Fabiana Andrade Caetano

Estudo dos ligantes da proteina prion celular com énfase
em stress inducible protein 1. modificacdo p6s-
traducional, trafego e sinalizacao.

Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Medicina
Pos-Graduacao em Farmacologia Bioquimica e Molecular
2010



Fabiana Andrade Caetano

Estudo dos ligantes da proteina prion celular com énfase
em stress inducible protein 1. modificac&o po6s-
traducional, trafego e sinalizagéo.

Tese submetida ao programa de Pés-Graduacédo
em Farmacologia Bioquimica e Molecular da
Faculadade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito parcial
da obtencao do grau de Doutor em Ciéncias.

Orientador: Marco Antdnio Maximo Prado
Co-Orientador: Vania Ferreira Prado

Belo Horizonte
Setembro 2010



“Com sabedoria se constréi a casa, e com discernimento se consolida.
Pelo conhecimento os seus comodos se enchem do que € precioso e
agradavel. O homem sabio é poderoso, e quem tem conhecimento
aumenta a sua forga”. Provérbios 24:4-5



Dedico esta tese...

A minha familia, que com muito amor e sacrificio contribuiu para que
este sonho se tornasse uma realidade.



Agradecimentos

Em primeirissimo lugar eu agradeco a Deus, que sempre faz “infinitamente mais do
que pedimos ou pensamos”.

Ao meu orientador Marcao, que realmente me guiou nestes 5 anos de pesquisa,
acompanhando ativamente cada projeto e me incentivando a fazer sempre o melhor
trabalho. Marcéo, vocé tem sido muito importante para o meu crescimento cientifico.
Muito obrigada por tudo!

A minha co-orientadora Vania, que sempre foi tdo prestativa comigo. Muito obrigada
por todo ensinamento e pela sua dedicacéo.

Aos professores Marcus Vinicius e Luiz Armando que estdo sempre prontos pra
resolver qualquer problema.

A Sonia por toda ajuda com as papeladas do curso.

A Dra. Vilma Martins, uma simpatia de pessoa, que € uma inspiracao cientifica e
pessoal pra mim. Muito obrigada pelos conselhos e milhdes de cartas de
recomendagao!

A todo o pessoal do Instituto Ludwig: Marilene, Glaucia, Camila, Cleiton, Michelle,
Nicolle, Tiago, que contribuiram muito para esse trabalho.

A todo o pessoal do neurofar: Luciene, Alessandra, Célio, Braulio, Lucimar, Grace,
Danuza, Diogo, Ana Pinheiro, Monalize, Mariele, Bruno, Cintia, Bruno Rezende,
Dani, Renan, Nancy, Rita (me perdoem se eu me esqueci de alguém).

A todos do laboratorio do professor Marco Aurélio e Luiz Armando.

A nossa querida técnica Adriana. Dri, sem vocé a vida é dificil viu!

A minha querida aluna de iniciac@o cientifica Ménica. Ménica adorei trabalhar com
vocé. Vocé é uma garota muito dedicada, inteligente e um doce!

Um agradecimento especial as minhas amigas lacizinha, Ivaninha, Crica, Cristiane e
Aninha. Meninas, vocés sdo muito mais do que companheiras de trabalho, vocés
sé&o minhas irmas de coragcdo. Amo vocés! Obrigada por tudo!

Um agradecimento especial aos meus amigos Flavio e Xavier. Muito obrigada pela
ajuda cientifica e sobretudo pelos 6timos momentos e gargalhadas no laboratério.
Ao André Guimarées por todo esfor¢o, ajuda e pela boa convivéncia.

As técnicas Sanda e Jue por toda ajuda no laboratério e pela amizade.

Aos colegas Ash, Aline, Enéas e ‘Raul’ pela boa convivéncia e amizade.



Ao Dr. Ferguson e todos do seu laboratério pelo suporte cientifico, em especial
Lianne por toda ajuda com 0s microscopios.

A Dra. Jane Rylett e a técnica Daisy por fornecer o peptideo Abeta.

Ao Ricardo, grande companheiro e conselheiro. Obrigada por todo suporte durante
meu mestrado e boa parte do meu doutorado. Vocé é muito especial!

Aos meus pais queridos Angela e Francisco e meu irmaozinho Felipe. Obrigada por
todo apoio e amor. Amo vocés pra sempre!!

A todos os meus primos (em especial Juninho, Jefferson, Laiane, Laise, Fabiola e
Priscila) que sempre acreditaram no meu potencial e me apoiaram.

Aos meus avos e a todos os meus tios (em especial tia Rosa e tio Chaves, que
sempre me apoiaram quando estive no exterior) por toda paciéncia e compreensao.
Ao meu querido Andrew, pela forga, carinho, amor, compreensao e incentivo.
Andrew obrigada por toda paciéncia por todo suporte no final da minha tese. Vocé &
um anjo na minha vida. Amo vocé pra sempre!

As minhas queridas amigas Angélica, Adriana, Kellen, Marcela e Sabrina. Vocés
sempre compreenderam minha auséncia e sempre me apoiaram. Obrigada!

A Universidade Federal de Minas Gerais e CNPq que financiaram este trabalho.
Enfim a todos que contribuiram diretamente ou indiretamente para que esta tese se

transformasse em realidade.



Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Neurofarmacologia do ICB-
UFMG com o auxilio das seguintes instituicdes:

-Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ)
-Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)
-Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia (PRONEX)

-Instituto do Milénio (Projeto Toxinas)

- FINEP

- PrioNet-Canada

Parte deste trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com a Dra. Vilma R. Martins
do Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer, em Sao Paulo.

Parte deste trabalho também foi desenvolvido no Instituto de Pesquisa Robarts,
Universidade Western Ontario — Canada.



Informacdes Importantes aos leitores
Durante o desenvolvimento deste trabalho, diferentes contetidos foram abordados.
Por isso, esta tese foi escrita em dois capitulos. No capitulo |, novas func¢des
intracelulares do ligante da proteina prion celular (PrP®), STI1, foram discutidas.
Tendo em vista que os resultados apresentados neste capitulo ainda ndo foram
publicados, os itens Materiais e Métodos e Resultados foram completamente
descritos. No segundo capitulo deste trabalho o enfoque foi dado sobre a
importancia do trdfego da proteina prion celular sobre a sinalizacdo mediada por sua
interacdo com STI1. Além disso outros ligantes que alteram o trafego de PrP° foram
descritos. Neste capitulo, como a maior parte dos resultados ja foram publicados ou
submetidos a publicacdo, os artigos correspondentes foram apresentados como
resultados, acrescentando-se apenas o0s resultados adicionais que n&o foram

publicados. Da mesma forma o item Materiais e Métodos se resume aqueles nao

descritos nas publicagdes.



Sumario

Contetdo
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt |
LISTA DE FIGURAS E TABELAS......o oottt eeee e \Y;
RESUMO ...ttt ettt ee s et n s en e et st en s eeen s een s eeeeneens 1
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e et n e st et et n et e st en s 3
LINTRODUGAO ...ttt snsan e 5
1.1 STRESS INDUCIBLE PROTEINT ..ottt s e 5
1.2 MECANISMOS DE SECRECAD........ooiieieeeieeeeteeeteeees st ess st 7
1.3 A VIA DE SUMOILAGAOD........coeieeeeeeeeeeetstee s sns st enas s snes s 10
1.4 COMPONENTES DA VIA DE SUMOILACAO ......ooovveiieeieeeeeereses e, 14
L5 PROTEINAS PIAS ...ttt sttt en s 16
1.6 PROTEINA POLICOMB 2 = PC2 ... 18
1.7 MECANISMOS QUE REGULAM A SUMOILAGCAO ......cooveeeieiieeeeeieeeeeeeee e, 20
1.7.1 CHOQUE TERMICO ...t eee ettt 20
1.7.2 DANO AO DNA POR IRRADIACAOD........c.oiieiieeeeeieeeeeeseresses s 22
2 MATERIAIS E METODOS ...ttt e e ee et s eene st en e een e, 25
2.1 CONSTRUGOES.......o.oieeeeeeeeteeeee et eee ettt enen s 25
2.2 CULTURA DE CELULAS ...ttt ettt st ten st 25
2.3 CULTURA DE ASTROCITOS........oiiieiieeieteesiee st tesie st stenes st 26
2.4 TRANSFECCAD. ...ttt ee ettt sttt en st en st ene s 26
2.5 CO-IMUNOPRECIPITACAD ..ottt eeeeee ettt ee e 27
2.6 AVALIACAO DAS FRACOES NUCLEARES E CITOPLASMATICAS.......c.ccccevueae. 28
2.7 IMUNOFLUORESCENCIA ..ot ettt 29
2.8 ANTICORPOS ..ottt ettt ettt en s ene s 29
2.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS EM EXTRATOS DE CEREBRO
DE CAMUNDONGO ........oieiiieeiseeeeeee et tes et ee st een et en s en e en e 31
2.10 ENSAIO DE CHOQUE TERMICO ......coiiiieieeeeeeeseeetess s snensnes 31
2.11 ENSAIO DE DANO AO DNA POR IRRADIACAOD.........ccooeieeeeieeeeseeeerseerenenines 31
2.12 AQUISICAO DE IMAGENS ........oieeceeeeeee ettt et es s 32
2.13 ANALISE DAS IMAGENS ...ttt eee et en e een e, 32
2.14 QUANTIFICAGOES........ooieeeeeeeeeeeee e eetee e ses s 32
2.15 ANALISE ESTATISTICA ..ottt e et 33
BOBIETIVOS ...ttt ettt e et eet s en et en e en e en e e, 34
ARESULTADOS. ...ttt ee et n et s et s s een et en s eee e e een s e, 35

4.1 CONFIRMACAO DAS INTERACOES DETECTADAS NA VARREDURA DE
DUPLO HIBRIDO ... oo e e e et ee e e ee e e e et et e e et e et e e et e et e s e e e e e e s ae e e esaeans 35



4.2 STIL E AS PROTEINAS SUMO ..ottt 38

LR I =N 1oL TR 41
S I = =TT 43
B.5 STIL @ PC2eeeeeeeeeeee ettt et et n et ee st et en s een et en s eee e eeean. 49
4.6 FRACIONAMENTO SUBCELULAR........oiitieictee ettt 49
4.7 INFLUENCIA DA SUMOILACAO DE STI1 EM ASTROCITOS ......ovveieveeeeieen, 54
4.8 STILE OS CORPOS PML ...ttt 62
4.9 STI1 E CHOQUE TERMICO ...ttt 64
4,10 STILE DANO AO DNA ..ottt sttt sttt 68
B DISCUSSAD ...ttt ettt e ettt n e en et en st en e en e, 72
B INTRODUGAD ...ttt ten sttt sttt ens sttt n et en s 81
B.L PRIONS ...ttt ettt n sttt es et en st n et en et en s 81
6.2 PROTEINA PRION CELULAR (PrPO) ... 82
6.3 FUNCOES DA PROTEINA PRION CELULAR ......cooviieiiseeeeeeeeee e, 86
6.4 STIL COMO LIGANTE DE PIPC ... 90
6.5 PROTEINA RELACIONADA AO RECEPTOR DE LIPOPROTEINA DE BAIXA
DENSIDADE ..ottt ettt sttt ettt n et en et en sttt en et 92
6.6 PEPTIDEOS AB-AMILOIDES, DOENCAS PRIONICAS E DOENCA DE
ALZHEIMER ...t ee e e st en et st ee e en s eee e eneees 93
6.7 TRAFEGO E SINALIZACGAO. ...ttt ss st 95
6.8 INTERNALIZACAO DE PROTEINAS ...ttt 96
6.9 TRAFEGO DE PROTEINAS APOS ENDOCITOSE ..o 100
6.10 INTERNALIZACAO E TRAFEGO DE PrPC E PrP™ ..., 106
7 MATERIAIS E METODOS ...ttt en st 110
7.1 CONSTRUGOES.........ooieceeeeeeeeeeeeeeee s eeeeeese et 110
7.2 DESENVOLVIMENTO DAS LINHAGENS ESTAVELMENTE TRANSFECTADAS
................................................................................................................................................ 111
7.3 PREPARACAO DAS CELULAS PARA SELECAO POR CITOMETRIA DE FLUXO
................................................................................................................................................ 112
TAPREPARO DA STIL...cooeeeeeeeeeeeeeee et ee e e eee e 113
7.5 ELETROFORESE DE PROTEINAS E WESTERN BLOTTING .......ooevvvieceeeeen, 113
7.6 ANALISE DA ENDOCITOSE DE STI1 NA PRESENCA DE AP180-C ..................... 115
7.7 ANALISE DA ENDOCITOSE DE STI1 NA PRESENCA DE METIL-B-
CICLODEXTRINA ..ottt n et en e en e eee e en e eenneeeon. 115
7.8 ANALISE DA INTERACAO DE AP180-C E MARCADORES DE LIPIDE RAFTS ..115
7.9 ENSAIO DE ATIVAGAO DE MAP KINASE .....oocviviieeeeeeeeeeeees et 116
7.9.1 DINAMINA WT, DINAMINA K44A E AP180-C....coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 116

TL9.2 RAP s 116



7.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR LRP1.......cooveveierereieeieeienens 117

7.11 MARCACAO DOS ANTICORPOS PRIMARIOS COM ZENON.......cccoovverrrrenn. 117
712 QUANTIFICACOES ..ottt 117
B OBUIETIVOS ...ttt e e et e e st e e e bt e e e b e e abe e e anaeenraa e 119
O RESULTADOS. ..ottt ettt ettt s et et et e sbe st eneabe e e enees 120
9.1 ENDOCYTOSIS OF PRION PROTEIN IS REQUIRED FOR ERK1/2 SIGNALING
INDUCED BY STRESS-INDUCIBLE PROTEIN L.....ccoiiiiiiiie e 120
9.2 ENDOCITOSE DE STI1 E SINALIZACAO........c.ooeieeeeeeeeeeeeeeeevessee s 135
9.3 ENVOLVIMENTO DE LRP1 NA SINALIZAC}AO MEDIADA PELA INTERAQAO
STIL-PIPC s 142
9.4 AMYLOID-BETA INCREASES THE LOCALIZATION OF PRION PROTEIN AT
THE CELL SURFACE ... oottt sttt sttt e e e anneeeannes 145
L0 DISCUSSAD ...ttt s st na st n st s s n st 190
11 CONCLUSOES ...ttt 199
I N N = 1 TSR 201
ANEXO 1 - SUMOIIaca0 iN VItro de STIL.....ccveiiiieceeee e 201
ANEXO 2 — SUMOilagdo de STI1 em células de mamiferos...........ccocevvvvivinincienenenn 202
ANEXO 3 — Caracterizagédo de PIAS1 como E3 ligase para STIL.......cccccovvviiininininennn, 203
ANEXO 4 — Avaliacdo da SUMOilacao de STI1 apds estresse genotdxico ..................... 204

ANEXO 5 — Lista do material disponivel no cd que acompanha atese............cc.ccccuveneee. 205



LISTA DE ABREVIATURAS

aa Aminoacidos

AD Doenca de Alzheimer

AF Alexa Fluor

AP Proteina adaptadora

APP Proteina precursora amil6ide

ATM Cinase “Ataxia Telangiectasia mutated”
ATR Cinase relacionada a ATM e Rad3
CAMP Adenosina Monofosfato ciclico

Cccv Vesiculas cobertas por Clatrina
Cdc2 Caseina Cinase Il de diviséo celular
CJD Creutzfeldt-Jakob Disease

CKiIl Caseina Cinase |l

COPI Complexo de revestimento protéico |
COPII Complexo de revestimento protéico Il
CTxB Subunidade B da Cholera Toxina
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DSB Double Strand Break

ECM Componentes da matrix extracelular
ED Endosoma de Distribuicao

EDTA Acido etileno diaminotetracético

ER Endosoma de Reciclagem

ERK Cinase regulada por sinal extracelular
ET Endosoma Tardio

FFI Fatal Familial Insomnia

GFP Proteina fluorescente verde

GPCR Receptores acoplados a proteina G
GPI Glicosil-fosfatidilinositol

GSS Gertmann-Straussler Syndrome



HIPK2 Homeodomain Interacting Protein Kinase 2

Hop Human Heat Shock cognate Protein

HS Choque Térmico

HSP70 Proteina de Choque Térmico de 70 kDa

HSP90 Proteina de Choque Térmico de 90 kD

kDa kiloDalton

kvp Kilovoltage Peak

LRP1 Proteina relacionada ao receptor de lipoproteina

de baixa densidade

LTP Potenciacao a longo termo

MAPK Proteina Cinase Ativada por Mitdgenos
MVBs Corpos Multivesiculares

NCAM Molécula de adeséo celular neuronal

NGF Fator de Crescimento Nervoso

NHEJ Recombinagdo ndo homologa “end-joining”
NLS Peptideo sinal de localizagdo nuclear

PBS Phosphate-buffered Solution

Pc2 Proteina Policomb 2

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas
pH Potencial de hidrogénio

PIAS Proteinas Inibidoras de STAT ativada

PK Proteinase K

PKA Proteina Cinase dependente de AMP ciclico
PKC Proteina Cinase C

PML Proteina Pro-Myelocytic Leukaemia

PRNP Gene que codifica para a proteina prion celular
PRION Particula infecciosa proteinacea

Prp¢ Proteina prion celular

Prp®° Proteina prion scrapie

RE Reticulo endoplasmatico

RMN Ressonancia Magnética Nuclear



rpm
SDS - PAGE
SDS

SENP

SIM

SNC

SNARE

STAT
SUMO
STI-1
TBS
TGF-B
TGN
TPR
Trk

TSE
uPAR
vCJD

Rotac¢des por minuto

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
Dodecil sulfato de sodio

Proteases especificas para SUMO

Sitios de ligacdo ndo covalente a SUMO
Sistema nervoso central
N-ethylmaleimide-sensitive fusion proteins
(NSF) acessory proteins (SNAP) receptors
Transdutor de sinal e ativador da transcricao
Small ubiquitin related modifier

Stress Inducible Protein 1

Tris-Buffered Saline

Fator de Crescimento Transformante 3

Rede Trans-Golgi

Tricopeptideos Repetidos

Receptores de Cinases relacionados a
tropomiosina

Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis
Receptor urokinase de plasminogénio ativado

Nova variante da doenca de Creutzfeld-Jakob



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Dominios estruturaisS da STI-1. ..ot e 6
Figura 2 — Secre¢é@o ndo-convencional de proteinas citoplasmaticas solaveis. .............c......... 10
Figura 3: A via de SUMOIIACAD. .......cceeiiieiiiiiesiece et sra e ens 13
Figura 4: Confirmac&o da interagdo de STI1 com proteinas da via de SUMOilagdo em célula
A8 MAMITEIOS. ...ttt bbbt et ettt st b e been e ne e 36
Figura 5: Avaliagdo da expressdo de STI1 e seus ligantes em diferentes regides do cérebro de
(or= T 00 0o [0 a0 T 13 OSSR 38
Figura 6: Avaliacao da distribuicdo intracelular de STI1 na presenca de SUMO1 e SUMO3.
.................................................................................................................................................. 40
Figura 7: : Ubc9 néo altera a distribuicdo intracelular de STIL.......c.cccevveieiieci e 42
Figura 8: Alteracdo na distribuicdo intracelular de STI1 induzida por PIASL. ..........ccccenenee. 46
Figura 9: Avaliacédo da distribuicdo intracelular de STI1 na presenga de PIASy..........c......... 48
Figura 10: Avaliacdo da distribuicdo celular de STI1 na presenca de PC2...........ccccccvevvvennnne. 50
Figura 11: Avaliacdo da distribuicdo intracelular de STI1 por fracionamento celular na
PresenCa 08 SUMOL. ......ooiiiece et ettt et e e st e e e e e nreereenes 51
Figura 12: Avaliacdo da distribuicdo intracelular de STI1 por fracionamento celular na
PresenGa d8 SUMMOS. ...t bbbttt bbbttt 52
Figura 13: Distribuicdo intracelular de STI1-YFP em astrdcitos na presenca de componentes
da VIa SE SUMOIIAGAD. .....cuvieiiiiiiiiisieee bbb 56
Figura 14: Distribuicdo intracelular de STI1 enddgena em astrocitos na presenca de
componentes da Via &€ SUMOIIACAD. .........cccoevuiiiiiieie e 58
Figura 15: Ubc9 ndo altera a distribuicdo intracelular de STI1 end6gena em astrécitos. ....... 58
Figura 16: PIAS1 altera a distribuicdo intracelular de STI1 mas n&o de PrPC. .......cccoovvv..... 60
Figura 17: Proteinas da via de SUMOilacao néo alteram a distribuicao intracelular de PrP©.61
Figura 18: STI1 enddgena é direcionada para 0S COrpos PML. .......cccccoviiieinineneisc e 64
Figura 19: Choque Térmico ndo altera distribuicdo intracelular de STIL. .......cccoevveivennnne. 66
Figura 20: SUMOL1 e SUMO3 ndo alteram a distribuicdo intracelular de STI1 ap6s Choque
1= 10 oo TSRS 68
Figura 21; Choque Térmico néo altera distribuic&o intracelular de PrPC. ........coocovvvvvervennnn, 69
Figura 22: Dano no DNA induz tranlocamento de STI1 para 0 nUCI€O0...........cccevevririrennnne 71
Figura 23: Estrutura primaria da proteina PrP............cccceveiiiiiivereieeccce s 85
Figura 24: Processos fisiol6gicos mediados POr PrPC. ..........ooeevvoeeeeoeeeeeeeeeeeeeeereesesseneeeees 86
Figura 25: Ligantes da proteina prion CelUlar. ... 89
Figura 26: ENdocCitose pela Via CIASSICA. ..........ccciiiiiiiiieic e 104
Figura 27: Vias de endocitose independentes de clatrina. ..........ccccccovveve i 105
Figura 28- Endocitose de PrP® e STI1 & inibida por AP180-C.........cc.ccvvevvvmveieeesrisrsrinnenn. 136



Figura 29: AP180-C altera a distribuicdo celular de Clatrina e também dos marcadores de

10T (=R = 11 TSRS 138
Figura 30: Endocitose de STI1 é dependente de lipIdes. ........cocvrereiiiieinineeee e 140
Figura 31 — Avaliaco da ativacdo de ERK1/2 dependente de STI1- PrP® na presenca de

bloqueadores da ENAOCITOSE. ........ccueieeiiiiieiiece et re e aneesre s 141
Figura 32 — Avaliacdo da expressdo enddgena de LRPL. .......ccccooiieiiiiiiniineneescceeeees 143

Figura 33 — Avaliacéo da ativacdo de ERK1/2 dependente de ST11- PrP® na presenca de

Tabela 1 — Proteinas identificadas como ligantes de STI1 através do ensaio de duplo hibrido

em leveduras (Soares et al., manuscrito em preparacao). ..........ccevvvereereerieeresieeseeseeee s 12
TabEla 2: CONSIIUGOES........eveiieieeiieee ettt bbbttt bt 25
Tabela 3: AnticOrpoS UTHIZAAOS ........cc.oiiiiiiiiice e 30
Tabela 4: Comprimento de onda de absor¢éo e emissdo dos marcadores fluorescentes

0] 1172 Lo [0SR 32
Tabela 5: Construcgdes utilizadas nos experimentos de trafego e sinalizacéo........................ 110
Tabela 6: Anticorpos UtHHIZAOS ........c..ccviiieciecce e 114



RESUMO

RESUMO

A proteina prion celular (PrP) constitui uma plataforma na membrana
plasmatica capaz de interagir com diversos ligantes mediando a reunido de
complexos de sinalizacdo na superficie celular. Um dos ligantes mais bem descritos
para PrP® é a co-chaperonina Stress Inducible Proteinl ou STI1. STI1 é secretada
por astrocitos e interage com PrP® na superficie neuronal induzindo neuritogénese e
neuroprotecado por ativacdo de vias de sinalizagao diferentes. Embora pouco se
saiba sobre os mecanismos de secrecao de STI1, acredita-se que este processo €
fundamental na regulacdo das funcdes neurotréficas medidas pela interacdo STI1-
PrP® . A STI1 intracelular tem papel importante na reunido do complexo Hsp70-
Hsp90 sendo portanto, considerada uma proteina com funcbes intra e
extracelulares. Na tentativa de elucidarmos mecanismos envolvido com as fungdes
de STI1, novos ligantes de STI1 foram identificados em um ensaio de duplo hibrido.
Dentre os principais ligantes, estdo as proteinas da via de SUMOilacdo, cujas
interacdes de STI1 com os componentes desta via foram confirmadas neste
trabalho. N6s mostramos que STI1 € SUMOilada por SUMO1 e SUMO3, sendo
PIAS1 a ES3 ligase especifica para este processo. A interacdo de STI1 com PIAS]1 e
SUMO3 levou ao aumento da localizagdo nuclear de STI1. Uma vez no nucleo, STI1
foi direcionada para os corpos PML (do inglés Pro-Myelocytic Leukaemia), de
forma dependente de PIAS1, onde se co-localizou com SUMO1 e SUMO3. O
estresse celular por Choque Térmico ndo induziu altera¢des na distribuicdo celular
de STI1, mesmo quando as proteinas da via de SUMOilagédo foram co-expressas.
Por outro lado, n6és mostramos que o dano no DNA por irradiacdo ionizante induziu
o translocacado de STI1 para o nucleo, onde ela se co-localizou parcialmente com os
Foci. Em conjunto 0os nossos resultados mostram que STI1 é preferencialmente
modificada por SUMO3 e PIAS1. O seu direcionamento para os corpos PML,
mediado por PIAS1, e translocacdo nuclear induzido por estresse genotdxico
sugerem o envolvimento de STI1 na via de reparo ao DNA. Tendo em vista a
alteracdo na distribuicdo celular induzida pela sua interagdo com as proteinas da
via de SUMOilagédo, novos estudos estdo sendo realizados para avaliar o papel
desta via sobre a secrecéo de STI1.



