein) tem sido usada com
sucesso como marcador da expressdo génica e processos intracelulares em organismos que
vao desde bactérias a ratos transgénicos. Entre as aplicagdes que tem obtido mais sucesso
esta o uso da GFP para monitorar a dinamica da localiza¢do de proteinas e o destino de
proteinas fusionadas na vida celular e em organismos como um todo (Sambrook e Russell,
2001).

A localizagdo celular ¢ uma ferramenta muito importante para inferir na fungéo das
proteinas e isso se torna especialmente importante para proteinas como a DCRB e as
codificadas pelas ORFs aqui estudadas visto que ndo hd muitas informagdes a respeito
dessas proteinas.

Assim, foram realizadas predi¢des de localiza¢do dessas proteinas utilizando um
programa de computador denominado Predict NLS

(http://maple.bioc.columbia.edu/predictNLS/) que verifica a ocorréncia de sinais de

localizag@o nuclear (NLS), que enviam a proteina sintetizada no citoplasma para o nucleo
via NPC (complexo do poro nuclear) ou outras seqiiéncias de sinalizag@o para organelas e

também os programas PSORT II (http:/psort.nibb.ac.jp/form2.html) e TargetP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) que fazem a predi¢do de localizagdo celular de

proteinas.
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As proteinas estudadas no presente trabalho variam de 10 a 32 KDa sendo que
todas possuem equivalentes proporcdes de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos exceto
as orfs c21orf83-2 e c21orf95.

Os algoritmos de predicdo de localizagdo celular de proteinas utilizam basicamente
os seguintes métodos: (1) busca de sinais de enderecamento para locais especificos da
célula como o NLS, (2) comparacdo da seqiiéncia de aminoacidos da proteina alvo com
outras proteinas de localizagdo previamente conhecida e (3) a relagdo existente entre a
composi¢do total de aminoacidos da proteina e a localizacdo subcelular (Andrade et al.,
1998).

Segundo Cedano et al. (1997), proteinas nucleares sdo geralmente pobres em
residuos de aminoacidos hidrofobicos e ricas em residuos com carga. Além disso, elas
possuem grande quantidade de serina, treonina, prolina, asparagina e glutamina. J4, nas
proteinas citoplasmaticas existe um balango entre residuos de aminoacidos basicos e acidos
(Andrade et al., 1998).

Quanto a composi¢do de aminoacidos as proteinas DCRB, c21orf45, c21orf59 e
c2lorfl101 possuem um equilibrio em relacdo a quantidade de aminoacidos hidrofobicos e
hidrofilicos. Porém, nas proteinas c21orf83-2 e c2lorf95 a maioria dos aminoacidos sio
hidrofobicos, 60% e 62% respectivamente (Tabela 5).

A similaridade entre propor¢des de aminodcidos hidrofobicos e hidrofilicos € uma
caracteristica que aumenta a possibilidade de erro na predicdo de localizacdo celular
(Cedano et al., 1997).

De acordo com PSORT II, DCRB tem uma probabilidade de 52% de ser nuclear,
c2lorf45 tem igual probabilidade de ser nuclear ou citoplasmatica (39%) e c210rf59 possui
61% de probabilidade de ser citoplasmatica. J4 as orfs c21orf95 e c210rf101 possuem 61%

e 35% de probabilidade de ser nuclear, respectivamente. Entre as proteinas estudadas,
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somente a c2lorf83-2 apresentou maior probabilidade de ter a sua localizagdo em uma
organela especifica do compartimento celular com uma probabilidade de 39% de ser
mitocondrial. Embora, quatro das proteinas analisadas tenham sua predicdo de localizagao
nuclear, apenas para a c2lorfl01 foi predito um sinal do tipo KKRKK no c-terminal
quando essas seqiiéncias foram analisadas pelo PredictNLS.

Analisando a seqiiéncia de aminoacidos da proteina DCRB observa-se uma
predicdo de localizagdo nuclear com 52% de probabilidade, porém ndo foi previsto um
NLS classico. Dados experimentais demonstram que a proteina GFP-DCRB foi distribuida
no citoplasma em todas as células testadas (Figura 30). A detec¢do da DCRB
preferencialmente no citoplasma nos levou a procurar um sinal de exportagdo nuclear
(NES) ou um mecanismo de retengdo citoplasmatica. Andlises da composicdo de
aminoacidos da DCRB indica um possivel sinal de NES (xxxLxxxLxx) localizado entre os
aminoacidos 55 e 65. Entretanto, a localizagdo subcelular das formas truncadas da DCRB
mostraram o mesmo padrdo de distribuicdo GFP-DCRB, sugerindo que estes 9
aminoacidos ndo atuam como um NES funcional (Figura 31). Entretanto, o alinhamento
desta seqiiéncia usando o NCBI BLAST revelou similaridade com uma regido da Drebrina
(mimero de acesso 1610233A), que é uma proteina citoplasmatica relacionada a
neurodegeneracdo e presente em portadores da Sindrome de Down e Mal de Alzheimer

(Shim and Lubec, 2002).
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Em anexo
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Figura 30: Analise da localizaciio intracelular da proteina DCRB. Imagens obtidas por
microscopia confocal evidenciando a expressdo de pPEGFP-CI1 (A, B, C) e pPEGFP-DCRB (D, E, F)
nas linhagens CHO-1 (A e D); COS-7 (B e E) e HEK293 (C e F).