RESUMO

Em relacdo ao contexto extracelular, nés mostramos que STI1 ao se ligar a PrP® na
membrana induz a internalizacéo desta ultima proteina. A internalizacdo de PrP® foi
fundamental para a regulacdo da ativacdo de ERK1/2, mas ndo de PKA, induzida
pela sua interacdo com STI1. STI1 também foi endocitada, de forma independente
da presenca de PrPC. Através de microscopia em tempo real, utilizando marcadores
de vias endociticas, nés mostramos que STI1 é internalizada por duas vias: parte de
STI1 é internalizada por vias dependentes de lipide rafts, enquanto uma segunda
fracdo é internalizada pela via classica, dependente de clatrina. Uma vez
internalizada STI1 segue uma via intracelular distinta daquela vista para PrP°€,
sendo diretamente direcionada para vesiculas acidicas sem passar pelos
endosomas primarios. Imagens em tempo real de células transfectadas com GFP-
PrPC, perfundidas com STI1 fluorescente, confirmaram a natureza transiente da
interacdo entre estas proteinas na membrana celular e em vesiculas, sugerindo que
o trafego de PrP® induzido por STI1 regula a duracéo da sinalizagcdo mediada por
estas proteinas. O uso de bloqueadores da endocitose (K44A e AP180-C) permitiu a
visualizacdo de forte co-localizacdo entre estas proteinas na membrana plasmética.
A endocitose de PrP° ocorre via a ligagcdo com o receptor transmembrana LRP1,
que dirige PrP° para vesiculas cobertas com clatrina. Utilizando o ligante de LRP1,
RAP, nés mostramos o bloqueio da ativacdo de ERK1/2 induzida pela interacao
STI1-PrPC. Este resultado sugere que LRP1 seja a ponte que conecta o estimulo
extracelular com as vias de sinalizacao intracelulares, através da sua participacao
na endocitose de PrP€. Ainda explorando a internalizacdo de PrP®, nés também
mostramos que os oligbmeros AR alteram o seu trafego. Porém, ao contrario de
STI1, AB induziu um aumento de PrP® na superficie celular. Futuros experimentos
serdo necessarios para revelar a implicacdo deste resultado nos efeitos
neurotéxicos mediados pela interagdo AB-PrPC. Concluindo, 0os nossos resultados
mostram que STI1 exerce varios papéis na regulacdo do sistema nervoso. Além
disso, o trafego de PrP® parece ser um mecanismo dinamico que pode ser
rapidamente regulado por uma série de ligantes para modular o funcionamento do
sistema nervoso. Esses resultados sugerem que STI1 e PrP¢ tem papéis néo

antecipados na fun¢ao neuronal.
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ABSTRACT

The cellular prion protein (PrP®) is a dynamic platform for the assembly of
signalling modules at the cell surface. One of the best described ligand of PrP€ is the
co-chaperonine Stress Inducible Proteinl or STI1. This protein is secreted by
astrocytes and interacts with PrP® at neuronal surface inducing neuritogeneses and
neuroprotection through different signaling pathways. Although the mechanisms
urderlying STI1 secretion are still poorly understood, it is believed that this process is
important for modulation of neurotrophic functions mediated by STI1-PrP©
interaction. The intracellulat STI1 also has an important role in the assembly of
HSP70-HSP90 complex. Therefore, STI1 is considered a protein with intra and
extracellular functions. To further investigate the mechanisms involved with STI1
functions, new ligands were identified in a yeast two hybrid screening. Amongst
them, we found several proteins involved with the SUMOylation pathway, whose
interaction with STI1 were confirmed in this work. We have shown that STI1 is
SUMOylated by SUMO1 and SUMO3, and PIASL1 is the specific E3 SUMO ligase for
this process. The interaction between STI1 and PIAS1 or SUMO3 promoted an
increase in the nuclear localization of STI1. Once in the nucleus, STI1 was directed
to PML bodies (Pro Myelocytic Leukaemia bodies) in a PIAS1 dependent process. In
these structures STI1 was observed co-localized with SUMO1 and SUMO3. The
cellular stress by Heat Shock did not induce alterations on STI1 intracellular
distribution, even when proteins from the SUMOylation pathway were over
expressed. On the other hand, we showed that the DNA damage by ionizing
irradiation induced the translocation of STI1 to the nucleus, where this protein partly
co-localizes with Foci. Combined, our results show that STI1 is preferentily modified
by SUMO3 and PIAS1. STI1 targeting to PML bodies mediated by PIAS1 and
nuclear translocation induced by genotoxic stress strongly suggest its participation in
the DNA repair pathway. Considering the alteration in STI1 intracellular distribution
induced by proteins from the SUMOylation pathway, new experiments are being
peformed to better evaluate the involvement of this pathway in STI1 secretion.

In relation to the role of STI1 in the extracellular environment, we have shown
that STI1 binds to PrP at the cell surface and induces its internalization. This

process was specific and critical for regulation of ERK1/2, but not PKA activation,
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which is mediated by STI1-PrP° interaction. STI1 was also internalized by cells in a
PrP%-independent way. Using real-time microscopy and several endocitic markers,
we showed that STI1 is internalized by two main pathways: part of STI1 is endocited
through a lipid raft-dependent pathway, whereas another fraction is internalized via a
clathrin-mediated pathway. Once internalized, STI1 takes a distinct intracellular route
from that described for PrP®. STI1 is directed to acidic vesicles bypassing early
endossomes. Real time images of GFP-PrPC transfected cells perfused with
fluorescent STI1 showed that the interaction between these proteins at the cell
surface and in vesicles has a transient nature, suggesting that the trafficking of STI1
regulates the duration of signalling through PrPC. By using endocytosis inhibitors
(dynamin K44A and AP180-C), we were able to visualize strong co-localization
between STI1 and PrP® at the plasmatic membrane. PrP¢ endocytosis occurs
through interaction with the membrane receptor LRP1. We used the LRP1 ligand
RAP to block its interaction with PrP®. We noticed the block of the ERK1/2 activation
mediated by STI1-PrP® interaction in cells treated with RAP. This result suggests
that LRP1 can be part of the transmembrane complex connecting the extracellular
stimulus with the intracellular signalling. AR peptides are the major culprits in
Alzheimer’s disease and have recently been shown to bind to PrP®. We examined if
AB oligomers affected PrP® trafficking. We find that in contrast to the STI1 effect, AR
induced an increase in PrP° at cell surface, by blocking the constitutive endocytosis
of PrP®. New experiments will be necessary to elucidate the implication of this result
upon neurotoxicity mediated by AB peptids. In conclusion, our results show that STI1
has different roles in regulation of CNS. Moreover, PrP® trafficking seems to be a
dynamic mechanism which can be quickly regulated by several ligands to modulate
neuronal homeostasis. These results suggest that STI1 and PrP¢ have

unantecipated roles in neuronal function.
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1 INTRODUCAO

1.1 STRESS INDUCIBLE PROTEIN1

A STI1 é uma co-chaperona homologa a proteina organizadora da HSP70 e
HSP90 -(Hop)- em humanos, envolvida no enovelamento de proteinas recém
sintetizadas. Esta proteina foi primeiro identificada em leveduras durante um
screening para proteinas envolvidas na resposta ao estresse por Choque térmico
(Nicolet and Craig, 1989).

Estruturalmente, STI1 é formada por motivos TPRs (dominios ricos em
tetratricopeptideos repetidos) e motivos contendo residuos conservados de
aspartato e prolina chamados dominios DP. Os motivos TPRs sdo dominios
formados por sequéncias repetidas de 34 aminoacidos degenerados, presentes em
um grande numero de proteinas (Young et al., 2004). Proteinas que contém motivos
TPR participam do controle do ciclo celular, transcrigdo, auxiliam na conformacéo,
transporte e translocacao protéica, transducdo de sinal, metabolismo de glicose,
liberacdo de neurotransmissor e “splicing” de RNA (Das et al., 1998;Blatch and
Lassle, 1999).Estudos de modelagem e cristalografia revelaram que a STI1 humana
contém 9 sequéncias tipo TPR arranjados em trés dominios os quais foram
denominados TPR1, TPR2A e TPR2B, sendo que cada um compreende trés
regides TPR (Scheufler et al., 2000;van der et al., 2000). HSP70 e HSP90 interagem
respectivamente, nas regides N-terminal e C-terminal de STI1, através dos motivos
TPR1 (para HSP70) e TPR2A (para HSP90, Fig. 1A).

Além destes dominios a STI1/Hop contém regibes menores onde sado
encontrados residuos conservados de aspartato e prolina adjacentes a TPR1
(designado DP1) e a TPR2B (designado DP2) (Fig. 1A). Estes dominios estédo
envolvidos na regulagdo da atividade de HSP70 e HSP90 e na ativacdo de
receptores esterdides (Young et al., 2004). Também foi identificado um peptideo
sinal de localizacdo nuclear (NLS), que estd localizado no mesmo dominio de
ligacdo a HSP90 — o dominio TRP2A (Longshaw et al., 2004). Imediatamente
adjacente a NLS, foram também identificados dois potenciais sitios de fosforilacao:
um para caseina Cinase Il (CKIl, S189) e um para a Cinase 2 de divisao celular
(cdc2, T198) (Longshaw et al., 2000).



CAPITULO I: INTRODUCAO

O gene que codifica STI1 em humanos encontra-se no cromossomo 11qg13.1 e
este contém 14 exons (Fig 1B). JA em murinos este gene esta localizado no
cromossomo 19, também contendo 14 exons. O transcrito de STI1 humano, assim
como o murino, contém aproximadamente 2,079 pares de bases que codificam uma
sequéncia de 543 aminoacidos resultando em uma proteina de massa molecular de
66 KDa (Fig 1B).

A
G76N
. AB3V
impair
casy STI1
HoRTO, | saar
ASTT
1 L1 148 200 537 689
TPR1  DP1|  TPR2a | TPR2bD | DP2
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Hsp90
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HOP URP2 ~ MGC1134 VEGFB
11913.1 [ [ | .
DNAJC4 FKBP2

112 13 14
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Figura 1: Dominios estruturais da STI1.

A: A STI1 possui dominios de ligacdo as chaperonas HSP70 e HSP90, formados
por tetratricopeptideos repetidos (TPR), e dominios de ativacdo a receptor
esterdide, ricos em aspartato e prolina (DP). Estdo representados as substituicbes
em aminoacidos que prejudicam a capacidade de STI1 regular HSP70 (acima) e
HSp90 (abaixo da representacdo dos dominios) (adaptado de Song and Masison,
2005). B: Estrutura génica da Hop humana. O gene da Hop esta localizado no
cromossomo 11qg13.1 e é flanqueado por outros genes como LRP16 e URP2. Este
gene contéem 14 exons (1-14 barras verticais), separados por introns (barras
horizontais). O fragmento de c-DNA (2097 pb) codifica para uma proteina de 543
aminoacidos (aa) (Adaptado de Lopes, 2004).
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Em camundongos, STI1 € inicialmente detectada no oitavo dia do
desenvolvimento embrionario (E8), tendo sua expressdo aumentada ao longo do
desenvolvimento e sendo constitutivamente expressa em quase todos os tecidos
(Hajj et al., 2009). A delecdo de STI1 em camundongos é letal em embribes
(Beraldo et al, em preparacao), enquanto que em leveduras a delecédo de STI1 s6 €
letal em conjunto com alteragdes na funcdo de Hsp90 (Chang et al., 1997). Em C
elegans a delecédo de STI1 abrevia a vida de vermes mutados (Song et al., 2009).

Quanto a distribuicdo celular, STI1 é uma proteina predominantemente
citoplasmatica, embora ja tenha sido identificada uma pequena fracdo no ndcleo e
na membrana celular (Longshaw et al., 2004;Zanata et al., 2002). Por outro lado,
imunomarcacgdo com anticorpo para STI1 e experimentos com STI1-YFP revelaram
gue a proteina pode também ser encontrada no Golgi e em outros compartimentos
envolvidos com secrecdo (Caetano dados nao publicados; Hajj et al, dados néo
publicados).

Em 2004, Eustace e Jay identificaram a presenca de Hop no meio condicionado
de células de fibrosarcoma juntamente com a HSP90, sugerindo a secre¢do destas
proteinas em situacdes patoldgicas como tumor (Eustace and Jay, 2004). Apesar da
auséncia em sua estrutura de um peptideo sinal para secrecdo convencional, foi
demonstrado que a STI1 é secretada por astrocitos (Lima et al., 2007). Outras
chaperonas, como HSP70 e HSP90 também sédo secretadas a despeito de nédo
terem um peptideo sinal (Liao et al., 2000;Robinson et al., 2005). Dados recentes
sugerem que estas chaperonas desempenhem atividades neuroprotetoras e
neurotréficas (Doeppner et al., 2009). Os mecanismos de secrecdo de STI1 ainda
nao estdo esclarecidos; mas dada a importancia da STI1 secretada na
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal e também no desenvolvimento dos
astrocitos (Lima et al., 2007;Arantes et al., 2009), € muito importante a compreensao

de como este processo é regulado.

1.2 MECANISMOS DE SECRECAO

A maior parte das proteinas eucaribticas sdo secretadas por uma via conhecida
como via secretdria convencional. Essa via € responsavel pelo direcionamento de

proteinas para sua exata localizacdo celular - seja ancorada na membrana
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plasmatica ou como proteina constituinte de alguma organela - sendo vital para o
desenvolvimento e funcao celular (revisto porDancourt and Barlowe, 2010). Para
gue uma proteina seja secretada por esta via, € necesséario que ela seja, de alguma
maneira, reconhecida pelo complexo responsavel pelo Sorting de proteinas para
vesiculas secretorias. Este eficiente sistema é conhecido como complexo de
revestimento protéico Il (COPII) e esta localizado em regifes especificas do reticulo
endoplasmatico (RE) (Bannykh et al., 1996). De modo geral, proteinas secretadas
possuem uma sequéncia sinal N-terminal ou interna que permitem sua entrada no
reticulo endoplasmatico. Uma vez no RE, estas proteinas podem sofrer
modificacbes como glicosilacdo, ancoramento por glicosil fosfatidilinositol (GPI),
adequado enovelamento e formacdo de pontes dissulfeto antes de serem
exportadas. As proteinas modificadas s@o reconhecidas pelas proteinas do COPII
formando vesiculas secretdrias que sdo direcionadas para o Golgi (revisto por
Dancourt and Barlowe, 2010). No Golgi, as proteinas sdo novamente modificadas,
processadas e direcionadas para seu destino final através de outros complexos de
formacdo de vesiculas: COPlI e SNAREs (do inglés soluble N-ethylmaleimide-
sensitive fusion proteins (NSF) acessory proteins (SNAP) receptors).

Apesar da via convencional ser extremamente eficiente, algumas proteinas nao
seguem essa via, sendo secretadas através de mecanismos conhecidos como
mecanismos ndo convencionais de secrecao protéica (Nickel and Seedorf, 2008).
Dois tipos de transporte ndo convencionais foram descritos: no primeiro, proteinas
contendo peptideo sinal deixam o RE em direcdo ao Golgi independente do
complexo COPII ou séo transportadas para membrana plasmética sem passar pelo
Golgi; no segundo, proteinas sem peptideo sinal para secrecao deixam as células
de forma independente de RE e Golgi. Foi demonstrado que uma vez no espaco
extracelular, as proteinas do segundo tipo de transporte sdo cruciais para a
regulacdo da resposta imune, angiogénese, diferenciacdo e para o crescimento
celular (revisto por Nickel and Rabouille, 2009). Os mecanismos de secre¢ao nao
convencional para proteinas solluveis (sem peptideo sinal) estdo melhor ilustrados
na figura 2.

Como dito anteriormente, ja foi demonstrado que a STI1 é secretada por
astrocitos (Lima et al., 2007). Como esta proteina ndo possui um peptideo sinal para
secre¢do convencional, é provavel que ela seja secretada por um dos mecanismos

ndo convencionais de secrecdo de proteinas descritos anteriormente. Resultados
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preliminares do grupo da Dra. Vilma Martins sugerem que a STI1 seja secretada
através de estruturas vesiculares do tipo de microvesiculas, e tambem existe a
possibilidade de serem secretadas com exosomos (Arantes et al., 2009; Hajj et al
dados né&o publicados). Exosomos séo vesiculas de 40-100 nm de diametro que séo
secretadas por diferentes tipos celulares. Estas estruturas correspondem a
vesiculas internas dos corpos multivesiculares (MVBSs) que séo liberadas quando
esta organela se funde & membrana plasmética (Stoorvogel et al., 2002). A
biogénese dos MVBs, que esta diretamente relacionada com a biogénese dos
exosomos, depende primeiramente de uma selecéo efetiva das proteinas que serao
secretadas. A ubiquitinacdo € um dos principais sinais para o direcionamento para
0os MVBs (Katzmann et al., 2001), mas diversas outras interacdes estao envolvidas

na secrecdo de proteinas por exosomos.
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Figura 2 — Secrec¢do ndo-convencional de proteinas citoplasméticas soluveis.
Quatro diferentes mecanismos de secre¢do nao convencional tém sido propostos. O
primeiro deles (1), proteinas citoplasméaticas como o fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2) sédo diretamente translocadas para a membrana plasmatica
através de sua interacdo com fosfolipides (PtdIins(4.5)P, e proteoglicanos (HPSGSs).
Os outros 3 mecanismos dependem de intermediarios vesiculares e estao
exemplificados pela secrecdo de interleucina 1B (IL-1B). No segundo, proteinas s&o
secretadas através da fusdo de lisosomas secretdrios com a membrana plasmatica,
liberando toda a carga contida nesta organela para o meio extarcelular (2). A
formacéo de vesiculas a partir da membrana plasmatica através da interacao direta
da proteina alvo com a membrana constitui o terceiro mecanismo (3). O ultimo
processo requer a formacdo dos corpos multivesiculares (MVBs), que se fundem
com a membrana liberando suas vesiculas chamadas exosomos (4). Adaptado de
Nickel et al., 2004.

Na tentativa de identificacdo de componentes chave para regulacdo de funcdes
intracelulares e da secrecdo de STI1, Soares e colaboradores (manuscrito em
preparacdo) realizaram varredura por ensaio de duplo hibrido em leveduras,
utilizando a porcdo N-terminal de STI1 e c-DNAs provenientes de biblioteca de
cérebro humano e de murinos. Nestas varreduras, diversos clones foram isolados.
Através de analises de bioinformética, as proteinas codificadas por estes clones
foram identificadas. As principais delas (aquelas cujos clones foram isolados mais
de uma vez no ensaio) estdo listadas na tabela 1. Nesta tabela também estdo
listados o numero de vezes que clones correspondentes a uma mesma proteina
foram isolados da biblioteca de humano e murino. Interessantemente, os resultados
deste ensaio mostram que varias proteinas envolvidas na via da SUMOilacéo
(destacadas em negrito na tabelal) interagem com STI1.

Embora ndo se saiba se a SUMOilacdo € um processo envolvido na secrecao
ndo convencional de proteinas, ha exemplos de proteinas constitutivamente
secretadas, como o fator de crescimento derivado de hepatoma, que sao
SUMOiladas (Thakar et al.,, 2008). Portanto, esta foi uma via explorada neste
trabalho. Além disso, a SUMOilacdo pode ter um papel importante em outras

funcBes de STI1 ndo reconhecidas até o momento.

1.3 A VIA DE SUMOILACAO

As modificagbes pos-traducionais sao mecanismos rapidos, eficientes e

reversiveis de regulacdo da estabilidade, localizagéo, interacdo e fungdes protéicas.
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Entre elas incluem-se a fosforilagdo, acetilacdo, metilacdo e ubiquitinacdo (revisto
por Dorval and Fraser, 2007). SUMO (do inglés small ubiquitin related modifier) foi
identificado em 1996 como sendo um modificador pds-traducional de proteinas, cujo
processo de conjugacao € relacionado com a via de ubiquitinacdo (Mahajan et al.,
1997). A maior parte dos alvos de SUMO sé&o proteinas envolvidas na regulacéo
transcricional, manutencdo da estrutura da cromatina, transducdo de sinal, no
reparo do DNA e transporte nuclear (Welchman et al., 2005). As consequéncias da
ligagcdo de SUMO a seu substrato séo diversas, mas de modo geral, a SUMOilagao
altera a localizacéo, atividade e estabilidade das proteinas alvo por modificar suas

interacBes com outras proteinas (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007).

11
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Tabela 1 — Proteinas identificadas como ligantes de STI1 através do ensaio de
duplo hibrido em leveduras (Soares et al., manuscrito em preparacao).

Numero De Clones Na Numero De Clones Na
Proteinas identificadas Biblioteca Cérebro Biblioteca Cérebro
Humano Murino
HSP-70 5 5
MAGED4 2 -
Zygin Il (FEZ 2) 3 2
Inibidor da STAT ativada 3 2 i
(PIAS3)
Inibidor da STAT ativada i 1
(PIAS2)
Inibidor da STAT ativada i 1
(PIAS1)
Inibidor da STAT ativada i >
(PIASY)
Ubiquitin-conjugating 4 14
enzyme E2I| (UBC9)
Choque Térmico protein 8 - 36
Chromobox homolog 4 i 20
(Pc2)
Laminin, beta 2 - 2
RAS protein-specific guanine i 14
nucleotide-releasing
Chromodomain helicase DNA i 4
binding protein 3(Chd3)
E3 ubiquitin protein
ligase.HECT domain
2. . . - 1
containing, 1, transcript variant
5 (Eddl)
Homeodomain-interacting i 5
protein kinase 2b (HIPK2)

SUMO séao proteinas de aproximadamente 10 kDa, que possuem uma estrutura
tridimensional muito parecida com a da ubiquitina; apesar de compatilharem menos
de 20% de homologia na estrutura primaria (Bayer et al., 1998). O genoma humano
codifica 4 proteinas SUMO distintas: SUMO1 a SUMO4. SUMO4 possui expressao
restrita & apenas alguns orgaos como rins, linfonodos e baco; especula-se que
SUMO4 seja na verdade um pseudo-gen, cujas funcgdes fisioldgicas ainda ndo sdo

conhecidas (Martin et al., 2007b). J& SUMO1 a 3 sdo ubiquamente expressas.

12
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Acredita-se que a diferenca de funcdo entre estas proteinas seja dada pela
especificidade ao substrato alvo (Gueiss-Friendlander e Melchior, 2007).

A ligacdo de SUMO ao seu substrato ocorre através da ligacdo entre o
grupamento carboxilico C-terminal de SUMO e o grupo s-amino de um residuo de
lisina da proteina alvo. Na maioria dos casos, a lisina alvo esta localizada em uma
sequéncia consenso composta de YKxE (onde ¥ € um aminoacido hidrofébico e x
qualquer aminoécido) (revisto por Johnson, 2004). O processo de conjugacao
envolve proteinas ativadoras de SUMO, as E1 ligases, uma proteina conjugadora, a
E2 ligase Ubc9, e proteinas que contribuem para a especificidade do substrato alvo,
as E3 ligases. A via de conjugacdo bem como as proteinas envolvidas estédo
representadas na figura 3.
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Figura 3: A via de SUMOilacéo.

Todas as proteinas SUMO sédo sintetizadas como precursores e sao modificados
por proteases especificas denomindas SENPs. SUMO é entdo ativado pelo
heterodimero SAE1/Aosl e SAE2/Uba2 e transferido para a enzima conjugadora
(E2) Ubc9. Ubc9 pode entdo reconhecer diretamente o substrato alvo e catalisar a
transferéncia de SUMO para ele (linha pontilhada) se ligar a uma E3 ligase (PIAS,
Pc2 ou RANBP2) que mediara a conjugacao (adaptado de Martin e colaboradores,
2007).

Ao contrario da ubiquitinacdo que em geral marca proteinas para serem
degradadas por proteasomas, as consequéncias exatas da SUMOilacdo de
proteinas sdo quase imprevisiveis. Em geral a SUMOilagdo afeta as fungbes da
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proteina alvo através da alteracdo de sua localizacdo subcelular e de suas
interacBes com outras proteinas. Essa via tem um importante papel na regulacédo da
transcricdo, transporte nuclear, organizagcdo cromosomal, reparo do DNA,
progressdo mitética, biogénese de ribossomos e formacdo dos corpos nucleares
PML (do inglés Pro-Myelocytic Leukaemia) (Kolli et al., 2010). Apesar da maior parte
das proteinas modificadas por SUMO serem encontradas no nucleo, a SUMOilac&o
também exerce um importante papel no contexto citoplasmatico (Martin et al., 2007).
Alguns exemplos de fungdes extra-nucleares da SUMOilagcéo sdo a modulacéo das
funcdes do canal de potassio voltagem-dependente Kv1.5 (Benson et al., 2007), e a
regulacdo da endocitose da subunidade GluR6a dos receptores de kainato, cuja
SUMOilacdo altera as correntes excitatorias pos-sinapticas mediadas por estes
receptores (Martin et al., 2007).

Além da regulacdo da homeostasia celular, a SUMOilacdo também pode estar
envolvida na patogénese de algumas doencas degenerativas. Proteinas que tém um
papel crucial na patogénese de doencas como cancer, Doenca de Huntington,
Alzheimer e Parkinson, foram identificadas como alvos para modificacdo por SUMO
(Sarge and Park-Sarge, 2009). Um importante exemplo € a inibicdo da formacéo de
agregados da proteina AB-amildide (responsavel pela patogénese da Doenca de
Alzheimer) através da SUMOilacao de seu precursor, a proteina APP (Sarge e Park-
Sarge, 2009).

1.4 COMPONENTES DA VIA DE SUMOILACAO

Como mostrado na figura 3, a complexa via de SUMOilacdo é composta por um
grande numero de proteinas incluindo proteases especificas para SUMO (SENP),
enzimas ativadoras (SAE1/SAE2) e enzima conjugadora (Ubc9) de SUMO, as
enzimas de ligacdo (E3 ligases) e as proprias proteinas SUMO.

As proteinas SUMO2 e SUMO3 apresentam 95% de homologia e suas
caracteristica chave € a capacidade de formacdo de cadeias de poli-SUMO
(Johnson, 2004). SUMO1 compartilha 46% de homologia com SUMO2 e 3, mas néo
consegue formar as cadeias de poli-SUMO. Ja SUMO4, apesar de compartilhar
86% de homologia com SUMO2 e 3, é ainda uma proteina muito restrita quanto a

sua distribuicao tecidual, ndo se sabendo se ela pode realmente modificar proteinas
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in vivo (Tatham et al., 2001;Bohren et al., 2004). Todas as proteinas SUMO séo
expressas como isoformas imaturas que precisam ter seus motivos di-glicina C-
terminal expostos para que possam ser conjugados - trabalho realizado pelas
proteinas SENPs. Além da ativacdo das proteinas SUMO, as SENPs também
regulam o processo de de-SUMOilacdo. Seis SENPs foram identificadas em
humanos: SENP1, 2, 3, 5, 6 e 7. Quanto a especificidade, SENP1 e 2 hidrolizam
tanto SUMO1 quanto SUMO2/3; SENP3 e 5 preferem SUMO2/3 e SENP6 e7
trabalham melhor com as cadeias de poli-SUMO de SUMO2/3 (revisto por Kolli et
al., 2010). Além dessa especificidade por SUMO, as SENPs também apresentam
especificidade por substratos, o que é justificada por seus diferentes niveis de
expressao e localizagdes intracelulares.

A maior parte dos organismos possuem apenas uma enzima ativadora de
SUMO, gque é requerida para a conjugacao de todas as variantes de SUMO a todos
0s seus substratos (Jonhson, 2004). A enzima ativadora de SUMO foi purificada e
caracterizada na década de 90, e trata-se de um heterodimero formado pelas
subunidades Aosl (também conhecida como SAE1l) e Uba2 (também conhecida
como SAE2) (Johnson et al., 1997;Desterro et al., 1999;Gong et al., 1999). No
primeiro passo do processo de ativacdo, o grupo C-terminal de SUMO ataca ATP
formando SUMO C-terminal adenilato, e liberando pirofosfato. Em seguida, o grupo
tiol do sitio ativo da E1 ataca o SUMO adenilato formando uma ligacéo tiol-éster de
alta energia. O SUMO ativado € entéo transferido para a E2 ligase Ubc9 (Johnson,
2004)

Da mesma forma, também sé existe uma enzima conjugadora de SUMO: a
Ubc9. Esta enzima é essencial a sobrevivéncia; Knock outs para Ubc9 morrem logo
no inicio do estagio de poés-implantacdo (Nacerddine et al., 2005). Estudos em
células deficientes para Ubc9 mostram que esta enzima € crucial para a formacao
correta da arquitetura nuclear e para segregacao cromosomal (Nacerddine et al.,
2005). Alteracdes nos niveis de expressdo de Ubc9 também tém sido relacionados
com malignidade e metastase de tumores (Moschos et al., 2010).

Ubc9 por si sO é capaz de se ligar diretamente no sitio consenso de
SUMOilacdo das proteinas alvo promovendo a transferéncia de SUMO. Durante
algum tempo esta observagéao foi motivo de discusséo sobre o requerimento das E3
ligases no processo da SUMOilacdo (Palvimo, 2007). Ao longo do tempo porém,

além da descoberta de véarias E3 ligases, foi também demonstrado que estas
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proteinas atuam como verdadeiras pontes aproximando Ubc9-SUMO das proteinas
alvo, mantendo a conformacédo correta das mesmas, aumentando assim a eficiéncia
da transferéncia (revisto por Wilkinson and Henley, 2010). Varias SUMO E3 ligases
tém sido descritas tais como, proteinas PIAS, TOPORS, MUL1, MMS21, Pc2,
RanBP2 e outras (revisto por Wilkinson e Henley, 2010). As proteinas da familia
PIAS e Pc2 foram identificadas como ligantes de STI1 no ensaio de duplo hibrido
realizados por Soares e colaboradores (manuscrito em preparacao). Dessa maneira,
dada a importancia destas proteinas neste trabalho de tese, elas serdo descritas

adiante com mais detalhes.

1.5 PROTEINAS PIAS

Proteinas PIAS ou proteinas inibidoras de STAT ativada foram inicialmente
descritas por sua capacidade de interagir com fatores STAT (transdutor de sinal e
ativador da transcricdo) (Chung et al., 1997). Além de reguladores das diversas
STATSs e co-reguladoras da transcricdo, as proteinas PIAS também atuam como E3
ligases na via de SUMOilagcdo, agindo como adaptadoras entre o intermediario
SUMO-Ubc9 e o substrato a ser SUMOylado (Kotaja et al., 2002;Palvimo, 2007).
Sua atuacdo como E3 ligase confere especificidade ao substrato a ser SUMOylado.
A sua capacidade de interagir de modo ndo covalente com SUMO e com DNA
também confere a esta familia de proteinas varias outras atividades independentes
do seu dominio E3 ligase.

Ja foi demonstrado que as PIAS interagem com mais de 70 proteinas, sendo a
maioria delas proteinas envolvidas na regulacdo da transcri¢do (revisto por Palvimo,
2007). Em mamiferos, as proteinas PIAS séo codificadas por 4 genes, dando
origem a PIAS1, PIASx (PIAS2), PIAS3 e PIASy (PIAS4). O mRNA para PIASx pode
sofrer processamento dando origem a duas isoformas: PIASxa e PIASxB (Moilanen
et al.,, 1999;Kotaja et al., 2002). As proteinas PIAS de mamiferos compartilham
elevado grau de homologia, mas acredita-se que elas se liguem substratos
especificos e também possuam diferencas na capacidade de promover
SUMOilacdo. PIAS1 e PIAS3, por exemplo, inibem respectivamente a ligacdo de
STAT1 e STAT3 ao DNA (Chung et al., 1997;Liu et al., 1998). J4 PIASy reprime as
atividades de STAT1, LEF1, Smad4 e receptor de androgenos (AR) sem interferir

com a ligagdo destas proteinas ao DNA (Palvimo, 2007). PIAS2 interage com
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STAT4 seqguida da estimulacédo de células T por IL-12 [interleucina 12 (Roth et al.,
2004)]. Embora a grande maioria dos ligantes de PIAS sejam fatores de transcricao
ou proteinas ligadas a regulagdo nuclear, existem exemplos de regulacbes
citoplasmaticas nas quais estas E3 ligases estdo envolvidas (Rytinki et al., 2009).
Proteinas citoplasmaticas como o receptor metabotrépico de glutamato (mGIuR8) e
canais de potassio voltagem-dedependentes (Kv1.5) interagem com proteinas da
familia PIAS (Wible et al., 1998;Martin et al., 2007a). Portanto, ainda que STI1 seja
uma proteina predominantemente citoplasmatica, € possivel que ela tenha suas
funcdes modificadas por PIAS. Além disso, como dito anteriormente uma fracéo de
STI1 é encontrada no nucleo, onde provavelmente ela pode interagir com PIAS
(Longshaw et al., 2004;Zanata et al., 2002) .

Acredita-se que a expressdo e localizacdo das diferentes proteinas PIAS
contribua ativamente para a seletividade do substrato e para as diferencas nas
funcbes observadas entre estas proteinas. PIASy enddgena apresenta uma
distribuicdo difusa no nucleo na forma de pontos (denominados Speckles) e também
€ encontrada na matrix nuclear (Sachdev et al., 2001;lhara et al., 2005) Esta E3
ligase é auto-SUMOilada preferencialmente por SUMOL1 redirecionando SUMO para
0s Speckles nucleares onde se co-localizam (lhara et al., 2005). PIASy também é
encontrada em corpos nucleares especializados conhecidos como corpos PML. A
SUMOilacdo de PIASy aumenta sua associagdo com os PMLs (lhara et al., 2005).
PIAS1 (expressa extensivamente nos testiculos), PIAS2 (a e B) e PIAS3 também
apresentam distribuicdo nuclear em forma de Speckles, porém o numero destes
Speckles varia de acordo com o tipo de PIAS (Kotaja et al., 2002). Estas proteinas
se ligam a SUMO1, SUMO2/3 e a outras proteinas SUMOiladas redirecionando-as
para os granulos nucleares (Kotaja et al., 2002) e sdo também SUMOiladas. PIAS1
também j& foi identificada em estruturas nucleares de reparo chamadas Foci, uma
regido que acredita-se estar envolvida com reparo de DNA (Dellaire et al., 2003).

A repressao ou ativacdo de fatores de transcricdo por esta familia de proteinas
normalmente se associa com o0 direcionamento destes fatores para 0s corpos
nucleares onde PIAS se localizam (Tan et al.,, 2002;lhara et al., 2005). Como
exemplos pode-se citar o direcionamento dos fatores Tcf-4 e Smad4 mediado por
PIASy. PIASYy leva ao redirecionamento de Tcf-4 para corpos PML onde esse fator é
SUMOylado por SUMO1, tendo consequentemente sua atividade transcricional

aumentada (Yamamoto et al., 2003;lhara et al., 2005). Em condi¢cées normais, sem
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a super expressdao de SUMO1 ou PIASYy, a proteina efetora Smad4 (envolvida na
sinalizacdo mediada por TGF- - fator de crescimento transformante) se localiza
difusamente no ndcleo. A co-expressdo de Smad4 com SUMOL1 e PIASy induz a
translocacdo de Smad4 para os spleckles, onde se co-localiza com PIASy (Lee et
al., 2003). As consequéncias deste direcionamento sobre a atividade Smad4 ainda
ndo sdo conhecidas.

Um dos corpos nucleares mais proeminentes e importantes para o processo de
SUMOilacdo sdo os corpos PML. Estes granulos nucleares estdo envolvidos na
regulacéo de diversas fun¢des como inducdo de apoptose, envelhecimento celular,
inibicdo da proliferacdo, regulacdo da transcricdo, supressao de tumor, estabilidade
gendmica e reparo de DNA (Heun, 2007;Bernardi and Pandolfi, 2007). Acredita-se
gue eles formem supeficies cataliticas onde as proteinas trazidas para la sejam pos-
traducionalmente modificadas (Bernardi and Pandolfi, 2007). Estas estruturas
nucleares possuem de 0.2-1.0 um de extensdo e estdo presentes entre 1 a 30
corpos por nucleo na maior parte das células de mamiferos. Embora parecam ser
uniformes, os PMLs sao estruturalmente e funcionalmente heterogéneos (revisto por
Bernardi and Pandolfi, 2007). A proteina pro-mielocitica leucémica (PML) é o
principal componente dos corpos PMLs mas diversas outras proteinas sao
transitoriamente associadas com estas estruturas. PML interage diretamente com
SUMO1, SUMO2/3 e Ubc9 e sua SUMOilacdo € essencial para formacdo dos
corpos nucleares PML (Heun, 2007; Bernardi and Pandolfi, 2007). Além das
proteinas SUMO e da E2 ligase Ubc9, ja foi demonstrado que algumas E3 ligases
como PIAS e TOPORS direcionam substratos para os corpos PML afim de que
sejam SUMOylados, dessa forma se co-localizando transitoriamente com estas
estruturas (Ihara et al., 2005;Matsuura et al., 2005;Renner et al., 2010a). A presenca
da maquinaria de SUMOilacdo nos corpos PML caracteriza estas organelas como

um dos principais sitios ativos de SUMOilag&o de proteinas no nucleo.

1.6 PROTEINA POLICOMB 2 — Pc2

As proteinas do grupo Policomb (PcG) sdo proteinas regulatérias da transcricdo
gue controlam a expressdo de uma variedade de genes desde o inicio da

embriogénese até a vida adulta (Kerppola, 2009). Mdltiplas atividades enziméaticas
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tém sido atribuidas ao grupo policomb, todas relacionadas com modificacées na
estrutura da cromatina para manutencdo do estado transcricional reprimido de
diversos genes. Estas proteinas, originalmente descobertas em Drosophila
melanogaster, formam pelo menos duas classes de complexos multiméricos
envolvidos na repressao génica, os complexos repressivos 1 e 2 (PRC1 e PRC2)
(Schuettengruber and Cavalli, 2009). Estes complexos formam discretos
aglomerados no nucleo, denominados corpos PcG, constituidos de multiplas
proteinas PcGs associadas ao DNA (revisto por Kagey et al., 2003). Os complexos
PRC1 contém proteinas altamente conservadas ao longo das espécies, entre elas a
familia das proteinas cromobox (Cbx). Essa familia possui pelo menos 8 membros e
um deles, a proteina Cbx4 ou Pc2, foi identificado como sendo uma SUMO E3
ligase (Kagey et al., 2003).

O primeiro substrato identificado cuja SUMOilacdo é mediada por Pc2 é o co-
repressor transcricional CtBP. Foi demonstrado que Pc2 interage com CtBP
recrutando-o para os PcGs, onde catalisa sua SUMOilagcdo (Kagey et al., 2003).
Desde entdo outros substratos para SUMOilacdo mediada por Pc2 foram
identificados, todos eles envolvidos com reparo de DNA e regulacdo da transcricao
(Wotton and Merrill, 2007). Entre eles, pode-se citar HIPK2 (do inglés Homeodomain
Interacting Protein Kinase 2), o regulador transcricional SIP1 e Dnmt3a (DNA metil-
transferase 3a) (Roscic et al., 2006;Li et al., 2007b;Merrill et al., 2010). Comparado
com a familia de E3 ligases PIAS, o repertorio de substrados para Pc2 parece ser
bem restrito. E possivel que este limitado repertério seja devido a sua especifica
localizagao subnuclear dentro do corpos PcG.

Estruturalmente, Pc2 possui um motivo cromodominio, comum a todos os
membros da familia cromobox e que capacita alguns destes membros a se ligarem
as histonas; um motivo C-box, que € uma pequena regido hidrofébica na
extremidade C-terminal de Pc2 requerida para sua localizacdo nos corpos PcG;
sitios para SUMOilacéo e fosforilacdo, e dois motivos SIM (sitios de ligacdo nao
covalente a SUMO) que sao requeridos para sua completa atividade como E3 ligase
e também para sua propria modificagdo covalente por SUMO (revisto por Wotton e
Merril., 2007; Merril et al., 2010). Os motivos SIM de Pc2 séo responsaveis pela sua
direta interacdo com SUMO1 e SUMOZ2. Foi demonstrado que através destes
motivos, Pc2 consegue recrutar SUMO1, SUMO2 e seu substrato CtBP para os
corpos PcG, onde CtBP € SUMOylado (Merril et al.,, 2010). Pc2 também recruta
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Ubc9 para os corpos PcG, mas ndo se sabe se esta atividade € dependente dos
seus motivos SIM (Kagey et al.,, 2003; Merril et al., 2010). Tendo em vista o
recrutamenteo de toda a maquinaria de SUMOilagdo para os corpos PcG, estas
organelas também constituem um dos principais sitios ativos para SUMOilacdo de
proteinas. A interacdo de STI1 com Pc2 foi demonstrada por Soares e
colaboradores (manuscrito em preparacao) e o direcionamento ou ndo de STI1 para

0s corpos PcG sera abordado neste trabalho.

1.7 MECANISMOS QUE REGULAM A SUMOILACAO

Embora as consequéncias moleculares da SUMOilacdo de determinadas
proteinas sejam relativamente bem entendidas, os sinais celulares que induzem a
conjugacdo de proteinas por SUMO ainda ndo sdo bem conhecidos. Nesta
introducéo foram descritos dois importantes mecanismos que induzem SUMOilacao

de proteinas: o Choque Térmico e o Dano ao DNA por irradiagao.

1.7.1 CHOQUE TERMICO

A resposta ao Choque Térmico € um dos mecanismos de defesa mais
evolucionariamente conservado. Este processo leva ao dano protéico e no DNA,
que dependendo da severidade da exposicdo resultard& em morte celular
programada ou sobrevivéncia e desensibilizagdo para futuras exposi¢des (Lindquist,
1986;Kaneko et al., 2005).0 Choque Térmico (HS) é caracterizado por uma massiva
inducdo da expressdo de genes que codificam as proteinas do Choque Térmico
(HSPs) que atuam protegendo a células contra o estresse citotéxico (Golebiowski et
al., 2009). As HSPs constituem a principal familia de chaperonas moleculares que
séo classificadas de acordo com sua massa molecular em kDa. As chaperonas sao
proteinas que atuam no enovelamento e estabilizacdo de polipeptideos recém
sintetizados, além do direcionamento de proteinas mal enoveladas para degradacao
(McClellan et al., 2005). A familia de proteinas de choque térmico de 70 KDa
(HSP70) reconhece extensdes curtas de polipeptideos hidrofébicos que estdo em
uma conformacgao linear, auxiliando-os a adotar e manter conformacgbes nativas

(Young et al., 2004). Ela também atua durante alguns processos celulares nos quais
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as proteinas estdo parcialmente enoveladas, como transporte através da
membrana, e protege as células do estresse por previnir a agregacédo de proteinas
(Song and Masison, 2005). Desde leveduras a mamiferos, a familia de proteinas de
choque térmico de 90 KDa (HSP90) atua no enovelamento de diversos grupos de
proteinas como fatores de transcri¢cdo, cinases regulatorias entre outras. A atividade
do complexo HSP70-HSP90 é modulada por um grande numero de outras
proteinas, que interagem diretamente e especificamente com uma ou com as duas
chaperonas (Young et al., 2004). Dentre estes co-fatores, chamados co-chaperonas,
esta a Hsp40, que interage com as proteinas ‘clientes’ direcionando-as para HSP70.
Em seguida, a STI1 ou Hop se liga simultaneamente a HSP70 e HPS90
aproximando estas duas chaperonas para que 0 substrato seja transferido e o
enovelamento completado (revisto por Song and Masison, 2005). Foi demonstrado
recentemente, que o processo de Choque Térmico altera a localizac&o intracelular
da co-chaperona STI1, mas ainda ndo se sabe quais as implicacdes fisiologicas
deste resultado (Daniel et al., 2008).