Células CHO-1, COS-7 e HEK 293 foram transfectadas com o plasmideo pEGFP-
Cl1, onde pode-se observar que a GFP se distribuiu uniformemente por toda a célula
(Figura 30A,B, C e 32A).

A observagao da localizacdo da proteina GFP-ORF45 no citoplasma de todas as
linhagens de células analisadas confirmam os resultados apresentados pelos programas de
predicdo de sinal de localizagdo nuclear (PredictNLS) e analise de predi¢do de localizagdo
subcelular de proteinas (PSORT II) (Figura 32). A seqiiéncia de aminoacidos da c21orf45

apresenta 96% de similaridade com a proteina FAPP1. Esta proteina possui um dominio



104

“pleckstrin homology” (PH) que pode estar envolvido com interagdes proteina-proteina
que ocorrem na sinalizacdo celular. A proteina FAPP1 poderia estar participando deste
evento possivelmente como uma molécula adaptadora (Dowler et al., 2000). Formas
mutantes de proteinas com dominio PH estdo relacionadas a céancer e desordens
relacionadas ao desenvolvimento (Shaw, 1996).

Nenhuma das pesquisas realizadas pelo Blast detectou qualquer similaridade com
proteinas conhecidas ou presenga de dominio conservado para as proteinas c2lorf59 e
c21orf83-2. As predigdes “in silico” para a proteina c21orf83-2 indicam uma localizacao
mitocondrial e citoplasmatica respectivamente com 39% e 22% de probabilidade (Tabela
5), porém dados experimentais demonstram que GFP-ORF83-2 ndo ¢ uma proteina
mitocondrial e sim preferencialmente citoplasmatica em todas as linhagens de células
estudadas (Figura 32). O mesmo padrio foi observado para a fusdo GFP-ORF59
confirmando a predi¢do de localizagdo realizada pelo algoritmo PSORT II com 61% de
probabilidade e auséncia de NLS tipico (Figura 32).

Chatterjee e Fischer (2000), verificaram que residuos de leucina sdo chaves para a
localizagdo citoplasmatica das proteinas RGS4 e RGS16 estudadas por eles. Na proteina
DCRB esses aminoacidos representam 11% da seqiiéncia total, na c21orf45 sdo 13% e na
ORF83-2 sdo 9%, o que poderia estar contribuindo para localizagdo citoplasmatica dessas

proteinas.
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Figura 31: Analise da localizaciio intracelular da proteina DCRB e das suas formas truncadas.
Imagens obtidas por microscopia de epifluorescéncia convencional evidenciando a localizagdo
intracelular das formas estudadas na linhagem celular denominada COS-7. (A e B) pEGFPDCRB;
(C e D) pEGFPDCRB-primeira parte e (E e F) pPEGFPDCRB-segunda parte. As imagens B, D e F
sdo da coloragdo com DAPI, evidenciado a integridade da membrana nuclear.
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Figura 32: Analise da localizacdo intracelular das proteinas estudadas. Visualizacdo por
microsopia confocal de células COS-7 transfectadas com pEGFP-C1(A), GFP-ORF45 (B), GFP-
ORF83-2 (C), GFP-ORF59 (D), GFP-ORF 95 (E) e GFP-ORF101 (F).

A c2lorf95 possui 100% identidade com a proteina CYYRI uma proteina que
possui um dominio central rico em cisteina e tirosina o qual ¢ altamente conservado entre
os vertebrados desde os peixes até humanos, apresenta 81% de identidade com o ortélogo
CYYRI de rato e pode estar relacionada a tumores do sistema neuroenddcrino (Vitale et
al., 2002). Todas as proteinas desta familia sdo preditas conter um provavel dominio
transmembrana, juntamente com um peptideo sinal sugerindo uma possivel localizag@o na
membrana celular, entretanto, em nossas analises, a GFP-ORF95 revela uma localizagdo
preferencialmente nuclear em todas as linhagens de células estudadas confirmando a
predi¢do de localizag@o nuclear de 61% de probabilidade, porém sem a presenca de um

NLS tipico (Figura 32). Além disso, a c21orf95 possui uma predominéancia de aminoacidos
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prolina (13%) e 10% de aminoacidos bésicos em sua seqiiéncia que sdo caracteristicas
comuns em proteinas nucleares (Cedano et al., 1997 e Andrade et al., 1998).