A resposta ao Choque Térmico envolve regulacdo da transcri¢cdo, traducéo,
apoptose, controle do ciclo celular, enovelamento e degradacdo de proteinas
(Lindquist., 1986). A conjugacdo de proteinas por SUMO2/3 mas nédo por SUMOL1
parece ser estimulada durante o Choque Térmico (Saitoh and Hinchey, 2000),
implicando a SUMOilacéo de proteinas como parte do processo de resposa celular
ao Choque Térmico. Recentemente foi demonstrado que SUMO2/3 induzem a
sobrevivéncia celular ap6s Choque Térmico, e que a maior parte das proteinas que
estdo diretamente envolvidas na resposta celular ao HS sédo alvos de SUMO2
(Golebiowski et al., 2009). Em resposta ao HS SUMO foi polimerizado em poli-
cadeias e redistribuido entre diversas proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo
celular, apoptose, trafego, enovelamento e degradacdo de proteinas, transcricéo,
traducdo, replicacdo do DNA, recombinagcédo e reparo (Golebiowski et al., 2009).
Este trabalho confirma o aumento da SUMOilacdo de proteinas induzida por HS e
sugere que este processo seja fundamental para sobrevivéncia celular a esse tipo

de estresse.
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1.7.2 DANO AO DNA POR IRRADIACAO

A quebra na fita dupla do DNA (DSB do inglés Double-strand break) constitui
uma das mais graves formas de danos ao DNA e podem ocorrer espontaneamente
durante o ciclo celular ou pode ser induzida por fatores exdégenos (Cann and Hicks,
2007). Uma das principais fontes exdgenas de DSB ¢€ a irradiacéo ionizante (raios X
e radiacdo gama). As fontes de dano ao DNA sao diversas, incluindo irradiacao,
guimioterapia entre outros. Porém independente da fonte o efeito € similar e resulta
na ativacao da proteina supressora de tumor p53, que pode levar a repressdo do
ciclo celular, envelhecimento ou apoptose (Harper and Elledge, 2007).

As células de mamiferos possuem um sistema complexo de reparo do DNA
para contornar os danos provocados pelos DSBs, incluindo ativacdo de vias de
sinalizacdo envolvidas no reparo de DNA, checkpoints no ciclo celular e apoptose
(Cann and Hicks, 2007). Um dos primeiros passos para o reparo é a identificacdo da
presenca dos DSBs, que pode ser feita pela identificacdo da histona H2AX
fosforilada, observada ap6s 1 minuto do dano ao DNA (Rogakou et al,
1998;Rogakou et al., 1999). Logo ap6s o dano ao DNA as cinases ATM (do inglés
Ataxia Telangiectasia Mutated) ou ATR (relacionadas a ATM e Rad3), principais
cinases envolvidas na via de sinalizacdo de reparo ao DNA, sdo ativadas e
fosforilam a histona H2AX (forma variante da histona H2A). Apos a fosforilacdo de
H2AX, que acontece em uma regido de megabases adjacentes ao DSBs, varias
proteinas migram para estes sitios formando estruturas conhecidas como Foci
(revisto por Cann and Hicks., 2007). Os Foci recrutam varios outros mediadores
formando grandes complexos de reparo. Entre os mecanismos de reparo, a
recombinacdo ndo homologa End-Joining (NHEJ) representa a principal via, seguida
da ativacdo da sinalizacdo dependente de ATM e da recombinacdo homdéloga
(Jeggo and Lavin, 2009). O tipo de lesdo e a fase do ciclo celular determinam a via
de reparo a ser usada (Morris, 2010), onde NHEJ representa a principal via em
GO0/G1 e recombinacdo homologa atua na fase S/G2 (Jeggo and Lavin., 2009).

Vérias proteinas envolvidas no reparo do DNA foram identificadas como alvo da
via de SUMOilagao (Morris, 2010), sugerindo a participagdo da SUMOilagao nesta
via. A regulacdo da enzima TDG (do inglés Thymine DNA Glycosylase) é um
exemplo da participacdo da via de SUMOilacdo na regulacdo do reparo do DNA

(Morris, 2010). TDG reconhece e remove bases aberrantes no DNA, deixando um
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sitio sem base que sera logo em seguida reparado por outras enzimas. O passo
limitante desse processo € a liberacdo de TDG do sitio onde a base foi removida.
Foi demonstrado que a SUMOilacdo de TDG induz a mudancga conformacional no
dominio N-terminal de TDG que reduz a sua afinidade pelo DNA, deixando assim
esse sitio livre para atuacédo das proximas enzimas de reparo (Morris, 2010). Outro
importante exemplo da participacdo da SUMOilacdo na resposta ao dano ao DNA &
modificacdo de BRCAL (Morris et al., 2009). BRCA1 participa do processo de reparo
ao DNA atuando como uma ubiquitina ligase. Morris e colaboradores demonstraram
gue em resposta ao estresse genotoxico, BRCA1l co-localiza com SUMO1,
SUMO2/3 e Ubc9 nos sitios de dano ao DNA sendo SUMOilada (Morris et al.,
2009). Sua SUMOilacdo aumenta sua atividade como ubiquitina ligase e também
auxilia no seu acumulo nas regibes de DSB. Estes exemplos fortemente sustentam
o envolvimento da via de SUMOilacao na resposta ao dano no DNA.

Interessantemente, as proteinas SUMO E3 ligase da familia PIAS foram
encontradas dentro dos Foci e tém sido descritas como participantes da resposta ao
dano no DNA (Zhao and Blobel, 2005). Foi demonstrado que SUMO1 e SUMO2/3
se acumulam nos sitios de dano no DNA com cinéticas diferentes, sugerindo que
esse processo possa requerir diferentes E3 ligases (Morris et al., 2009). De fato, a
deplecdo de PIASy notavelmente reduz o acumulo de SUMO1l e SUMO2/3,
enquanto a deplecdo de PIAS1 s6 influencia a cinética deste ultimo (Galanty et al.,
2009). PIAS1 e PIASy aumentam a SUMOilacdo de BRCAL induzida por radiacdo
ionizante nos sitios DSB. Essas duas E3 ligases sao requeridas para o
recrutamento de BRCAL para os sitios de DSB e também participam diretamente da
resposta ao dano no DNA (Morris et al., 2009). Além de BRCAL, outro efetor do
sistema de reparo, a proteina 53BP1 também foi SUMOilado ap6s estimulo por
radiacdo ionizante, mas esse processo so foi dependente de PIASy e ndo de PIAS1.
PIASy também parece estar envolvida na ubiquitinacdo de outros fatores da via de
reparo como a histona H2A (Galanty et al., 2009). Estes resultados suportam o
modelo de que as proteinas PIAS1 e PIASy séo recrutadas para os sitios DSB,
onde auxiliam na conjugacdo de SUMO a efetores da via de reparo e também
atuam recrutando efetores para estes sitios de maneira independente da sua
atividade como E3 ligase (Galanty et al., 2009;Morris et al., 2009).

Nado somente PIAS, mas outras SUMO E3 ligases, como Pc2, também foram

descritas como participantes da resposta ao dano no DNA (Roscic et al., 2006;
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Renner et al., 2010). HIPK2 ¢é uma cinase induzida por dano ao DNA, que atua na
retencdo do ciclo celular, apoptose e represséao transcricional. O dano ao DNA induz
a SUMOilacdo de HIPK2 mediada por Pc2, consequentemente aumentando a
atividade de HIPK2 como repressor transcricional (Roscic et al., 2006). HIPK2 foi

identificada como um dos ligantes para STI1 pela varredura em duplo hibrido.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CONSTRUCOES

As construgbes GFP-STI1, CFP-STI1 e YFP-STI1 foram produzidas no
Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer por Marilene H. Lopes e Vilma R.
Martins. As demais constru¢cdes usadas no projeto nos foram gentiimente cedidas
por outros grupos e estdo listadas na tabela 2, bem como suas principais

caracteristicas.

Tabela 2: Construgdes

Tamanho em .
Construcéao Origem SDS PAGE Sequenciamen Responsavel
(kDa) 0

pCS2-YFP-Ubc9 Humano 46 kDa confirmado David Wotton

pCS2-CFP-SUMO1 | Humano 37 kDa confirmado David Wotton

pCMV5-FLAG-SUMO3 | Humano 13 kDa confirmado David Wotton

pCMV5-FLAG-Pc2 | Humano 64 kDa confirmado David Wotton
pCMV MYC — PIASy ? ~75 kDa confirmado Lienhard Schmitz
pCMV MYC - PIAS1 | mouse 75 kDa Confirmado Lienhard Schmitz

YFP-PML Humano - Confirmado Marc Tini

2.2 CULTURA DE CELULAS

Células CF10 (uma linhagem neuronal knock-out para PrP®, derivada de

camundongos 129/Ola Prnp®°

) foram gentilmente cedidas por Suzette Priola (NIH).
Estas células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium,
Gibco Life Tecnologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco Life
Tecnologies) e 2 mM de glutamina (meio completo), em garrafas de cultura de 50 ml
em estufa a 37°C com atmosfera de 95% de ar e 5% de CO,. Somente apos
transfeccéo, estas células eram mantidas por dois dias neste mesmo meio porém
desprovido de soro fetal bovino.

A linhagem estavelmente transfectada PrP3F4 foi mantida no mesmo meio

utilizado para células CF-10 acrescido de 1,0 ug/ul de Higromicina B (Invitrogen).
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2.3 CULTURA DE ASTROCITOS

Fémeas gravidas (15 a 16 dias) foram anestesiadas com injecdo de
ketamina:xilezina (2:1) e entdo foram sacrificadas por deslocamento cervical. Os
embrides foram removidos e colocados imediatamente em HBSS gelado e estéril.
Os hemisférios corticais foram dissecados, separados do estriado e mantidos a 4°C
por 1 hora. Dentro do fluxo, os cortexes foram dissociados em 5 ml de meio
completo (D-MEM, 10% de soro fetal bovino e antibidticos) pipetando-se varias
vezes com pipeta de 10 ml. As células foram plaqueadas em placas de 100 mm preé-
tratadas com poli-L-lisina. Completou-se o meio para 10 ml de volume final e
manteve-se as culturas na incubadora a 37°C, 5% de CO,. No dia seguinte lavou-se
as culturas com HBSS para remover os neurdnios e debris celulares. Trocou-se o
meio das culturas a cada dois dias. Para soltar os astrécitos das placas, lavou-se as
células com 2 ml de tripsina-EDTA (Invitrogen) e incubou-se com 3 ml desta mesma
solucéo por 4 minutos a 37°C. As células foram soltas, homogeneizadas com meio
completo, contadas e plagueadas em placas de 35 mm com laminula de vidro
(MatTek) pré-tratadas com poli-L-lisina. Novas culturas foram feitas semanalmente.

2.4 TRANSFECCAO

As células CF-10 e PrP3F4 foram transfectadas utilizando-se lipossomas.
Vinte e quatro horas antes da transfeccao as células foram plaqueadas, em uma
densidade de 1x10° células por laminula (placas de 35mm com laminula de vidro de
0.085-0.13mm da MaTeck), e mantidas em meio completo.

A transfeccdo foi realizada utilizando Effectene (Qiagen) ou Lipofectamina
(Invitrogen), seguindo-se as instru¢des do fabricante. As células foram transfectadas
com uma quantidade variavel de DNA, dependente da construcao utilizada,
seguindo-se a relacdo 10ul de efectene ou 2.5ul de Lipofectamina para cada 1 ug
de DNA. No caso das placas controle, utilizou-se vetores sem inserto para que a
guantidade total de DNA por placa fosse mantida em todas as condi¢des. As placas
foram incubadas com os lipossomas por seis (effectene) ou quatro horas
(lipofectamina) a 37°C em meio sem soro. Apés o periodo de incubacéo, as células
foram lavadas 2X com tampdo HBSS (KCI| 5.33 mM; KH,PO,4 0.441 mM; NaHCO3;
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4.17 mM; Na;HPO, 0.338 mM; D-glicose 5.56 mM), e mantidas em meio sem soro
por 48 horas com adicdo de higromicina B para selecdo das células PrP3F4
positivas.

As células HEK foram transfectadas utilizando-se cloreto de célcio (Ferguson
and Caron, 2004). Para os experimentos de Co-Imunoprecipitacdo estas células
foram plagueadas em placas de 100 mm quarenta e oito horas antes da
transfeccdo, em uma densidade de 1x10°. A transfeccdo com cloreto de célcio
(CaCly) foi feita da seguinte maneira: colocou-se 450ul de HBSS 1X em tubos de
1.5ml; colocou-se os respectivos DNAs e em seguida 50ul de CaCl, a 2,5 M;
gotejou-se 500ul de HBSS 1X sobre a solucdo com DNA, gotejou-se lentamente a
mistura duas vezes e adicionou-se sobre cada placa. As células foram deixadas
com o complexo de transfeccdo por 16 horas, lavadas com tampao HBSS e

deixadas em meio completo por quarenta e oito horas.

2.5 CO-IMUNOPRECIPITACAO

Os experimentos de Co-Imunoprecipitacao foram realizados em células HEK.
Quarenta e oito horas ap0s a transfeccao, as células foram lisadas utilizando-se um
kit de extracdo de proteinas da Millipore de acordo com as instrucfes do fabricante.
Este kit foi utilizado para garantir que as proteinas nucleares como PIAS1, PIASy e
Pc2 fossem extraidas. ApGs a lise, a quantidade de proteinas totais foi dosada pelo
método de Bradford e em seguida incubou-se 800ug do lisado com as beads pré-
tratadas. O pré-tratamento das beads consistiu em 3 lavagens com tampéao PBS (58
mM de Na,HPO,4, 17 mM de NaH,PO, e 68 mM de NaCl) e adicdo de 1% de
albumina bovina (BSA — solucdo estoque 10%) no momento do uso para dificultar a
ligacdo de proteinas inespecificas. Para as Co-imunoprecipitacdes de PIAS1, PIASy
e Ubc9 utilizou-se beads com anticorpos para a proteina HA imobilizados em
agarose (SIGMA) e para a Co-imunoprecipitacdo de Pc2 utilizou-se as beads com
anticorpos para a proteina FLAG imobilizados em agarose (SIGMA). Os lisados
foram incubados com as beads por 4 (Pc2) ou 16 horas (demais proteinas). Apds o
periodo de incubacédo as beads foram centrifugadas a 5000g por 2 minutos a 4°C e
0 sobrenadante descartado. As beads foram entdo lavadas 3 vezes em tampao
TritonX-100 1% (NaCl 50mM, Tris 50mM, pH= 7.4) e 3X em tampdo PBS. Em
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seguida, adicionou-se 30ul de tamp&o de amostra 3 vezes sem agente redutor e
ferveu-se os tubos por 5 minutos a 100°C. Preparou-se também tubos contendo
60ug de lisado total para avaliacdo da expressao das proteinas alvo. Estes lisados
foram fervidos a 100°C com tampao de amostra 6 vezes, contendo agente redutor,
por 5 minutos. As proteinas dos lisados e precipitados foram separadas por
eletroforese e submetidas a Western Blotting.

2.6 AVALIACAO DAS FRACOES NUCLEARES E CITOPLASMATICAS

Com o objetivo de avaliar a expressao de STI1, SUMOL1 e 3 e PIAS1 em
diferentes compartimentos celulares, realizou-se uma separacdo bioquimica das
fracOes nucleares e citoplasmaticas em células HEK. Para isto utilizou-se um dos
kits de fracionamento celular da Millipore (Kit 2145) adaptando-se as instru¢des do
fabricante. No dia do experimento, lavou-se as placas 1X com PBS gelado e soltou-
se as células das placas com PBS-EDTA. A suspensédo de células foi transferida
para tubos de 15 ml e entdo centrifugadas a 1000g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 150ul por tubo de tampdo C para
extracdo de proteinas citoplasmaticas (Tampdo C acrescido de Inibidor de
Proteases 1:100, N-etilmaleimido 20mM). A suspenséo foi submetida a rotacdo por
20 minutos a 4°C. ApGs os 20 minutos as células foram passadas em uma seringa
de 1ml com agulha bem fina varias vezes, para romper a membrana citoplasmatica
e liberar os nacleos. A mistura foi entdo centrifugada a 15000g por 20 minutos a
4°C; o sobrenadante foi transferido para novos tubos e corresponde a fracéo
citoplasmatica. O pellet foi ressuspendido em 1ml de tampdo W e submetido a
rotacdo por 20 minutos a 4°C. Esse procedimento foi realizado duas vezes para
lavar o pellet e garantir que ndo houvesse contaminacdo com proteinas citosélicas.
Apbs a ultima lavagem centrifugou-se a suspensao a 150009 por 20 minutos a 4°C.
Descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 60ul por tubo de tampé&o N (acrescido
de Inibidor de Proteases 1:100, N-etilmaleimido 20mM). A suspensao foi passada
novamente em seringa de 1ml com agulha fina e submetida a rotagcéo por 1 hora a
4°C. A mistura foi centrifugada a 15000g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante,

correspondente a fracdo nuclear, foi transferido para novos tubos.
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ApoOs a extracdo, os lisados foram submetidos a eletroforese de proteinas e
Western Blotting. Foram utilizados os anticorpos anti-GAPDH como marcador

citoplasmatico e anti-PIAS como marcador nuclear.

2.7 IMUNOFLUORESCENCIA

Apos 48 horas de transfeccédo, as células foram lavadas 2X com PBS 1X e
fixadas por 20 minutos em p-formaldeido 4% (Polyscience) diluido em PBS a partir
de uma solugcéo estoque 16% no momento do uso. Apds o tempo de fixacdo as
células foram lavadas 3X com PBS abundante e permeabilizadas por 5 minutos em
PBS 0.5% Triton X-100. As células foram entdo bloqueadas utilizando-se PBS 1%
BSA (albumina bovina- SIGMA), 2.5% soro de cabra (SIGMA) por 1 hora a
temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio as células foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios, preparados em PBS 0.1% BSA 01% Triton X-100,
over night a 4°C. No dia seguinte as células foram lavadas 3X (5 minutos cada
lavagem) com PBS e incubadas com o0s respectivos anticorpos secundarios
preparados em PBS 0.1% BSA 01% Triton X-100, por 1 hora a temperatura
ambiente. Nos experimentos em que foram utilizados o marcador de nucleo To-
PRO-3 (Invitrogen) ele foi adicionado junto com os anticorpos secundarios na
concentracgao final de 1uM por 1 hora. Apés as incubagdes as células foram lavadas
3X (5 minutos cada lavagem) com PBS 1X. Quando n&do foram usadas as placas da
MaTeck, as laminulas foram montadas em laminas utilizando-se HydroMount e

entdo analisadas.

2.8 ANTICORPOS

Os anticorpos e as respectivas dilui¢cdes utilizadas estao listados na Tabela 3
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Tabela 3: Anticorpos utilizados

Diluicdo para

Diluicao para

Anticorpo Fabricante Imunofluores Western
céncia Blotting

Coelho anti-SUMO1 Zymed - 1:1000
Coelho anti-SUMO3 Zymed 1:100 1:1000
camungongo anti-FLAG SIGMA 1:200 1:1000
Coelho anti-FLAG SIGMA 1:200 1:1000
camundongo anti-MYC SIGMA 1:300 1:1000
galinha anti-MYC ABCAM 1:200 1:1000
Coelho anti-STI1 ILPC 1:200 1:5000
camundongo anti-PrPC ILPC 1:200 1:1000
Camundongo anti-PrPc 8H4 ABCAM 1:100 -
cabra anti-PIAS1 Santa Cruz 1:100 1:500
cabra anti-PIASy Santa Cruz 1:100 1:500
Coelho anti-Pc2 ABCAM - 1:500
Anti-UBC9 Zymed - 1:1000
Coelho anti-Phospho-Histone . .
H2AX (Ser139) Cell signaling 1:250 -
Coelho anti-histona H3 SIGMA - 1:5000
camundongo anti-GAPDH ABCAM - 1:5000
Camundongo anti-HA ABCAM - 1:1000
Anti-coelho peroxidase BioRad - 1:10 000
Anti-camundongo peroxidase SIGMA - 1:10 000
Anti-cabra peroxidase SIGMA - 1:10 000
Anti-camundongo AF488 INVITROGEN 1:800 -
Anti-camundongo AF633 INVITROGEN 1:800 -
Anti-coelho AF546 INVITROGEN 1:800 -
Anti-coelho AF633 INVITROGEN 1:800 -
Anti-cabra AF633 INVITROGEN 1:800 -

ILPC = Instituto Ludwig de Pesquisa para o Céncer; AF = Alexa Fluor
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2.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS EM EXTRATOS DE CEREBRO
DE CAMUNDONGO

Foram utilizados extratos de diferentes regides do cérebro de camundongos
selvagens. Estes extratos foram produzidos por um dos estudantes de POs-
doutorado do laboratério e mantidos no freezer -80°C. Um total de 100 pg de
proteinas totais foram submetidas a eletroforese de proteinas e Western Blotting

utilizando-se anticorpos especificos para as proteinas alvo.

2.10 ENSAIO DE CHOQUE TERMICO

Culturas primarias de astrocitos plaqueados em laminas de microscopia e
nao transfectados ou transfectados com as constru¢cbes alvo desejadas foram
submetidos a um ensaio de Choque Térmico. Neste ensaio os astrécitos foram
lavados com meio DMEM sem soro pré-aquecido a 40°C e incubados nas estufa a
43°C por 30 minutos. As placas controles foram tratadas da mesma maneira, porém
incubadas a 37°C por 30 minutos. Apos o periodo de incubacao, as células foram
lavadas uma vez com PBS e fixadas durante 20 minutos utilizando-se p-
formaldeido 4% diluido em PBS. Segui-se entdo o protocolo de imunofluorescéncia

e aquisicdo das imagens.

2.11 ENSAIO DE DANO AO DNA POR IRRADIACAO

Cultura primaria de astrocitos plaqueados em laminas de microscopia e nao
transfectados ou transfectados com as construcdes alvo desejadas foram
submetidos a um ensaio de dano ao DNA por irradiacdo. As placas foram
submetidas a raio X na intensidade de 60 kvp por 5 minutos ou 50 kvp por 10
minutos no aparelho Faxitron RX-650. As células foram entdo imediatamente
fixadas ou deixadas na estufa de CO, a 37°C por 30 minutos e 1 hora. Apds o
periodo de incubagédo as células foram fixadas durante 20 minutos utilizando-se p-
formaldeido 4% diluido em PBS. Seguiu-se entdo o protocolo de imunofluorescéncia

e aquisicao das imagens.
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2.12 AQUISICAO DE IMAGENS

As imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia confocal,
Leica SP5, com objetivas de imersdo em 4gua (63 x 1.2 NA) e 6leo (63 x 1.4 NA),
utilizando o Software LAS AF LITE. Para excitar as preparacdes foram utilizados
laser de argbnio (458, 476, 488, 496 e 514 nm) e laser de hélio-nebnio (543, 594 e
633 nm). A luz emitida foi selecionada por separacdo espectral, para cada
comprimento de onda de excitacao utilizado. Os comprimentos de onda de absorcéo
e emissao dos anticorpos e marcadores fluorescentes utilizados neste trabalho

estao listados na tabela 4.

Tabela 4: Comprimento de onda de absorcdo e emissdo dos marcadores
fluorescentes utilizados.

Marcador fluorescente Absorgéo (nm) Emisséo (nm)
Alexa-633 632 647
Alexa-546 546 570
Alexa-488 489 508
EGFP 484 510
CFP 434 477
YFP 514 527
TO-PRO-3 642 661

2.13 ANALISE DAS IMAGENS

Para analise das imagens foram utilizados os seguintes programas: LAS AF

LITE da Leica, LSM Image Browser da Zeiss, Metamorph e Adobe Photoshop.

2.14 QUANTIFICACOES

As quantificagbes das imagens de microscopia foram feitas utilixando-se o
programa Metamorph. A intensidade da fluorescéncia no nudcleo e no citoplasma das
células foram determinadas e normalizadas pelas respectivas areas. Para corrigir as
diferencas de expressao de STI1 em cada célula, a fluorescéncia normalizada do

nucleo foi entdo dividida pela pela fluorescéncia normalizada do citoplasma.
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No caso das quantificacdes de proteinas submetidas a Western Blotting, foi

utilizado o software FluorChem Q e também Image J.

2.15 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados foram feitas utilizando-se o programa

Sigma Stat e os gréficos foram feitos no Graph Pad.
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3 OBJETIVOS

A primeira parte deste trabalho de tese teve como objetivo geral:

Estudar os mecanismos intracelulares que regulam as fungdes fisioldgicas de STI1.
Objetivos especificos:

1- confirmar as interacbes de STI1 com seus novos ligantes identificados no
screening de duplo hibrido, em células de mamiferos;

2- estudar, através de microscopia confocal, possiveis alteracdes na distribuicao
intracelular de STI1 na presenca de SUMO1 ou SUMO3;

3- estudar, através de microscopia confocal, co-localizacdo de STI1 e da E2 ligase
Ubc9;

4- estudar, através de microscopia confocal, a co-localizacdo de STI1 e das E3
ligases PIAS1, PIASy e Pc2;

5- investigar possiveis alteracdes na distribuicdo intracelular de STI1 e PrP¢ em
cultura primaria de astrécitos, na presenca das proteinas da via da SUMOilacgéo;

6- identificar suborganelas positivas para STI1 endogena;

7-investigar a influéncia de certas condicbes de stresse sobre a distribuicdo

intracelular de STI1.
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4 RESULTADOS

4.1 CONF!RMAQAO DAS INTERACOES DETECTADAS NA VARREDURA DE
DUPLO HIBRIDO

A STI1 é uma co-chaperonina que auxilia no enovelamento de proteinas
através da sua interacdo com as chaperonas HSP90 e HSP70 (Song and Masison,
2005). Apesar de ser uma proteina citoplasmatica, a STI1 é direcionada para o
ndcleo em fases especificas do ciclo celular, sendo este transporte regulado por
cinases envolvidas neste evento (Longshaw et al., 2004). Ainda ndo se sabe qual a
finalidade do direcionamento de STI1 para o nucleo bem como todos os
mecanismos envolvidos neste transporte. Acredita-se, que assim como as
chaperonas HSP70 e HSP90, a STI1 exerca fungbes especificas no nucleo.

Soares e colaboradores demonstraram que a STI1 interage com proteinas
envolvidas na via de SUMOilacdo - um conhecido processo envolvido no transporte
nuclear de diversas proteinas (revisto por Johnson, 2004). Estas interacdes foram
vistas através de ensaio de duplo hibrido em leveduras. Para confirmar estas
interacbes em células de mamiferos, nos realizamos ensaios de Co-
Imunoprecipitacdo. Como mostrado anteriormente na introducdo deste trabalho
(Capitulo I, Tabela 1), a STI1 interage com varias proteinas de diferentes grupos.
Tendo em vista a identificacdo de varias proteinas envolvidas na via de
SUMOilacdo, nés decidimos explorar melhor estas interacbes. Dessa forma, o
envolvimento nessa via foi um dos critérios usados para selecdo das proteinas a
serem analisadas.

Células HEK 293 foram co-transfectadas com STI1-HA e Ubc9-Flag, PIASy-
Myc, PIAS1-Myc ou Pc2-Flag e lisadas utilizando-se um kit de extracao de proteinas
citoplasmaticas e nucleares. As fracdes nulceares e citoplasmaticas foram juntadas
e incubadas com beads HA para precipitacdo de STI1. Apés a liberacdo das
proteinas das beads de HA, os extratos foram submetidos a eletroforese e Western
Blotting, e as membranas reveladas para as proteinas ligantes de STI1. Apenas no
caso de Pc2, foi utilizado beads de Flag para precipitacdo de Pc2 ao invés de STI1
devido a interacdo do tag Flag com as beads de HA (dados ndo mostrados). A figura
4 mostra o resultado das Co-Imunoprecipitacdes, confirmando a interacdo de STI1
com a SUMO E2 ligase Ubc9 e com as SUMO E3 ligases PIAS1, PIASy e Pc2.

35



CAPITULO I: RESULTADOS

IP: a-HA IP: a-HA 1
Column:
a-Ubc9 . <— Ubc9-Flag a-MYC | e <—PIAS1-MYC
U B | «—STI1-HA a-STIL | Loth o) <—STIL-HA
Lysates: Lysates:
a-Ubc9 @ . ‘ . ‘Q_chg CMYC | e ey <—PIAS1
a-HA %3 ' <—STI1-HA a-STIL | "= o =" | 4—STI1-HA
STITHA & o & = STITHA A
Ubc9-Flag - + + - PIAS1-MYC + +
IP: a-HA IP: o-FLAG
Column: '
W S [ e— e [ | «sm
o
a-STI1 u . <—STI1-HA o-Flag - . - Pc2-Flag
Lysates: Lysates:
a-PIASy g- <— PIASYy a-STI1 | — _..-.—- <—STI1
WD =0
a-sTIL u ‘s.— <—STi1 aFlag Pc2-Flag
STITHA ¥ e & B - .-
PIASY-Myc R T STI1-HA ¥ = ®
Pc2-Flag - + +

Figura 4: Confirmacdo da interacdo de STI1 com proteinas da via de
SUMOilacdo em célula de mamiferos.

Células HEK 293 foram co-transfectadas com STI1-HA e Ubc9-Flag (A), PIAS1- Myc (B),
PIASy-Myc (C) ou Pc2-Flag (D). O extrato total de proteinas foi incubado com beads de HA
ou Flag, para precipitacdo de STI1 ou Pc2 respectivamente. Ap6és o imunoblotting, as
proteinas foram reveladas utilizando-se anticorpos anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:5000), anti-
Ubc9 (Zymed, 1:1000), anti-PIAS1 ou anti-PIASy (Santa Cruz, 1:1000) e anti-Flag (Sigma,
1:1000). As setas apontam para as bandas referentes a Co-Imunoprecipitacdo dos ligantes
de STI1. Os dois primeiros painéis de cada grupo representam as proteinas precipitadas
pelas beads e os dois Ultimos painéis de cada grupo representam a expressdo das
proteinas nos lisados. A figura corresponde a imagens representativas de 5 experimetnos
independentes.

A confirmacgéo da interacdo entre STI1 e as proteinas da via de SUMOilacdo em
células de mamifero sugere que estas proteinas sejam encontradas em regides
comuns e interajam in vivo. De modo geral os componentes da via de SUMOilac&o
sdo altamente conservados entre os eucariotos e sdo amplamente expressos no

organismo (revisto por Johnson, 2004). Dados do Atlas Allen Brain
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(http://www.brain-map.org/) contituem uma importante fonte de informacdo sobre a

expressdo génica da maior parte das proteinas. NOs utilizamos este atlas para
pesquisar a expressao génica das proteinas da via de SUMOilacao ligantes de STI1
(e da prépria STI1) e vimos que com excecao de PIASy, os mRNAs para todas
estas proteinas sdo expressos no ceérebro, principalmente no hipocampo (Figura
5A). Estes dados estdo de acordo com o trabalho de Hajj e colaboradores
mostrando que STI1 apresenta uma expressao difusa pelo organismo, sendo
observada desde o inicio do desenvolvimento (Hajj et al.,, 2009). Nés decidimos
entdo avaliar a expressao protéica dos ligantes de STI1 no cérebro, e para isso nos

realizamos Immunoblotting com extratos protéicos de diferentes regides do SNC de

camundongos selvagens (Figura 5B).
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Figura 5: Avaliagcdo da expressdo de STI1 e seus ligantes em diferentes
regides do cérebro de camundongos.
A:Expressdo génica de STI1 e das proteinas PIAS, Pc2 e Ubc9 no cérebro de
camundongos. A figura mostra a expressao dos mRNAs para as proteinas citadas
analisadas através de hibridizacdo in situ. As imagens coorespondem a cortes
sagitais do cérebro. Fonte: Allen Brain Atlas. B:Extratos protéicos de varias partes
do SNC de camundongos foram submetidas a eletroforese e imunoblotting. A
expressdo das proteinas foi revelada utilizando-se anticorpos especificos. GAPDH
foi utilizado como controle do carregamento do gel. A Figura corresponde a imagem
representativa de 3 experimentos independentes.

A expressado de STI1 foi vista em todas as regides do cérebro analisadas,
assim como a expressao de seus ligantes. Estes resultados nado invalidam a idéia de

gue estas proteinas possam interagir in vivo.

4.2 STI1 E AS PROTEINAS SUMO

A interacdo entre STI1 e as proteinas SUMO nao foi vista no ensaio de duplo
hibrido. Porém, a interacdo de STI1 com o0s outros componentes da via de
SUMOilacdo sugere que STI possa ser modificada por esta via. De fato, Soares e
colaboradores mostraram que STI1 é SUMOilada in vitro e in vivo por SUMOL1 e
SUMO2/3 (Anexos 1 e 2). As consequéncias da SUMOilacdo de proteinas podem
ser diversas, desde modificacdo na localizacéo intracelular a estabilidade (Geiss-
Friedlander and Melchior, 2007). Para investigar se os ligantes de STI1 encontram-
se nos mesmo compartimentos celulares que esta co-chaperonina, e para
determinar possiveis consequéncias da SUMOilacdo sobre as funcdes de STI1, nos
comecamos avaliando a distribuicdo intracelular dos componentes da via de
SUMOilagdo. Para isso nés utilizamos a STI1 em fusdo com diferentes proteinas
fluorescentes como GFP, CFP ou YFP e os demais plasmideos codificando para os
ligantes de STI1, SUMO1 e SUMO3.

As proteinas SUMO correspondem a uma familia de proteinas de 4 membros.
SUMOL1 é uma proteina de aproximadamente 11.6 kDa ubiquamente expressa que
apresenta 47% de homologia com SUMOZ2 e 3. Ja SUMO 2 e 3 diferem entre eles
em apenas 3 residuos, apresentando 97% de homologia (Martins et al., 2007).
SUMO4 é a isoforma menos caracterizada e ndo foi utilizada neste trabalho. Para

avaliarmos se SUMO encontra-se no mesmo compartimento que STI1 e se a
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expressdo das proteinas SUMO altera o padrdo de distribuicdo celular de STI1,
células PrP3F4 foram co-transfectadas com SUMO1-CFP e STI1-YFP ou SUMO3-
Flag e STI1-YFP. Quarenta e oito horas ap0s a transfeccao as células foram fixadas
em p-formaldeido e analisadas por microscopia confocal (Figura 6). Ao contrario do
gue se esperava, ndo houve alteracées no padrdo de localizacdo celular de STI1
por SUMOL1 (Figura 6, segundo painel), e hd uma fraca co-localiza¢do entre estas
proteinas no citoplasma. No entanto, observamos mudanga na localizagdo de
SUMOL. Observa-se que o SUMO1-CFP torna-se bem menos citoplasmatico e se
organiza em forma de grumos no nucleo. Essa organizacdo de SUMO1 mediada por
STI1, sem alteracdo na distribuicio da mesma, sugere que a STI1 pode estar
envolvida na SUMOilacdo de outras proteinas.

Em relacdo a SUMOS, os resultados mostram um aumento na localizacéo de
STI1 no ndcleo na presenca dessa proteina. Esse aumento foi quantificado e é
estatisticamente significativo quando comparado com células que ndo expressam
SUMO3 recombinante. E possivel que STI1 seja preferencialmente SUMOilada por
SUMO3 em células PrP3F4.
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Figura 6: Avaliacdo da distribuicao intracelular de STI1 na presenca de SUMO1
e SUMO3.

Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-YFP e SUMO1-CFP ou STI1-YFP e
SUMOS3-Flag. O primeiro painel representa a expressao independente destas proteinas. O
segundo painel corresponde a co-expressdo de STI1 com SUMO1. Note a alteracdo no
padrdo de distribuicdo de SUMO1 induzido por STI1. As imagens correspondem a fatias
Oticas representativas de oito experimentos independentes. O terceiro painel corresponde a
co-expressao de STI1 com SUMO3, onde observa-se alteracdo na distribuicdo de STI1. A
quantificacdo da fluorescéncia nuclear foi feita no programa Metamorph e os resultados
normalizados pela expressdo citoplasmatica de cada célula. Os resultados mostram a
média + SD e foram comparados utilizando-se Test t-student. Foram utilizadas um minimo
de 80 células para quantificacdo. * representa diferenca estatistica, p < 0.0001. Barra: 20
um.
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4.3 STI1 e Ubc9

Para determinar se STI1 e Ubc9 encontram-se nos mesmos compartimentos
celulares nos estudamos a distribuicdo das duas proteinas por microscopia confocal.
Além disso, dada a alteracdo de localizacdo de STI1 por SUMO3, nés decidimos
também fazer a mesma analise na presenca de SUMO1 e SUMO3 co-expressando
Ubc9. Ubc9 € a Unica E2 ligase para SUMOilacdo que se liga tanto a SUMO quanto
ao substrato mediando a conjugacdo de varias proteinas. Esse processo algumas
vezes acontece de forma independente da presenca de E3 ligases (revisto por
Johnson, 2004). Os resultados das microscopias mostram que Ubc9 se distribui
principalmente no nucleo, com fraca expressdo no citosol, onde parece se co-
localizar com STI1 (Figura 7B). A co-expressao de Ucb9-YFP com STI1 nédo induziu
alteracdes na distribuicdo intracelular de STI1, mesmo na presenca de SUMO1 ou
SUMO3 (Figura 7B, C, D). Estes resultados sugerem que a SUMOilacdo de STI1
pode depender da presenca de alguma E3 ligase. Interessantemente, ndo houve
alteracdo na distribuicdo de STI1 na presenca de SUMO3 quando Ubc9 foi co-
expressa (Figura 7, D). Tendo em vista a forte co-localizagédo entre Ubc9 e SUMO3,
€ possivel que haja o redirecionamento de SUMOS3 para outros sitios celulares por
Ubc9. Portanto a maior fracdo de Ubc9 nédo se localiza com STI1; como STI1 pode
ser encontrada no nucleo em certas fases do ciclo celular, é possivel que estas

proteinas se encontrem nesta organela.
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STI1-GFP Ubc9-YFP SUMO1-CFP SUMO3-Flag

B STI1-GFP Ubc9-YFP Merge

C STI1-GFP SUMO1-CFP Ubc9-YFP Merge

STI1-GFP SUMO3-Flag Ubc9-YFP Merge

Figura 7: : Ubc9 néo altera a distribuicao intracelular de STI1.

Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-GFP e Ubc9-YFP na presenca ou
auséncia de SUMO1-CFP ou SUMOS3-Flag. O painel A representa a expressao
independente destas proteinas. A super expressdo de Ubc9 ndo alterou a distribuicdo
intracelular de STI1 (B), mesmo quando SUMOL1 (C) ou SUMO3 (D) foram expressos. Note
a forte co-localizacao entre Ubc9 e as proteinas SUMO (C e D). As imagens correspondem
a fatias oOticas representativas de 4 experimentos independentes.
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4.4 STI1 e PIAS

Entre os ligantes de STI1 identificados no ensaio de duplo hibrido estdo as
proteinas PIAS. Esta familia de proteinas identificadas inicialmente como inibidores
de fatores STAT, também atua como E3 ligase na via de SUMOilacdo (Palvimo,
2007). Trata-se de uma familia constituida por quatro membros - PIAS1, PIASX,
PIAS3 e PIASy — envolvidos na SUMOilagdo de varios fatores de transcri¢ao.

Sabe-se que as E3 ligases, apesar de ndo serem necessdrias para
SUMOilacao de varias proteinas, podem aumentar consideravelmente a eficiéncia
desse processo. NOs novamente avaliamos a co-localizacdo entre STI1 e as E3
ligases identificadas no duplo hibrido: PIAS1, PIASy e Pc2, e a distribuicdo
intracelular de STI1 na presenca destas proteinas.

Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-YFP e PIAS1 (Figura 8) ou
PIASy (Figura 9) na auséncia e presenca de SUMO. As células foram
imunomarcadas com anticorpo anti-myc e analisadas no microscépio confocal. A co-
expressdo de PIAS1 com SUMO1 ou SUMOZ3 altera o padrao de distribuicdo destas
proteinas (Figura 8B e C). Tanto PIAS1 quanto SUMO deixam de apresentar
expressao difusa e passam a se colocalizar em pequenos granulos espalhados por
todo o nucleo. Essas alteracdes ja foram descritas na literatura e correspondem ao
direcionamento de SUMO por PIAS para sitios ativos de SUMOilagéo (Yamamoto et
al., 2003; lhara et al., 2005; Galanty et al., 2009; Morris et al., 2009).

PIAS1 nao formou granulos na presenca de STI1, mas aumentou a
localizacdo de STI1 no nucleo por si s6 e na presenca de SUMO1 ou de SUMO3
(Figura 8E, F e G). Observou-se a co-localizacdo entre STI1 e PIAS1 no nucleo.
Estes resultados sugerem que PIAS1 esteja envolvida na SUMOilacao de STI1,
atuando como uma E3 ligase nesse processo. E interessante notar que o
translocacdo de STI1 para o ndcleo na presenca de PIAS1 e SUMO3 foi maior do
gue aquele visto somente na presenca de SUMOS (gréficos das figuras 6 e 8). Da
mesma forma, o translocacdo de STI1 para o nucleo mediado por SUMO1 soO
acontece quando PIAS1 é super expressa. Estas observacBes mais uma vez
implicam PIAS1 como E3 ligase para SUMOilacdo de STI1, responsavel pelo

aumento da eficiéncia deste processo.

43



CAPITULO I: RESULTADOS

Apesar de haver redundancia quanto a SUMOilacdo de substratos pelas
diferentes E3 ligases, existe uma certa especificidade entre as proteinas PIAS
(Palvimo, 2007; Galanty et al., 2009). Nés decidimos entdo testar se PIASy também
se co-localiza com ou altera a distribuicéo intracelular de STI1. Assim como nos
experimentos com PIAS1, na presenca de PIASy as proteinas SUMO formaram
varios granulos espalhados por todo nucleo. Porém, ao contrario de PIAS1, a PIASy
nao foi recrutada para os granulos positivos para SUMO1. Talvez essa diferenca se
deva ao fato de PIASy ser mais restritiva quanto a sua atividade de E3 ligase,

exercendo varios efeitos independentes de SUMOilacéo (Zhou et al., 2008).
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A STI1-YFP SUMO1-CFP PIAS1-myc SUMOB3-Flag

SUMO1-CFP PIAS1-myc MERGE

B

C SUMO3-Flag PIAS1-myc MERGE
D STH-YFP PIAS1-myc MERGE

STI1-YFP PIAS1-myc SUMO1-CFP MERGE

F STI1-YFP PIAS1-myc SUMO3-Flag MERGE
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Figura 8: Alteracdo na distribuicdo intracelular de STI1 induzida por PIAS1.
Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-YFP e PIAS1-myc (D) e STI1-YFP,
PIAS1-myc e SUMO1-CFP (E) ou SUMO3-Flag (F). Apds quarenta e oito horas as células
transfectadas foram submetidas a imunomarcacéo utilizando-se os anticorpos anti-myc para
deteccdo de PIAS1 (Sigma, 1:100) e anti-Flag para deteccdo de SUMO3 (Sigma, 1:200). O
painel A representa a expressao independente das proteinas alvo. A co-transfeccdo de
PIAS1 com SUMO1 (B) ou SUMO3 (C) foi utilizada como controle do experimento. PIAS1
induziu aumento na expressdo de STI1 no nucleo por si sO, e também na presenca de
SUMOL1 ou SUMO3 (D, E, F). A quantificagdo da fluorescéncia nuclear foi feita no programa
Metamorph e os resultados normalizados pela expressao citoplasmatica de cada célula. Os
resultados mostram a média £ SD de 4 experimentos independentes e foram comparados
utilizando-se Test t-student. Foram utilizadas um minimo de 50 células para quantificacéo. *
representa diferenca estatistica, p < 0.0053 para STI1 e PIAS1; p < 0.0002 para STI1,
PIAS1 e SUMO1; p < 0.0001 para STI1, PIAS1 e SUMO3. Barra: 20 pum.
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STI1-YFP SUMO1-CFP PIASy-myc SUMO3-Flag

SUMO1-CFP PIASy-myc MERGE

B

C SUMO3-Flag PIASy-myc MERGE

D STI-YFP PIASy-myc MERGE

E STI1-YFP PIASy-myc SUMO1-CFP MERGE

STI-YFP PIASy-myc SUMO1-CFP MERGE
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Figura 9: Avaliacao da distribuicéo intracelular de STI1 na presenca de PIASy.
Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-YFP e PIASy-myc (D) e STI1-YFP,
PIAS1-myc e SUMO1-CFP (E) ou SUMO3-Flag (F). Ap0Gs quarenta e oito horas as células
transfectadas foram submetidas a imunomarcacéo utilizando-se os anticorpos anti-myc para
deteccdo de PIASy (Sigma, 1:100) e anti-Flag para detec¢do de SUMOS3 (Sigma, 1:200). O
painel A representa a expressao independente das proteinas alvo. A co-transfeccdo de
PIASy com SUMOL1 (B) ou SUMO3 (C) foi utilizada como controle do experimento. PIASy s6
produziu alteracdo na distribuicdo de STI1 na presenca de SUMO3 (F). A quantificacdo da
fluorescéncia nuclear foi feita no programa Metamorph e os resultados normalizados pela
expressao citoplasmatica de cada célula. Os resultados mostram a média + SD de 4
experimentos independentes e foram comparados utilizando-se Test t-student. Foram
utilizadas um minimo de 40 células para quantificacdo. * representa diferenca estatistica, p
< 0.0007. Barra: 20 um.

Diferente do observado para PIAS1, a expressdo de PIASy por si s6 ou na
presenca de SUMO1 nédo levou ao aumento da localizacdo de STI1 no nucleo
(Figura 9D, E). Esses resultados sugerem especificidade de PIAS1 como E3 ligase
para STI1. A co-expressao de PIASy e SUMO3 levou ao translocagéo de STI1 para
o nucleo (Figura 9F). Porém, como SUMO3 por si s6 ja altera a distribuicdo de STI1
€ provavel que esse efeito ndo tenha sido mediado por PIASy e sim por SUMOS3.

E interessante notar que PIASYy teve a sua distribuicdo alterada em células
co-transfectadas com STI1 e SUMO. Comparado com seu padréo de distribuicdo
sozinha ou na presenca de SUMO1, quando STI1 foi super expressa PIASy formou
varios granulos que se distribuiram por todo nucleo, co-localizando com SUMOL.
Tendo em vista que PIASy pode ser modificada por SUMOL1 (lhara et al., 2005), é
possivel que STI1 esteja participando desse processo.
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4.5 STI1 e Pc2

Outra E3 ligase identificada no ensaio de duplo hibrido como ligante de STI1
€ a Pc2. A proteina policomb 2 (Pc2) € parte de um complexo multimérico
denominado corpos dos grupos policomb (corpos PcG), que sdo sitios de
SUMOilacao envolvidos na represséo da expressdo de diversos genes (Wotton e
Merril, 2007). Para avaliar se Pc2 e STI1 co-localizam em células PrP3F4,
utilizamos novamente microscopia confocal. A localizacdo de Pc2 € nuclear e bem
distinta da localizacéo de STI1. Por outro lado como as E3 ligases parecem recrutar
SUMO e talvez STI1 para o nucleo, nds também testamos se Pc2, recruta STI1 para
0s corpos PcGs. Nesses erxperimentos células PrP3F4 foram co-transfectadas com
STI1 e Pc2-Flag na auséncia e presenca de SUMO1. As células foram
imunomarcadas com anticorpo anti-Flag e analisadas no microscépio confocal.