A seqiiéncia de aminoacidos da c21orfl01 revelou um sinal de localizagdo nuclear
do tipo KKRKK (aminoacidos 121 a 125) no c-terminal quando analisada pelo algoritmo
PredictNLS. A mesma predigdo foi feita pelo PSORT II embora com uma probabilidade de
apenas 35%. Os resultados foram confirmados através da andlise de células
transientemente transfectadas com GFP-ORF101 que apresentaram uma localizacdo
preferencialmente nuclear em todas as linhagens estudadas confirmando a predi¢do de
localizagdo celular (Figura 32).

A proteina c21orfl01 apresenta um dominio conservado de proteina ribossdmica
mitocondrial (MRP) e 100% de identidade com a proteina ribossomica mitocondrial S6
(MRPS6). Todas as MRPs de mamiferos sdo codificadas por genes nucleares, sintetizadas
por ribossomos no citoplasma e importadas para as mitocondrias (Kenmochi et al., 2001)
entretanto este padrdo nao foi verificado em nosso trabalho.

Os dados a respeito da localizacdo subcelular de proteinas que ndo possuem
qualquer dominio conservado ou similaridade com proteinas conhecidas sdo muito
importantes e servirdo de base para experimentos futuros ja que sdo as primeiras
informacdes a respeito dessas proteinas. Considerando a escassez de informagdes a
respeito da fun¢do das proteinas potencialmente relacionadas a Sindrome de Down, o
presente trabalho vem contribuir com analises da expressdo, purificagdo e as localizacdes
subcelulares de proteinas localizadas na DSCR bem como sugerir as fungdes dessas
proteinas com base na presenca de dominios conservados presentes em proteinas com
fungdes ja descritas. Assim, ¢ provavel que estas proteinas estejam relacionadas ao

transporte e sinalizacdo celular, desenvolvimento de tumores, problemas cardiacos, Mal de
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Alzheimer e doencas neuronais que sdo as principais caracteristicas presentes em

portadores da Sindrome de Down.



109

CONCLUSOES

As ORF DCRB, c21lorf45, c21orf59, c210rf83-2, c210rf95 e c2lorfl01 foram
isoladas com sucesso.

O gene DCRB de Homo sapiens possui a mesma organizagdo gendmica que a
de Pan troglodytes.

O gene DCRB possui similaridade com varios ESTs humanos depositados em
banco de dados.

Além da expressdo em placenta, a expressdo da DCRB também foi detectada
em linhagens de células tumorais de pulmao e melanoma.

Dentre as proteinas analisadas apenas a DCRB, a c2lorf45 e a c21orf83-2
foram expressas na forma solivel quando utilizou-se a cepa Rosetta (DE3),
porém em quantidades muito pequenas.

Baseado nas andlises de delecdo e mutacdo sitio dirigida, pode-se concluir que
a insolubilidade da proteina DCRB provavelmente ¢ devido a sua composicao
de aminoacidos e ndo decorrente de formagdo de pontes dissulfeto entre as
cadeias polipeptidicas.

O renovelamento da proteina DCRB foi realizado de forma satisfatoéria.

A producdo do antissoro da DCRB foi obtida com sucesso, reconhecendo a
proteina recombinante bem como a proteina endégena em células COS-7.

As proteinas DCRB, c2lorfd5, c21orf59 e c21orf83-2 sdo citoplasmaticas

enquanto que a c21orf95 e a c21o0rf101 sdo predominantemente nucleares.
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ANEXO
Tabela 5: Analises in silico e in vivo das nroteinas estudadas

Proteina/ NCBI Residuos de Residuos de Predominancia de | Predict NLS TargetP

Numero de | Blast Aminoacidos | Aminoacidos |residuos de

Aminoacidos hidrofobicos | hidrofilicos Aminoacidos

(%) (%) (%)

DCRB 47% identidade com Drebrina | 49% 51% Serina (14%) Ausente 68% outr

(118) Leucina (11%) 24% secr
Prolina (10%) 9% mito

c2lorf 45 96% identidade com FAPP1 47% 53% Serina (13%) Ausente 70% outr

(233) Ac. glutamico (13%) 32% mito
Leucina (13%) 4,5% secr

c2lorf 59 Ausente 47% 53% Ac. glutdmico (11%) | Ausente 87% outr

(290) Lisina (10%) 13% mito
Alanina (7%) 6% secr

c2lorf 83-2 Ausente 60% 40% Serina (11%) Ausente 31% outrc

(178) Alanina (9%) 57% mito
Leucina (9%) 8,3% secr
Prolina (8%)

c2lorf 95 100% identidade com CYYR1 |62% 38% Prolina (13%) Ausente 7% outro

(154) Glicina (9%) 3% mito
Alanina (8%) 95% secr
Isoleucina (8%)

c2lorf 101 Dominio MRP e 49,6% 50,4% Leucina (11%) KKRKK 68% outr

125) 100% identidadecom MRPS6 Alanina (10%) C-terminal 14% mito
Arginina (8%) 19% secr

Ac. glutamico (8%)