A co-expressao de Pc2 com SUMOL1 alterou a localizagdo subcelular de
SUMO1, recrutando-o para grandes focos nucleares caracteristicas dos corpos
PcGs (Figura 10B). Este resultado ja foi demonstrado por Kagey e colaboradores
(2003) em um trabalho onde estes pesquisadores caracterizaram Pc2 como uma
SUMO ES3 ligase. A co-expresséo de Pc2 com STI1 parece aumentar a quantidade
de granulos formados por Pc2, mas né&o altera o padréo de distribuicdo celular de
STI1 (Figura 10C). Mesmo na presen¢a de SUMO1, Pc2 ndo recruta STI1 para os
corpos PcGs (Figura 10D), sugerindo que esta E3 ligase ndo deve estar envolvida
na SUMOilacéo de STI1. Tendo em vista que Pc2 € modificada por SUMOL1 (Kagey
et al., 2003), seria interessante avaliar se STI1 esta envolvida neste processo.

Néo foi possivel avaliar alteracdes na distribuicdo celular de STI1 na
presenca de Pc2 e SUMO3 porque infelizmente ambos os plasmideos possuem o

tag Flag.

4.6 FRACIONAMENTO SUBCELULAR

Os resultados apresentados até aqui sugerem que a SUMOilacdo de STI1
leva a alteracdo na sua distribuicdo intracelular, e também apontam PIAS1 como
uma E3 ligase especifica para STI1. Para confirmar o direcionamento de STI1 para

0 nucleo promovido pelos componentes da via de SUMOilagéo, nés realizamos um
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fracionamento subcelular para isolarmos proteinas nucleares e citoplasmaticas e

avaliamos a expresséo de STI1 nestas fracoes.

A STH-YFP SUMO1-CFP Pc2-Flag
SUMO1-CFP Pc2-Flag MERGE

MERGE

STH-YFP Pc2-Flag

STI-YFP SUMO1-CFP Pc2-Flag MERGE

Figura 10: Avaliacao da distribuicdo celular de STI1 na presenca de Pc2.
Células PrP3F4 foram co-transfectadas com STI1-YFP, Pc2-flag e SUMO1-CFP. Apés
guarenta e oito horas as células transfectadas foram submetidas a imunomarcacéo
utilizando-se o anticorpo anti-flag para deteccao de Pc2 (Sigma, 1:100). As imagens em (A)
correspondem ao padréo de expresséo das construgdes indicadas. A co-expresséo de Pc2
com SUMOL levou a formacgédo de grandes estruturas em forma de anéis (B), enquanto a
co-expressao de Pc2 com STI1 apenas aumentou a quantidade dos gréanulos vistos nas
células controle (C). Nao observa-se alteragdo no padréo de distribuicao celular de STI1 em
células co-expressando Pc2 e SUMO1 (D). As imagens correspondem a fatias oticas
representativas de seis experimentos independentes. Barra: 20 um.

Este fracionamento foi realizado utilizando-se um kit especifico da Millipore e
a pureza das fracbes quanto a presenca de proteinas de outros compartimentos foi

avaliada através de Imunoblotting.
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Figura 11: Avaliacdo da distribuicéo intracelular de STI1 por fracionamento
celular na presenca de SUMOL.

Células HEK 293 foram co-transfectadas com STI1-HA, SUMO1-CFP e PIAS1-Myc de
acordo com o indicado no painel inferior da figura A. As células foram lisadas utilizando-se
um kit de fracionamento celular (Millipore) e as fracdes nucleares e citosélicas foram
submetidas a eletroforese e imunoblotting. A expressdo das proteinas foi avaliada
utilizando-se anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:5000), anti-SUMO1 (Zymed, 1:1000) e anti-
GAPDH (Abcam, 1:5000). As bandas de alto peso molecular mostradas nos painéis 1 e 2 de
A representam proteinas SUMOiladas. A co-expressao de PIAS1 e SUMOL1 tende a induzir
uma aumento na expressao nuclear de STI1. Os imunoblottings foram quantificados através
do software FluoroChem (Alpha Innotech GE) e a expressdo nuclear normalizada pela
expressao citoplasmatica. Os resultados mostram a média + SD de 4 experimentos
independentes e foram comparados utilizando-se Test t-student. N&o foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os dados. N = fracdo nuclear, C = fracéo
citosdlica.
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Figura 12: Avaliacdo da distribuicdo intracelular de STI1 por fracionamento
celular na presenca de SUMO3.

Células HEK foram co-transfectadas com STI1-HA, SUMO3-Flag e PIAS1-Myc de acordo
com o indicado no painel inferior da figura A. As células foram lisadas utilizando-se um kit
de fracionamento celular (Millipore) e as fracfes nucleares e citosdlicas foram submetidas a
eletroforese e imunoblotting. A expressdo das proteinas foi avaliada utilizando-se anti-STI1
(Instituto Ludwig, 1:5000), anti-SUMOS3 (Zymed, 1:1000), anti-Myc (Sigma, 1:1000) e anti-
GAPDH (Abcam, 1:5000). As bandas de alto peso molecular mostradas no painel 2 de A
representam proteinas SUMOiladas. A co-expressao de PIAS1 e SUMO3 induziram uma
aumento na expressdo nuclear de STI1-HA. B, Os imunoblottings foram quantificados
através do software FluoroChem (Alpha Innotech GE) e a expressdo nuclear normalizada
pela expressdo citoplasmatica. Os resultados mostram a média + SD de 4 experimentos
independentes e foram comparados utilizando-se Test t-student. * representa diferenca
estatistica, p < 0.022. O segundo gréfico representa a quantificagdo da expressdo de
SUMOS3 no nucleo e no citosol na presenca ou ndao de STI1. Os resultados mostram a
média + SD de 4 experimentos independentes e foram comparados utilizando-se Mann
Whitney Rank-Sum Test, p < 0.029 para os dois testes. N = fracdo nuclear, C = fracdo
citosolica.
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GAPDH foi utilizado como marcador citoplamatico. NoOs tentamos utilizar
histona como marcador nuclear, porém o anticorpo que tinhamos (anti-H3, Sigma,
1:5000) reconheceu uma pequena fracao de histona no citoplasma. Isso pode ser
devido a contaminacgéo da fracdo citoplasmatica com proteinas nucleares ou porque
de fato algumas histonas podem ser encontradas no citosol (Barman et al., 2008). O
uso de GAPDH entretando foi suficiente para mostrar que as fracdes nucleares nao
foram contaminadas com fracdes citosélicas durante a extragdo. A expressdo de
STI1-HA mostra a presenca de uma pequena fracdo nuclear independente da
expressdo dos componentes da via de SUMOilacdo. A co-expressao de STI1 com
SUMOL1 ou PIAS1 isoladamente ndo alterou sua distribuicdo intracelular, apesar de
notarmos uma tendéncia ao aumento da localizagéo nuclear de STI quando PIAS1 é
expressa. Porém, como observado nos experimentos de microscopia confocal em
células PrP3F4, a co-expressdo de SUMOL1 e PIAS1 levou a SUMOilacao de STI1
gue pode ser observada pela presenca das bandas de alta massa molecular
detectadas por Immunoblotting. Interessantemente, a STI1 SUMOilada é encontrada
tanto no nucleo quanto no citosol. Quando comparamos a relacdo N/C
(nucleo/citosol) da STI1 livre (banda de 66 kDa) com o respectivo controle sem a
presenca de SUMO e PIAS1, nd6s ndo observamos diferenca estatisticamente
significante. Porém, na presenca de SUMO1 e PIAS1 mas ndo nos controles, nos
observamos as bandas de alta massa molecular nos Immunoblottings tanto no
citosol quanto no nucleo. Portanto, podemos seguramente concluir que SUMOL1 e
PIAS1 alteram a distribuicdo intracelular de STI1.

Em relagdo a SUMOS3, h& varios pontos interessantes a serem ressaltados.
Durante a realizacdo deste experimento nés ndo fomos capazes de observar a
presenca das bandas de alto peso molecular, indicativas da SUMOilacdo de STI1.
Isso nos levou a questionar se realmente STI1 era SUMOilada por SUMOS3. Porém
alguns meses depois, a estudante de doutorado do nosso laboratério, laci Soares,
conseguiu detectar estas bandas utilizando duas abordagens: imuno-precipitacao de
STI1 na presenca de SUMO3 e PIASL1 ou sonicacgéo dos lisados durante a extracao.
Esses achados confirmam que STI1 é de fato SUMOilada por SUMO3 e sugerem
gue o ndo aparecimento das bandas SUMOiladas no fracionamento celular seja

devido a limitacdo técnica. De qualguer maneira, foi ainda possivel observar um
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aumento significativo da expressao de STI1 no nucleo induzido por SUMO3 e
PIAS].

Outra interessante observacdo é a alteracdo da SUMOilagdo de proteinas
totais por STI1. As bandas de alto peso molecular reveladas com anticorpo anti-
SUMO3 correspondem a um aglomerado de diversas proteinas SUMOiladas.
Quando comparamos estas bandas nas células transfectadas com STI1 e SUMOS3
com seus controles expressando somente SUMO3 ou mesmo na presenga de PIAS,
nos observamos uma significativa diminuicdo da SUMOilacdo de proteinas totais
induzida por STI1 (Figura 12A, segundo painel). Os resultados da quantificacdo
mostram que a SUMOilacdo tanto das proteinas  nucleares quanto das
citoplasmaticas foram diminuidas por STI1.

4.7 INFLUENCIA DA SUMOILACAO DE STI1 EM ASTROCITOS

Lima e colaboradores (Lima et al., 2007) mostraram que a STI1 € secretada
por astrécitos, podendo atuar como fator neurotrofico para os neurdnios adjacentes
e como fator autécrino em astrocitos. Tendo em vista a importancia dos astrocitos
para protecéo e sobrevivéncia neuronal e a necessidade de se esclarecer os fatores
que regulam as funcdes intracelulares de STI1 nestas células, nos decidimos
estudar a SUMOilacdo de STI1 neste modelo celular. Além disso, ao estudarmos a
localizacdo de STI1 em astrocitos nds poderiamos confirmar se os dados
observados nas linhagens celulares seriam relevantes para células primarias.

Culturas primérias de astrécitos foram transfectadas com STI-YFP, PIAS1-
Myc, SUMO1-CP e SUMO3-Flag individualmente ou em diversas combinacdes
(Figura 13). O padréo de distribuicdo de STI1 nestas células se assemelha ao visto
em células PrP3F4. PIAS1 por si s6 induziu um forte aumento da localizacdo de
STI1 no nucleo, assim como visto nas células PrP3F4 (Figura 8). STI1 quando
expressa apenas com SUMO1 ou SUMO3, nao sofreu alteragcdo em sua distribuicdo
intracelular. Porém, quando PIAS1 foi também co-expressa, observou-se um
aumento pronunciado de STI1 no nucleo e sua co-localizagdo com PIAS1. Por outro
lado SUMO3 néo alterou a localizacdo de STI1 como observado anteriormente em
células PrP3F4.
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A STI1-GFP PIAS1-Myc SUMO1-CFP SUMO3-Flag
B STH-GFP PIAS1-Myc MERGE

C SUMO1-CFP MERGE

D STI1-GFP SUMO3-Flag MERGE

E STI1-GFP PIAS1-Myc SUMO1-CFP MERGE

PIAS1-Myc

STI-GFP SUMO3-Flag MERGE
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Figura 13: Distribuic&o intracelular de STI1-YFP em astrocitos na presenca de
componentes da via se SUMOilacéao.

Culturas priméarias de astrocitos foram co-transfectadas com STI1-YFP, PIAS1-Myc,
SUMO1-CFP e SUMO3-Flag. Apd6s quarenta e oito horas de transfec¢cdo os astrocitos foram
submetidos a imunomarcacéo utilizando-se os anticorpos anti-myc para deteccdo de PIAS1
(Sigma, 1:100) e anti-Flag para deteccdo de SUMOS3 (Sigma, 1:100). O painel A representa
a expressao independente das proteinas em estudo. Os painéis B, C e E mostram o padréo
de distribuicdo de STI1-YFP na presenca de PIAS1, SUMO1 e SUMOS3 respectivamente.
PIAS1 induziu um forte aumento da localizacdo de STI1-YFP no ndcleo (B). SUMO1 ou
SUMO3 s6 alteraram a distribui¢é@o intracelular de STI1-YFP na presenca de PIAS1 (D, F).
As imagens correspondem a fatias Oticas representativas de quatro experimentos
independentes.

Estes resultados mostram que a expressdao de PIAS1 também altera a
distribuicdo de STI1 em astrocitos, e portanto pode ser um processo importante para
regular as funcdes de STI1 nestas células. Para avaliarmos essa hipotese,
primeiramente nos investigamos se STI1 enddgena também é alterada por PIAS1
ou SUMOs. Os mesmos experimentos descritos acima foram realizados, porém sem
a superexpressao de STI1. Novamente, ndés observamos que SUMO1 e SUMO3 so6
foram capazes de alterar a distribuicdo intracelular de STI1 quando PIAS1 foi co-
expressa (Figura 14); e que assim como visto para as células PrP3F4, a E2 ligase
Ubc9 ndo induz translocacao de STI1 para o nucleo (Figura 15). Observa-se que um
leve aumento da expressao de STI1 no nucleo na presenca de SUMO3 (Figura 14,
D).

A expressao de PIAS1 mais uma vez foi suficiente para alterar a distribuicao
intracelular de STI1 (Figuras 14 e 16). E possivel, que a interacdo de STI1 com
PIAS seja o sinal para translocacdo nuclear, onde provavelmente STI1 é entéo
SUMOilada. Essa questdo sera melhor esclarecida com a identificacao dos sitios de
SUMOylacao de STI1 e a geracdo de mutante que nao possa ser SUMOylado.

Lima e colaboradores mostraram que a proteina prion celular modula a
organizagdo de laminina que € secretada e depositada na matrix extracelular, bem
como a secrecdo de outros fatores soltveis. Além disso, PrP® é secretado junto com

STI1 promovendo sobrevivéncia neuronal (Lima et al., 2007).
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A endog. STI SUMO1-CFP SUMO3-Flag

B endog. STI SUMO1-CFP Merge

SUMO1-CFP

D endog. STI1 SUMO3-Flag Merge

endog. STI1 PIAS1-Myc

E endog. STI1 SUMO3-Flag

PIAS1-Myc Merge
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Figura 14: Distribuicdo intracelular de STI1 enddgena em astrécitos na
presenca de componentes da via se SUMOilacéo.

Culturas primarias de astrocitos foram co-transfectadas com PIAS1-Myc, SUMO1-CFP e
SUMO3-Flag. Ap6s quarenta e oito horas de transfec¢do os astrécitos foram submetidos a
imunomarcacdo utilizando-se os anticorpos anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:200), anti-myc
para deteccdo de PIAS1 (Sigma, 1:100) e anti-Flag para deteccdo de SUMOS3 (Sigma,
1:100). O painel A representa o padrédo de distribuicdo das proteinas em estudo. Os painéis
B e D mostram o padrao de distribuicdo de STI1 endb6gena na presenca SUMO1 e SUMO3
respectivamente. Ambas as proteinas SUMO s6 alteraram a distribuig&o intracelular de STI1
na presenca de PIAS1 (C, E). As imagens correspondem a fatias éticas ou projecdo da
série Z (C) representativas de seis experimentos independentes. Barra: 20 um.

endog. ST UBC9-YFP

endog. STI UBC9-YFP Merge

endog. STI UBC9-YFP SUMO1-CFP Merge

endog. ST UBCO-YFP SUMO3-Flag

Merge

Figura 15: Ubc9 nédo altera a distribuicdo intracelular de STI1 endégena em
astrocitos.

Culturas primérias de astrocitos foram co-transfectadas com Ubc9-YFP e SUMO1-CFP ou
SUMO3-Flag. O painel A representa a expressdo independente de STI1 e Ubc9. A
expressdo de Ubc9 néo alterou a distribuicdo intracelular de STI1 (B), mesmo quando
SUMOL1 (C) ou SUMO3 (D) foram expressos. Note a forte co-localizacdo entre Ubc9 e as
proteinas SUMO (C e D). As imagens correspondem a fatias éticas representativas de 2
experimentos. Barra: 20 um.
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Assim como para STI1, os mecanismos de secrecdo de PrP® ndo s&o
completamente esclarecidos, acreditando-se que ocorra através de exosomos
(Faure et al., 2006;Wang et al., 2010b). A secrecéo de prion por neurdnios corticais
e astrocitos pode ser importante para a dissemicdo das doencas pribnicas no
cérebro, portanto é importante estudarmos como esse processo € regulado e quais
sdo as proteinas envolvidas. Na busca por um possivel mecanismo, nés avaliamos
se as proteinas da via da SUMOilacdo alteram a distribuicéo intracelular de PrP®

enddégeno em astrocitos (Figuras 16 e 17) .
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endog. STI endog. PrP¢ PIAS1-Myc

B endog. PrP¢ endog. STI Merge

C endog. ST PIAS1-Myc Merge

PIAS1-Myc Merge

endog. PrP¢

endog. PrP¢ endog. STI PIAS1-Myc Merge

Figura 16: PIAS1 altera a distribuicéo intracelular de STI1 mas n&do de PrPC.
Culturas primarias de astrocitos foram transfectadas com PIAS1-Myc e a distribuicdo
intracelular de STI1 e PrP® enddgenos foi avaliada. Ap6s quarenta e oito horas de
transfeccdo os astrocitos foram submetidos a imunomarcacgéo utilizando-se os anticorpos
anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:200), anti-PrP8H4 (Abcam, 1:200) e anti-myc para deteccao de
PIAS1 (Sigma, 1:100). O painel A representa o padrdo de distribuicdo das proteinas em
estudo. PIAS1 induziu um aumento substancial da expresséo de STI1 no nucleo (C, E) mas
n&o alterou a distribuicdio de PrP® (D). As imagens correspondem a fatias 6ticas ou projecéo
da série Z (B) representativas de seis experimentos independentes. Barra: 20 um.
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endog. PrP¢ SUMO1-CFP SUMO3-Flag

endog. PrP° SUMO1-CFP Merge

endog. PrP°

endog. PrP¢

endog. PrP* SUMO3-Flag PIAS1-Myc Merge

Figura 17: Proteinas da via de SUMOilacdo ndo alteram a distribuicdo
intracelular de PrP°.

Culturas primarias de astrocitos foram co-transfectadas com PIAS1-Myc, SUMO1-CFP e
SUMO3-Flag. Ap6s quarenta e oito horas de transfec¢é@o os astrécitos foram submetidos a
imunomarcacdo utilizando-se os anticorpos anti-PrP8H4 (Abcam, 1:200), para deteccéo de
PrP® endégeno. O painel A representa o padrdo de distribuicdo das proteinas em estudo.
SUMO1 e SUMOS3 n&o alteram a distribuicdo de PrP® (B e D) mesmo na presenca de
PIAS1 (C, E). As imagens correspondem a fatias Oticas representativas de seis
experimentos independentes. Barra: 20 um.

SUMO1-CFP PIAS1-Myc Merge

SUMO3-Flag Merge
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Nenhumas das proteinas estudadas até aqui alterou a distribuicao intracelular
de PrP®. Em astrécitos, PrP® enddgeno apresentou uma distribuicdo pontuada,
difusa pelo citoplasma devido a permeabilizacdo, sem marcagdo nuclear. Em
algumas células foi possivel ver a marcacdo de PrP® na membrana e também na
regido peri-nuclear correspondente ao complexo de Golgi (Li et al., 2001). Essa
distribuicdo néo foi alterada na presenca de SUMO1 ou SUMOS3, ou mesmo quando
PIAS1 foi co-expressa (Figuras 16 e 17) sugerindo que ou PrP® ndo é SUMOylado
ou requer uma E3 ligase diferente de PIAS1. Recentemente foi demonstrado que
uma isoforma de PrP®, “'PrP, é conjugada com SUMO1 no nicleo (Juanes et al.,
2009). Esta isoforma corresponde & traducdo do mRNA para PrP® a partir de uma
metionina Downstream ao cédigo de iniciagdo normalmente utilizado. Ndo se sabe
ainda qual a relevancia fisio ou patologica desta isoforma, e da mesma forma pouco

se sabe a respeito da sua SUMOilacéo.

4.8 STI1 E OS CORPOS PML

Nossos resultados até aqui mostraram um aumento da localizacdo de STI1
no nucleo mediado por PIAS1. As proteinas PIAS se localizam em suborganelas
nucleares denominadas Speckles e também se associam com a matrix nuclear.
Estas E3 ligases podem direcionar proteinas alvo para sitios ativos de SUMOilacao
conhecidos como corpos PML, onde estas proteinas e muitas vezes as proprias
PIAS serdo modificadas (Yamamoto et al., 2003; lhara et al., 2005). Os corpos PML
estdo envolvidos na regulagéo transcricional, reparo de DNA e estabilidade da
cromatina (Heun, 2007; Bernardi and Pandolfi, 2007) e sua formacédo depende da
SUMOilacao da proteina PML. Os resultados das figuras anteriores mostraram que
PIAS1 altera a distribuicdo de STI1, SUMO1 e de SUMOS, levando a formacéo de
varios granulos nucleares. E possivel, que estes granulos vistos apenas nas células
co-transfectadas sejam corpos PML e que PIAS1 recrute STI1 para esta regido a
fim de ser SUMOilada. Para testar esta hipotese nds expressamos PML-YFP em
astrocitos e avaliamos a co-localizacdo de STI1 endégena com estas estruturas com
ou sem a super expressao de proteinas da via de SUMOilagcdo (Figura 18). PML-
YFP co-localiza com uma pequena fracdo de STI1 que foi direcionada para o nucleo

devido a superexpressao de PML.
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endog. STI1 PML-YFP

B endog. ST PML-YFP Merge

(@)

endog. ST PML-YFP Merge

+ PIAS1-Myc

endog. STI PML-YFP SUMO1-CFP Merge

endog. STI PML-YFP SUMO3-Flag Merge

F endog. STI1 PML-YFP SUMO1-CFP Merge
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endog. ST PML-YFP SUMO3-Flag Merge

+ PIAS1-Myc
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Figura 18: STI1 endbégena é direcionada para os corpos PML.

Culturas primérias de astrocitos foram co-transfectadas com PML-YFP, PIAS1-Myc,
SUMO1-CFP e SUMO3-Flag. Ap6s quarenta e oito horas de transfeccao os astrécitos foram
submetidos a imunomarcacédo para deteccdo de STI1 enddégena e SUMO3-Flag PML-YFP
se co-localiza com uma pequena fracdo de STI1 enddgena (B). Esse efeito foi mais
pronunciado na presenca de PIAS1 (C). Tanto SUMO1 quanto SUMOS3 nao foram capazes
de direcionar STI1 para os corpos PML na auséncia de PIAS1 (D, E). Porém na presenca
de PIAS1, observa-se co-localizagdo de STI1 com as proteinas SUMO nestas estruturas (F,
G). As imagens correspondem a fatias 6ticas ou projecdo da série Z (G) representativas de
trés experimentos independentes. Barra: 20 um

A co-expressao de PIAS1 reduziu o numero de granulos de PML, levando a
formacédo de aglomerados maiores que foram positivos para STI1. A co-expressao
de PML-YFP com SUMO1 ou SUMO3 néo alterou a distribuigcéo de STI1, apesar do
direcionamento das proteinas SUMO para as estruturas positivas para PML.

Na presenca de PIAS1, STI1 foi direcionada para 0s corpos positivos para
PML e SUMOs. A nossa hipotese € de que STI1 é direcionada para os corpos PML
por PIAS1 para ser SUMOilada.

4.9 STI1 E CHOQUE TERMICO

Até aqui nés vimos a alteracao na distribuicédo intracelular de STI1 como uma
das consequéncias da expressdo de PIAS, embora seja possivel que a
SUMOylacao de STI1 também contribua para alteracdo de sua localizacdo. Uma
pergunta que nos interessou a responder foi se haveria alguma situagéo de estresse
celular (situacdo que necessite de atividade de STI1) que pudesse alterar a
localizacdo e STI1 para o nucleo em astrécitos. Experimentos anteriores sugerem
gue o Choque Térmico aumenta a localizagcdo de STI1 no nucleo em linhagens
celulares, mas ndo é claro se isso ocorre também em culturas primarias (Daniel et
al., 2008).

Culturas de astrécitos, transfectadas ou ndo com STI-YFP e PIAS1-Myc,
foram submetidas a choque térmico a 43°C durante 30 minutos. Apés o Choque
Térmico as células foram fixadas, imunomarcadas e analisadas por microscopia
confocal. Nenhuma alteracao foi observada na distribuicdo intracelular de STI1 apés
o Choque Térmico, mesmo quando PIAS1 foi super expressa (Figura 19). NoOs

também avaliamos os efeitos do choque térmico sobre STI1 na presenca de
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SUMO1 e SUMO3, porém novamente nenhuma alteracdo foi observada (Figura 20).
Estes resultados sugerem que as funcfes de STI1 na recuperacao celular logo apos
o Choque Térmico, ndo dependem da sua localiza¢éo no nucleo.

Nés também avaliamos se o Choque Térmico teria algum efeito sobre a
distribuicdo intracelular de PrP® (Figura 21). Assim como STI1, nenhuma alteracéo

foi observada em PrP® ap6s o choque térmico em astrcitos.
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A Control Heat Shock

endog. STI1

YFP-STIN

loe)

Control Heat Shock

PIAS1-Myc endog. STI

Merge

Figura 19: Choque Térmico nao altera distribuicao intracelular de STI1.

Culturas primarias de astrécitos foram transfectadas com STI1-YFP (A, segundo painel) ou
PIAS1-Myc (B) e submetidas a ensaio de Choque Térmico. Quarenta e oito horas apés a
transfeccdo, os astrécitos foram incubados a 43°C por 30 minutos, fixados, submetidos a
imunomarcacao para PIAS1e STI1 e analisados no microscépio confocal. A primeira coluna
representa células controle incubadas a 37°C durante todo experimento e a segunda coluna
representa células apos o stresse térmico. Choque Térmico ndo alterou a distribuicdo de
STI1-YFP ou de STI1 enddgena (A), mesmo na presenca de PIAS1 (B). As imagens
correspondem a fatias 6ticas representativas de quatro experimentos independentes. Barra:
20 pm
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endog. STI1 SUMO1-CFP

endog. STI1 SUMO3-Flag Merge

Control

Heat Shock

endog. STI1 PIAS1-Myc SUMO1-CFP

Heat Shock
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Figura 20: SUMO1 e SUMO3 nao alteram a distribuic&o intracelular de STI1
apos Choque Térmico.

Culturas primarias de astrécitos foram transfectadas com SUMO1-CFP, SUMO3-Flag e/ou
PIAS1-Myc e submetidas a ensaio de Choque Térmico. Quarenta e oito horas apds a
transfecgéo, os astrécitos foram incubados a 43°C por 30 minutos, fixados, submetidos a
imunomarcacdo para STI1, PIAS1 e SUMOS3 e analisados no microscépio confocal. SUMO1
e SUMO3 ndo induziram alteracdo na distribuicdo intracelular de STI1 ap6s Choque
Térmico (A e B, respectivamente). Mesmo na presenca de PIAS1 (C e D), ndo houve
alteracdo em STI apés o stresse térmico comparado com as células controle (primeira fileira
de cada painel). As imagens correspondem a fatias Gticas representativas de quatro
experimentos independentes. Barra: 20 um

4.10 STI1 E DANO AO DNA

Outra situacdo de estresse cuja SUMOilacéo tem sido implicada, € o dano ao
DNA por quebra na fita dupla (DSB do inglés Double-strand break). Vérias proteinas
envolvidas no reparo ao DNA foram identificadas como alvo da via de SUMOilag&o
(Morris, 2010), sugerindo a participacdo da SUMOilacdo nesta via. Além disso foi
recentemente demonstrado que as proteinas PIAS1 e PIASY sdo recrutadas para
os sitios de dano ao DNA participando ativamente do processo de reparo (Galanty
et al., 2009). Diante dessas evidéncias, e do fato de PIAS1 e PIASy ligarem-se em
STI1, nés decidimos avaliar se os DSBs induzem alteracdo na distribuicao
intracelular de STI1.

O dano ao DNA pode ser induzido por varios fatores exdgenos. Neste
trabalho nos utilizamos a irradiag@o ionizante por raios X para induzir os DSBs em
astrécitos. O dano ao DNA foi avaliado através da imunomarcacdo para a histona
H2AX, que constitui um dos primeiros sinais de reparo ao DNA e pode ser
observada apdés 1 minuto do dano (Rogakou et al., 1998;Rogakou et al., 1999).
Astrocitos transfectados com STI1-YFP foram submetidos a 50 kpv de irradiacao por
raios X por 10 minutos. Apoés a irradiacdo, as células foram imediatamente fixadas
ou mantidas na incubadora por 30 minutos ou 1 hora antes de serem fixadas. Os
resultados da figura 22 mostram que o dano ao DNA induziu o translocagéo de STI1
para o nucleo em todos os tempos analisados. Observa-se uma co-localizacao
parcial de STI1 com os Foci somente ap6s 30 minutos de irradiacdo. Estes

resultados mostram a primeira situacdo de estresse nesse trabalho que induziu a
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SUMOilacao de STI1, e sugerem que STI1 possa estar envolvida na via de reparo
ao DNA.

A endog. STI1 endog. PrP¢ Merge

B endog. STI endog. PrP¢ SUMO1-CFP

Figura 21: Choque Térmico néo altera distribuic&o intracelular de PrP€.

Culturas priméarias de astrécitos foram submetidas a ensaio de Choque Térmico na
presenca ou auséncia de SUMO1-CFP. Quarenta e oito horas apods a transfeccdo, os
astrocitos foram incubados a 43°C por 30 minutos, fixados, submetidos a imunomarcacao
para PrP¢ e STI1 e analisados no microscépio confocal. A imunomarcacdo de STI1 apds o
stresse térmico foi utilizada como controle do experimento. Choque Térmico nado alterou a
distribuicdio de PrP® (A), mesmo na presenca de SUMO1 (B). As imagens correspondem a

fatias oticas ou projecdes da série Z (A, controle) representativas de quatro experimentos
independentes. Barra: 20 um

Control

Heat Shock

Control

Heat Shock
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Figura 22: Dano no DNA induz tranlocamento de STI1 para o nucleo.

Culturas primérias de astrocitos foram transfectadas com STI-YFP e submetidas a 50 kvp
de irradiac@o por raios-X durante 10 minutos. Os astrdcitos foram fixados logo depois, 30
minutos ou 1 hora apés a irradiacdo e submetidos a imunomarcacdo para deteccao de
histona H2A.X fosforilada. A primeira fileira de cada condi¢é@o representa células controle e
a segunda fileira representa células submetidas a irradiagdo. O dano ao DNA induziu o
translocacdo de STI1 para o nucleo em todos os tempo analisados. Observa-se deteccdo
dos Foci mais pronunciada nas células submetidas a irradiacdo (segunda coluna). As
imagens correspondem a fatias Oticas representativas de cinco experimentos
independentes. Barra: 20 um
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5 DISCUSSAO

Chaperonas e co-chaperonas constituem um importante grupo de proteinas
responsaveis pela promocdo e manutencdo da conformacdo nativa das proteinas
celulares (Young et al., 2004). O papel de STI1 como uma co-chaperonina ja foi
estabelecido, mostrando que esta proteina € capaz de se ligar as chaperonas
HSP70 e HSP90 mediando o enovelamento de peptideos recém sintetizados (Pratt
and Toft, 1997;Scheufler et al., 2000). Mas além da sua atuagdo como chaperonina,
STI1 também desempenha outros papéis tanto no contexto intracelular quanto
extracelular. Lima e colaboradores (2007) mostraram que STI1 € secretada por
astrocitos atuando na sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal. Estas funcbes sao
mediadas pela sua interacdo com PrP® na superficie dos neurénios (Zanata et al.,
2002;Lopes et al., 2005), e indica que no contexto extracelular STI1 atue como um
importante fator neurotréfico secretado por glia. Da mesma forma, STI1 participa da
maturacdo e desenvolvimento de astrécitos através da sua interacdo com PrP® na
membrana (Arantes et al., 2009). Esses resultados implicam em uma atuacao
paracrina e autécrina de STI, e sdo portanto, efeitos regulados pela sua secrecao.

A STI1 bem como PrP®, é expressa desde o inicio do desenvolvimento do
SNC em um padrdo que mais uma vez suporta seu envolvimento na diferenciacéo e
sobrevivéncia neuronal (Hajj et al., 2009). De fato STI1 € essencial para a
sobrevivéncia de embrides (Beraldo et al.dados ainda n&o publicados).

Para iniciarmos o estudo das possiveis acdes de STI1 tanto intracelulares
como extracelulares, nds procuramos entender primeiro com quais moléculas STI1
se associa. O ensaio de duplo hibrido de Soares e colaboradores (manuscrito em
preparagdo) revelou que a STI1 interage com proteinas de diversas classes,
incluindo vérias do grupo das proteinas de Choque Térmico. Interessantemente,
varias proteinas de uma mesma via bioquimica foram identificadas como ligantes de
STI1, o que nos levou a estudar mais detalhadamente a via de SUMOilagdo. A
SUMOilacdo constitui uma via de modificagcdo pos-traducional que altera a
localizacdo intracelular das proteinas-alvo, suas interagdes com outras proteinas e
estabilidade (Gueiss-Friendlander e Melchior, 2007). Os nossos ensaios de Co-
Imunoprecipitacdo confirmaram a interagdo de STI1 com os componentes desta via:

a E2 ligase Ubc9 e as ES3 ligases PIAS1, PIASy e Pc2. A confirmacgéo da interacao
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de STI1 com a maquinaria da via de SUMOilacédo sugere que esta proteina possa
ser SUMOilada. De fato, Soares e colaboradores (manuscrito em preparagao)
mostraram que STI1 é SUMOilada por SUMO1 e SUMO2/3 (Anexos 1 e 2).

Os nossos resultados mostram que as proteinas da via da SUMOilacdo sao
expressas nas mesmas regides no ceérebro que STI1. Estes resultados nédo
inviabilizam a hipdtese de que estas proteinas se associam in vivo. Esta associacao
certamente esta relacionada com novas fun¢des de STI1 além do seu papel como
co-chaperonina. A nossa hipétese € de que a interacdo de STI1 com estas proteinas
constitui um mecanismo regulatério das funcées intracelulares de STI1. E possivel
gue a SUMOilacao de STI1 também influencie sua secre¢do. O que nés propomos é
gue a SUMOilacéo de STI1 a deixa menos disponivel para ser secretada, mas essa
hipétese ainda tera que ser avaliada.

O primeiro passo para entendermos as consequéncias da SUMOilacdo de
STI1 foi avaliarmos a co-localizagcdo de STI1 com as proteinas da via de
SUMOilacdo. Nossos resultados de microscopia mostraram que com excecao de
SUMO1, SUMOS3 e Uhc9, todas as outras proteinas estudadas (PIAS1, PIASy, Pc2,
PML) apresentaram localizacdo exclusivamente nuclear. E mesmo as proteinas
SUMO e Ubc9 apresentaram uma distribuicdo predominantemente nuclear, com
fraca distribuicdo citoplasmatica. Ao contrario, STI1 possui distribuicdo
predominantemente citoplasmatica com uma pequena fracdo localizando-se no
nacleo. Na presenca de PIAS1, nés observamos um forte translocacédo de STI1 para
0 ndcleo e co-localizacdo entre estas proteinas. O mesmo efeito foi visto na
presenca de SUMO3 em células PrP3F4, porém de forma ndo tdo pronunciada.
Portanto, na auséncia PIAS1, STI1 apresenta pouca ou nenhuma co-localizacao
com as proteinas da via de SUMOilacao.

Sabe-se que a SUMOilacdo de proteinas esta envolvida, entre outras
atividades, no transporte de proteinas nucleo-citoplasma. Dessa forma, nés também
avaliamos a distribuicdo intracelular de STI1 na presenca de seus ligantes. Os
nossos resultados mostraram que SUMO1, Ubc9, PIASy e Pc2 nédo alteraram a
distribuicdo intracelular de STI1-YFP quando expressos sozinhos em células
PrP3F4 (nosso modelo neuronal) ou em astrécitos. A expressao de SUMO3 induziu
um aumento de STI1-YFP no ndcleo em células PrP3F4, o que no entanto ndo

ocorreu em astrécitos. Esses resultados indicam uma certa preferéncia de STI1 a
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ser modificada por SUMO3 e nao por SUMO1 na auséncia de E3 ligases. SUMOL1 e
SUMOZ2/3 apresentam apenas 50% de homologia, e ja foi demonstrado que varios
substratos exibem preferéncias quanto a conjugacdo por um ou outro (Vertegaal et
al.,, 2006). Estes estudos que identificaram grupos de proteinas alvo que sao
especificamente conjugadas por SUMO1, SUMO2 ou SUMO3 tém sugerido que 0s
diferentes SUMOs podem estar envolvidos em diferentes fungbes. De fato,
SUMO2/3 mas ndo SUMOL1 esta envolvido na conjugacdo de proteinas em resposta
ao estresse (Vertegaal et al., 2006).

A interacdo de STI1 com PIAS1 foi fundamental para alteracdo da
distribuicdo celular de STI1. A expresséo de PIAS1 sozinha induziu um pronunciado
aumento da localizagdo nuclear de STI1-YFP em células PrP3F4 e STI1 endbgena
em astrocitos. A co-expressao de PIAS1 com SUMOL, o qual ndo modifica STI1
guando expresso sozinho, também induziu o aumento de STI1 no nucleo. O mesmo
aumento foi visto na co-expressdo de PIAS1 com SUMO3. A nossa hipotese inicial
era de que a SUMOQilagéo de STI1 seria 0 evento responsavel pela sua translocacao
para o nucleo. Porém recentemente dados do nosso laboratério mostraram que o
mutante de STI1 para os possiveis sitios de SUMOilacdo também foi direcionado
para o nucleo na presenca de PIAS1 (dados ndo mostrados). Esses resultados
indicam que a interacdo de STI1 com PIAS1 é o evento chave para alteragdo na
distribuicdo intracelular de STI1. De fato, foi demonstrado neste trabalho que essa
alteracdo induzida por PIAS1 em células PrP3F4 e astrocitos ndo depende da
superexpressao de SUMO1 ou SUMOS3.

Uma das atividades das proteinas PIAS é sequestrar as proteinas alvo e as
proteinas SUMO para os sitios ativos de SUMOilacéo (Ihara et al., 2005). A grande
maioria dos ligantes de PIAS sao fatores de transcricdo que se localizam no ndcleo,
assim como as proprias proteinas PIAS. Dessa forma, um dos nossos primeiros
guestionamentos foi como PIAS1 consegue alterar a distribuicdo intracelular de
STI1 que é predominantemente citoplasmatica? Estudos em leveduras mostraram
gue a E3 ligase homologa a PIAS, proteina Sizl, é transportada para o citoplasma
de forma dependente do ciclo celular e da sua fosforilagdo (Takahashi et al., 2008).
Outros estudos em células de mamiferos mostram a SUMOilacdo mediada por PIAS
de proteinas citoplasmaticas (Wible et al., 1998;Martin et al., 2007a). Estes dados

sugerem que em algum momento do ciclo celular as proteinas PIAS se encontram

74



CAPITULO I: DISCUSSAO

com seus alvos citoplasmaticos, mediando seu transporte para o ndcleo. Ou este
transporte ocorre indiretamente, através da alteracdo de um outro efetor por PIAS
gue seria translocado para o citoplasma para modificar STI1, como mostrado para a
Cinase IKKe (Renner et al., 2010). Além disso, os nossos resultados dos
experimentos de fracionamento subcelular mostraram que quando super expressa,
PIAS1 se distribui também no citoplasma.

Interessantemente, o transporte nuclear do fator FIP200 (uma cinase
envolvida na adesdo celular) mediado por PIASy ndo estad relacionado com
SUMOilacao (Martin et al., 2008). Estes e outros dados mostram que o transporte
nuclear mediado por PIAS ndo depende da sua atividade como E3 ligase, mas
somente da sua interagcdo com a proteina alvo. Daniel e colaboradores mostraram
gue Hop (homdloga de STI1 em humanos) é transportada para o0 nucleo
independente do seu peptideo sinal de localizacdo nuclear em células BHK-21 (do
inglés Baby Hamster Kidney cells) ou fibroblastos de camundongo NIH 3T3 (Daniel
et al., 2008). Esse transporte foi depende da fosforilacdo de Hop pela caseina
cinase Il (CKIl) e foi induzido em resposta ao estresse térmico, 0 que nao
observamos em astrécitos. Interessantemente, PIAS1 também é fosforilada por
CKIl. Esse processo é fundamental para a ligacdo de SUMO1 e SUMO2 a PIAS1
(Stehmeier and Muller, 2009). Além da fosforilacéo, o transporte nucleo-citoplasma
de STI1 parece depender do ciclo celular e das cinases do ciclo celular (Longshaw
et al., 2004). Tendo em vista que o transporte citoplasmético de PIAS também é
dependente do ciclo celular (pelo menos em leveduras), € possivel especular que:
PIAS1 poderia induzir a foforilagdo de STI1 que resulta no seu translocagéao para o
nacleo. Uma vez no ndcleo, STI1 é direcionada por PIAS1 para os sitios ativos de
SUMOilacao, onde STI1 sera SUMOilada e exercera suas fun¢des. Esse processo €
dependente do ciclo celular e pode ser estimulado por situacdes de stresse. Apesar
dessa nova hipétese, n6s ndo descartamos a possibilidade de que a SUMOilacdo
também seja um estimulo para transporte nuclear de STI1 ou para a inibicdo da
saida de STI1 do nucleo, visto que a super expressao de apenas SUMO3 foi capaz
de induzir sua mudanca de localizacdo, pelo menos em células PrP3F4. O que nos
propomos € que este ndo seja 0 mecanismo principal.

Interessantemente nds vimos que as outras E3 ligases PIASy e Pc2 néo

alteram a distribuic&o intracelular de STI1 mesmo quando expressas com SUMOL.
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PIASy é preferencialmente modificada por SUMOL e esta envolvida na conjugacéo
de varias proteinas por esta isoforma (lhara et al., 2005); mas este ndo parece ser o
caso de STI1. Foi observado um aumento de STI1 no nucleo em células PrP3F4
expressando PIASy e SUMO3, porém como SUMO3 sozinho ja induz esse aumento
nao se pode afirmar que esse efeito foi também mediado por PIASy. Em relagcédo a
Pc2, a sua localizagcdo nos corpos PcGs e baixa motilidade restringem muito o
namero de seus substratos. Interessantemente, um dos substratos de Pc2, a cinase
HIPK2, foi identificada no ensaio de duplo hibrido como um ligante de STI1. HIPK2
induz a fosforilacdo de Pc2 que por sua vez induz a SUMOilacdo de HIPK2
aumentando sua atividade repressora (Roscic et al., 2006). E possivel que STI1
atue mediando a interagdo de Pc2 com HIPK2, ao invés de ser uma alvo direto para
SUMOilacao por Pc2.

Ainda explorando os nossos dados de distribuicdo celular, nés fizemos duas
observacbes interessantes. Primeiro, apesar de SUMOL1 néo induzir o transporte
nuclear de STI1 quando expresso sozinho, STI1 parece alterar a distribuicao
intracelular de SUMOL. Os resultados em células PrP3F4 e em astrocitos mostram
gue na presenca de STI1-YFP, SUMO1 concentra-se no nucleo. A segunda
observacdo, que pode estar relacionada com a primeira, € que na presenca de
SUMO1, PIASy nédo ¢é alterada. Porém, quando STI1 é superexpressa, PIASy forma
numerosos granulos e passa a se co-localizar com SUMO1 enquanto STI1 continua
inalterada. Essas observacfes sugerem que STI1 de alguma maneira modifica as
atividades de SUMOL1. Em relacdo a SUMO3, 0s nossos experimentos de
fracionamento subcelular mostraram que quando STI1 foi co-expressa somente com
SUMO3, STI1 induz uma reducdo da SUMOilacdo de proteinas totais. Novamente
sugerindo que STI1 pode modificar as atividades de SUMO. Nés ainda ndo temos a
explicacdo para estas observacdes; novos estudos serdo necessarios ndo somente
para determinar o papel da SUMOilacdo nas fun¢cbes de STI1, mas também para
determinar o papel de STI1 na via de SUMOilacgao.

No ensaio de duplo hibrido foi ultizada a por¢cdo N-terminal de STI1 porque
esta regido engloba o dominio de ligagdo a PrPC. Dessa forma, os ligantes
identificados para STI1 podem estar relacionados com a proteina prion celular.
Neste trabalho nos exploramos a via de SUMOilagdo como um importante regulador

das funcdes de STI1, e nOs decidimos também avaliar as consequéncias sobre
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PrP®. Os nossos resultados mostraram que a distribuicdo celular de PrP® ndo é
alterada por nenhuma das proteinas da via de SUMOilagdo usadas aqui. Ja foi
demonstrado que PrP® é modificado por ubiquitinacdo, sendo direcionado para
degracdo mediada por proteasomas (Yedidia et al., 2001). Mas pouco se sabe sobre
a SUMOilacdo de PrP°. Juanes e colaboradores descreveram uma nova isoforma
de PrP® que foi encontrada em fracdes nucleares, conjugada com SUMO1 (Juanes
et al., 2009). Ainda ndo se sabe qual a importancia dessa nova isoforma e quais as
implicacbes da sua SUMOilacdo. Novos estudos deverédo ser realizados para avaliar
se a via de SUMOilacao esta envolvida na regulacéo das fun¢ées de PrPC.

Os nossos resultados apontam PIAS1 como uma E3 ligase especifica para
SUMOilagdo de STI1. Soares e colaboradores em seus experimentos de co-
precipitacdo de STI1 na presenca de SUMO e E3 ligases mostraram que PIAS1 foi
a Unica ligase que aumentou a SUMOilacédo de STI1 (Anexo 3), confirmando nossa
hipotese de que esta € a E3 especifica para STI1. Sabe-se, que uma das funcbes
de PIAS como E3 é direcionar as proteinas alvo e as proteinas SUMO para o0s sitios
ativos de SUMOilagédo. Um dos sitios mais bem estabelecidos sdo os corpos PML,
gue estdo envolvidos na regulacdo de diversas funcbes nucleares. Ja foi
demonstrado que as proteinas PIAS se co-localizam transitoriamente com 0s corpos
PML durante o processo de translocacao dos substratos para estas estruturas (lhara
et al., 2005; Matsuura et al., 2005). Os nossos resultados mostraram que PIAS1
direciona parte da STI1 endégena para os corpos PML. Esse efeito também nao foi
dependente da expressdo de SUMO1l ou SUMO3 mas interessantemente,
observou-se a co-localizagédo de STI1 com SUMO1 e SUMOS3 nos corpos PML.
Esses resultados sugerem que PIAS1 induz o direcionamento de STI1 para 0s
corpos PML, onde esta proteina pode ser SUMOilada. As proteinas modificadas
neste sitio, estdo envolvidas na regulacdo da transcricdo, na resposta ao dano ao
DNA, na regulacao da apoptose e do envelhecimento celular (Bernardi and Pandolfi,
2007). Tendo em vista o direcionamento de STI1 para estes sitios, € possivel que
STI1 esteja envolvida em uma dessas funcgodes.

Apos descobrirmos que STI1 é SUMOilada e direcionada para 0S corpos
PML, nGés comecamos a investigar em quais situacdes esse processo acontece e
porqué. Dados na literatura mostram que a SUMOilacdo de varias proteinas

acontece em resposta a algum tipo de estresse celular. N6s entdo decidimos
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comecar pelo estresse térmico. A SUMOilacdo por SUMO2/3 foi demonstrada ser
fundamental para a sobrevivéncia celular apés o Choque Térmico (Golebiowski et
al., 2009). Tendo em vista a alteracdo da distribuicdo celular de STI1 por SUMOS3,
nos esperavamos que o Choque Térmico fosse um dos estimulos para induzir sua
SUMOilacdo. Porém, nossos resultados mostraram que o choque térmico nao
induziu qualquer alteragéo na distribuicao intracelular de STI1. Mesmo na presenca
das proteinas PIAS1 e SUMO (1 ou 3), ndo houve maiores alteracdes em STI1 além
daquelas vistas nos controles. Além disso, Soares e colaboradores (manuscrito em
preparacdo) mostraram que nao houve alteracdo na SUMOilacdo de STI1 apos o
Choque Térmico. Estes resultados contradizem os dados publicados por Daniel e
colaboradores (2008) que mostram o translocacdo de Hop-GFP para o nucleo
induzido por Choque Térmico. NOs seguimos exatamente o protocolo deste artigo,
porém usando astrocitos ao invés de células BHK-21 ou fibroblastos de
camundongo NIH 3T3. Esta diferenca no tipo de célula utilizado pode ser a razéo da
discrepancia dos resultados. Além disso, na maior parte dos nossos experimentos
de Choque Térmico nés avaliamos a STI1 enddgena, enquanto 0s autores
utilizaram uma construcdo que codifica para Hop humana acoplada a GFP. De
acordo com 0s nossos experimentos, podemos concluir que a SUMOilacdo de STI1
ndo estd envolvida no reparo celular ap6s Choque Térmico em astrécitos de
camundongos. Esse resultado ndo implica que STI1 ndo atue no Choque Térmico;
como uma co-chaperonina, STI1 exerce um importante papel no estresse térmico
através da sua ligacdo as proteinas HSP70 e HSP90. Os nossos resultado apenas
sugerem que as funcdes nucleares de STI1 ndo estédo relacionadas com esse tipo
de estresse.

Uma outra situacdo de estresse em que a via de SUMOilacéo esta envolvida
€ o0 dano ao DNA ou estresse genotoxico. A quebra na fita dupla do DNA (DSB)
constitui uma das formas mais graves de dano ao DNA (Cann and Hicks, 2007).
Durante esse processo, o0s sitios de DSB sdo reconhecidos por um complexo de
proteinas que recruta a cinase ATM, que por sua vez fosforila a histona H2AX
formando os chamados Foci. A histona fosforilada recruta numerosos outros fatores
para os Foci, que atuardo na via de reparo ao DNA (Jeggo and Lavin, 2009). Esse
recrutamento é dependente da ubiquitinacdo e da SUMOilacdo das diversas

proteinas envolvidas.
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Galanty e colaboradores mostraram que PIAS1 e PIASy atuam na via de
reparo do DNA coordenando a SUMOilacgéo, recrutamento e ubiquitinacdo de varios
efetores (Galanty et al., 2009). Interessantemente, 0os autores mostraram que no
processo de reparo, as funcdes como E3 ligase de PIASy estdo mais associadas a
SUMO1, podendo também atuar com SUMOZ2/3; enquanto as funcdes de PIAS1
estdo exclusivamente associadas com SUMO2/3. No nosso trabalho nés vimos que
STI1 ndo é modificada por PIASy ou por SUMO1, mesmo quando essas duas
proteinas foram co-expressas. Porém, nés vimos um significante aumento de STI1
no nucleo provocado por PIAS1 e SUMOS3. Outra observacdo interessante € o
direcionamento de STI1, mediado por PIAS1, para os corpos PML. Na presenca de
DSB, os corpos PML aumentam de numero e tamanho, e atuam como sensores do
dano ao DNA. Varias proteinas envolvidas na via de reparo ao DNA sao
modificadas nos corpos PML durante esse processo, de forma que estas estruturas
regulam a SUMOilacao e também fosforilagdo dos efetores (revisto por Bernardi and
Pandolfi, 2007; Renner et al., 2010). O direcionamento de STI1 para os corpos PML,
e sua interacdo especifica com PIAS1 e SUMO3 sugerem o possivel envolvimento
de STI1 no reparo ao DNA.

Utilizando irradiacdo por raios X ndés mostramos que STI1-YFP é translocada
para o ndcleo em resposta ao dano ao DNA. Este resultado fortalece a nossa
hipotese de que a STI1 pode desempenhar um papel na via de reparo ao DNA.
Além disso, os resultados do ensaio em duplo hibrido mostraram que STI1 interage
com HIPK2, uma importante cinase envolvida nesta via. A lesdo no DNA induz a
SUMOilacdo de HIPK2 por Pc2 (outro ligante de STI1) que é fundamental para sua
atuacado na repressao da transcricdo. Todas estas evidéncias deverdo ser mais
exploradas para confirmarmos a participacdo de STI1 no reparo ao DNA e também
para entendermos como esse processo acontece; se é realmente dependente da
SUMOilacédo de STI1 ou apenas do seu transporte para o nucleo.

Nés ainda ndo sabemos qual a implicacdo da SUMOilacéo de STI1 sobre sua
secre¢do. A nossa hipotese inicial era de que uma vez SUMOilada, a STI1 fosse
direcionada para o nucleo e portanto fosse menos disponivel para ser secretada.
Porém, os resultados do nosso laboratério mostram que a STI1 ndo depende da
SUMOilacao para ser translocada para o nucleo. Soares e colaboradores mostraram
atraveés de Immunoblotting que a irradiagéo ionizante diminui a SUMOilacao de STI1
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(Anexo 4). Dessa forma, o dano ao DNA que induz alteragcdo na distribuicdo
intracelular de STI1 parece ndo estar associado com sua SUMOilagdo. Novos
estudos deverédo ser realizados para elucidarmos essa questao.

Apesar de ainda ndo sabermos se a SUMOilacdo participa da secrecdo de
STI1, neste trabalho nds apontamos novas fungdes intracelulares de STI1. Além de
co-chaperonina, esta proteina parece também atuar na via de reparo do DNA. A sua
SUMOilacao provavelmente é parte deste processo. Além disso, como STI1 altera a
distribuicdo intracelular de algumas proteinas da via de SUMOilacédo, € possivel
também que ela de alguma maneira contribua para este processo.

A interagdo proteina-proteina parece ser fundamental na regulacdo da
distribuicdo intracelular de STI1: a super expresséo de PIAS1 induz o seu transporte
para o ndcleo, ja a sua interacdo com HSP90 parece reter STI1 no citoplasma
(Daniel et al., 2008). Portanto, o estudo as interacdes de STI1 ainda nos levara aos
mecanismos que regulam sua secregao.

No proximo capitulo o enfoque serd no trdfego da proteina prion celular e
sinalizacdo mediada pela interacdo com seus ligantes. A interacdo de PrP® com

STI1, bem como com outros ligantes também serdo considerados neste capitulo.

80



CAPITULO II: INTRODUGAO

6 INTRODUCAO

6.1 PRIONS

Prion — particula infecciosa proteinacea — € o principal agente etiologico de
um grupo de doencas neurodegenerativas fatais conhecidas como Doencas
Pribnicas (Prusiner, 1998;Prusiner, 1982). Também chamadas de
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (TSE), as Doencas Pridnicas
incluem o Scrapie, em ovelhas, a encefalopatia espongiforme bovina, ou mal
da vaca louca em gado, o kuru, a Insénia Familiar Fatal (IFF), a sindrome de
Gerstmann-Straussler (GSS) e a doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD) em
humanos, entre outras (Gajdusek, 1996; Prusiner, 1996). Estas desordens
neurodegenerativas podem ser de origem hereditaria, infecciosa ou esporadica
(Wadsworth et al., 2003), mas todas elas tém em comum o acumulo de uma
proteina prion que é resistente ao tratamento com proteases, denominada
PrPRS ou PrP*°,

Ap6s o isolamento de PrP*¢ , foi demonstrado que tanto tecidos
infectados quanto sadios apresentavam o mesmo nivel de mRNA para proteina
prion, sugerindo a existéncia de uma proteina prion endbégena (revisto por
Prusiner, 1998). Em 1985 essa hip6tese foi provada quando Chesebro, Oesch
e colaboradores clonaram o gene codificador da proteina prion enddgena,
chamada ent&o de proteina prion celular (PrP®) para ser diferenciada daquela
causadora das encefalopatias. E em 1986, Basler e colaboradores mostraram
que tanto PrP° quanto PrP® sdo codificadas pelo mesmo gene (Basler et al.,
1986). Estudos estruturais revelaram tratar-se de duas isoformas diferentes da
mesma proteina; PrP>® é um anémalo conformacional de PrP® , possuindo
alteracbes na estrutura terciaria que levam a predominancia de folhas-p-
pregueadas ao invés de a-hélices (Baldwin et al., 1994).

A producdo de PrP>¢ infeccioso in vitro (Castilla et al., 2005) e também a
recente geracdo de uma isoforma protease resistente - a partir de PrP¢
recombinante - que carrega todas as caracteristicas de PrP*® incluindo a
inducdo e propagacdo de doencas (Wang et al.,, 2010a), tém reforcado a
hipotese inicialmente proposta por Prusiner de que a transmissédo das doencas

pridnicas se da pela alteracéo conformacional de PrPC.

81



CAPITULO II: INTRODUGAO

Em relacdo ao processo patoldgico, atualmente duas hipoteses tém sido
propostas: a primeira delas propde que apds a conversdo de PrP¢ em Prp>°
ocorra um ganho de funcdo da isoforma alterada, tornando-a tdxica para o
organismo; a segunda propde que a perda de funcdo de PrP® leve a
patogénese (revisto por Linden et al., 2008).

Os primeiros camundongos Knock-outs para a proteina prion celular
apresentaram desenvolvimento e comportamento normais, sem qualquer
defeito aparente no sistema imunolégico (Bueler et al., 1992;Manson et al.,
1994). Estes resultados a principio forneceram argumentos contra a hipétese
da perda de funcdo de PrP® como mecanismo base para patogénese das
doencas pribnicas. Porém, estudos mais aprofundados mostraram que estes
animais apresentam alterac6es em alguns processos bioldgicos (Collinge et al.,
1994;Maglio et al., 2004;Prestori et al., 2008), argumentando entdo a favor de
importantes funcdes de PrP®. Além disso, os niveis de PrP°° ndo possuem uma
correlacao direta com os sintomas clinicos (Bueler et al., 1992;Manson et al.,
1994;Fischer et al., 1996;Hill et al., 2000), e PrP*° por si s6 no é tdxico para as
células nervosas que ndo apresentam PrP® (Brandner et al., 1996); de fato
camundongos Knock-outs para PrP® sdo resistentes & infeccdo por prion
(Bueler et al., 1992;Manson et al., 1994). A deplecdo de PrP® neuronal
endégeno de camundongos infectados por prion levou a reversdo da
espongiose e previniu perda neuronal e progressao clinica da doenca (Mallucci
et al., 2003). Todos estes resultados apontam PrP® como fator chave para
patogénese, portanto novos estudos tém sido direcionados para o0
entendimento do papel desta proteina no SNC e conseqguentemente na

patologia das doencas pridnicas.

6.2 PROTEINA PRION CELULAR (PrP°)

A proteina prion celular € uma glicoproteina ligada a membrana plasmatica
por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Stahl et al., 1987), expressa
em neurdnios, células neuroenddcrinas e do sistema imune, entre outras. Sua
expressdo parece ser regulada ao longo do desenvolvimento, sendo

notavelmente detectada durante a sinaptogénese (Sales et al., 2002).

82



CAPITULO II: INTRODUGAO

Estruturalmente, PrP® possui uma regido N-terminal flexivel, de
aproximadamente 100 aa (23-124), organizada aleatoriamente; uma regido C-
terminal globular, de aproximadamente 100 aa (127-231), consistindo em 3 a-
hélices altamente conservadas e 2 folhas-f3 (revisto por Linden et al., 2008); um
dominio central que contém duas sequéncias de residuos positivamente
carregados — CC1 (23-27) e CC2 (95-110), e uma regido hidrofébica (111-134)
(Prusiner, 1998;Aguzzi et al., 2008). A figura 23 mostra em detalhes os
principais dominios de PrP°®.

O dominio N-terminal de PrP® contém um peptideo sinal, uma regi&o
formada por 4 repeticbes de uma sequéncia de 8 peptideos (59-90) que se
ligam a ions cobre (Stockel et al., 1998) e uma regido polibasica formada por 4
residuos (KKRP amino acidos 23-26). A ligacdo de ions cobre a regidao dos
octapeptideos induz a translocacdo de PrP° dos lipide Rafts para regides da
membrana sollveis a detergente e consequentemente leva a sua endocitose.
Essa endocitose mediada pelos ions cobre acontece através de vesiculas
cobertas por clatrina e é também dependente da regido polibasica de PrP¢
(Taylor et al., 2005). Mutacfes ou delec¢des nas regides dos octapeptideos ou
CC1l nao levam ao desenvolvimento de doencas prionicas. Entretanto, a
expressdo de uma proteina prion mutada que apresenta a insercdo de
adicionais octapeptideos em sua sequéncia, leva ao desenvolvimento de
sintomas que se assemelham as doencas pribnicas. Da mesma forma,
deleces em CC2 e no centro hidrofébico de PrP induzem aos mesmos
sintomas, sugerindo que estas regifes sejam importante para 0 pProcesso
patoldgico (revisto por Aguzzi et al., 2008).

O dominio C-terminal de PrP® possui um peptideo sinal para a adicéo de
uma ancora de glicosil-fosfatidilinositol (GPI), que é responsavel pela insercao
da proteina na membrana e direcionamento para o espaco extracelular (revisto
por Harris, 1999). Esse dominio sofre varias modificacbes pos-traducionais e
auxilia na maturacdo de PrP® induzindo, juntamente com o peptideo sinal N-
terminal, o seu direcionamento para o reticulo endoplasmatico (Heske et al.,
2004). Véarias mutacdes na regido C-terminal de PrP® foram associadas com
doencas pribnicas hereditaria (Muramoto et al., 1997;revisto por Aguzzi et al.,
2008). Em relacdo a ancora de GPI, Priola e colaboradores (2009) mostraram

que esta ancora ndo é necesséria para formacédo de prion anormal nas células,
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mas é fundamental para a persisténcia e transmissao ceélula-célula da infeccéo
por prion (Priola and McNally, 2009;Chesebro et al., 2005). Recentemente, foi
demonstrado que camundongos homozigotos expressando PrP® sem a ancora
de GPI, infectados por PrP>¢, desenvolveram uma doenca fatal com sintomas
clinicos peculiares (Chesebro et al., 2010). Estes animais apresentaram alta
infectividade, densos depdsitos de PrP*° e auséncia de espongiose, sugerindo
que a ancora de GPI pode desempenhar um importante papel na patogénese
das doencas associadas a prion (Chesebro et al., 2010). Em conjunto estes
resultados mais uma vez exemplificam a importancia do conhecimento dos
dominios de PrP®, bem como os ligantes deste dominios, para o
esclarecimento da patogénese das doencas pridnicas.

Em relacdo as modificacdes pos-traducionais, o precursor de PrP¢ é
direcionado para o reticulo endoplasméatico onde ocorre a clivagem do peptideo
sinal e a adicdo da ancora de GPI na extremidade C-terminal (Turk et al.,
1988;Stahl and Prusiner, 1991;Rudd et al.,, 2001). A proteina € entdo
direcionada para o Golgi onde sofre glicosilacdo dos residuos de asparagina
180 e 196, bem como adicdo de acido sialico nas cadeias oligossacaridicas e
formacdo de uma Unica ponte dissulfeto entre os aminoacidos 178 e 213,
gerando a proteina madura com conformacdo adequada que sera direcionada
para a membrana plasmatica (Haraguchi et al., 1989;Stahl and Prusiner, 1991).
A massa molecular de PrP¢ pode variar de 18 a 33 Kda de acordo com o seu
nivel de glicosilagdo, ou seja, de-, mono- ou diglicosilada (revisto por Brown,
2001).
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Figura 23: Estrutura primaria da proteina PrP°.

A: A numeracdo dos residuos est4d de acordo coma sequéncia de PrP® de
humanos. A proteina apresenta um peptideo sinal para direcionar a entrada no
reticulo endoplasmético e um sinal para ligacdo de GPl. PrP® pode ser
glicosilada tanto na asparagina 181 como na 197. A proteina possui ainda um
segmento bastante hidrofébico (aas 112-127) e uma ponte dissulfeto. As quatro
sequéncias repetitivas (51-91) podem ligar ions cobre e seu numero é
dependente da espécie considerada (adaptado de Pastore e Zagari.,2007). B:
Localizacdo de PrP® na membrana celular. PrP® é incorporado no lado
externo da membrana plasmatica através de sua ancora de GPI. A proteina
madura possui um dominio C-terminal enovelado em o-hélices e folha-p anti-
paralela (representadas em azul e verde respectivamente) ; o dominio N-
terminal € desordenado, compreendendo quase metade da cadeia polipetidica
(representado em vermelho e cinza). As esferas alaranjadas representam os
oligossacarideos adicionados nos dois sitios de asparagina (adaptado de
Pinheiro, 2006).
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6.3 FUNCOES DA PROTEINA PRION CELULAR

A alta homologia e conservacdo de PrP® entre as espécies sugerem um
papel fisiolégico importante para esta proteina, e apesar da sua fungcédo néo ser
completamente esclarecida, alguns aspectos da atividade normal de PrP® ja
sdo conhecidos. A figura 24 mostra um esquema resumido dos processos

fisiologicos nos quais PrP® parece estar envolvido.

Sobrevivéncia neuronal:
Protecdo contra apoptose
Memdria: Protecdo contraestresse oxidativo
Fomacdo Homeostasiade ions cobre Sinapses:

Consolidacdo Formacdo i

Neuritogénese

Manutencdo da
mielinizac@o dos axénios

Diferenciagae neuronal

Sistema Imune Astrocitos:
Modulacéo daresposta imunolégica Desenvolvimento

Figura 24: Processos fisiolégicos mediados por PrP€.

A proteina prion celular tem sido descrita como mediadora de varios processos
fisiol6gicos como os descritos acima. A maior parte de suas funcdes parece se
concentrar em neurfnios, mas recentes trabalhos mostram sua atuagdo em
diferentes tipos celulares. Adaptado de Aguzzi et al., 2008. Para melhor revisdo
sobre as funcées fisiolégicas de PrP® ver Linden et al., 2008 e Martins et al.,
20009.

O desenvolvimento de camundongos transgénicos carregando formas
truncadas ou mutadas de PrP® tem sido usado como uma ferramenta para
tentar elucidar o papel desta proteina in vivo. Os primeiros camundongos
Knock-outs para PrP® (Zurichl e Edinburgh) ndo apresentaram alteracdes no
desenvolvimento, levando a hipotese de que esta proteina seria desnecessaria
(Bueler et al.,1992; Manson et al., 1994). Entretanto, estudos mais
aprofundados mostraram que estes animais apresentam alteragdes em alguns

processos biolégicos como neurotransmissdo, plasticidade sinaptica, ritmo
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cicardiano, resposta imune e memdria (Collinge et al., 1994;Maglio et al.,
2004;Prestori et al., 2008;Coitinho et al., 2003;de Almeida et al., 2005). Além
disso, 0s animais apresentaram maior sensibilidade a varias condi¢gbes de
estresse e um limiar mais baixo para morte neuronal (revisto por Martins et al.,
2009). Portanto, apesar de toda especulacdo existente sobre mecanismos
compensatérios para a auséncia de PrP®, estes mecanismos devem ser
insuficientes dadas as alteracdes decritas nos camundongos Knock outs.

Como descrito no topico anterior, mutaces em sitios especificos nas
regides N e C-terminal de PrP® levam ao desenvolvimento de sintomas que se
assemelham muito com aqueles observados nas doencas pridnicas (Aguzzi et
al., 2008). N&o se sabe quais os mecanismos envolvidos nos efeitos
patolégicos causados pelas formas truncadas ou mutadas de PrP®. Uma
analise nas mutacdes que ocorrem nas doencas pridnicas de origem genética e
também nos modelos de formas truncadas/mutadas que ja foram utilizados
revela que muitas dessas alteracdes ocorrem em sitios de ligacdo para o0s
ligantes de PrP® (revisto por Collinge and Palmer, 1994;Wadsworth et al.,
2003;Martins et al., 2009). Portanto, uma importante hipotese seria de que as
delecBes em varios dominios de PrP® levaria & perda da sua interacdo com
ligantes envolvidos nas suas fungdes celulares, levando ao desenvolvimento de
doencas. E possivel também que as proprias formas truncadas para PrP®
compitam pela ligacdo a seus ligantes, prejudicando assim a sinalizacao
mediada pelos mesmos (Shmerling et al., 1998;Baumann et al., 2007;Li et al.,
2007a).

Essa hipotese tem sido reforcada por uma grande quantidade de trabalhos
mostrando a interacdo de PrP® com ligantes envolvidos em importantes funcées
no organismo (revisto por Linden et al., 2008) (figura 25). PrP® é capaz de se
ligar a componentes da matriz extracelular (ECM) como laminina (Graner et al.,
2000a;Graner et al., 2000b), Vvitronectina (Haj et al, 2007), a
glicosaminoglicanos como heparina e heparan sulfato (Warner et al., 2002) e a
receptores de ECM como 37LRP/67LR (precursor do receptor de laminina de
37kDa/ receptor de laminina de 67kDa) (Rieger et al., 1997). A interacdo de
PrP® com laminina no hipocampo esta associada com neuritogénese (Graner
et al., 2000a) e consolidacdo da memoria (Coitinho et al., 2006). Outra

interacdo importante é a ligacéo de PrP® com vitronectina, que foi descrita ser
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importante para o crescimento de axbnios no ganglio da raiz dorsal de
camundongos (Hajj et al., 2007).

Varias proteinas transmembrana com atividades neurotréficas possuem
suas funcdes moduladas pela interacdo com PrPC. Entre elas pode-se citar a
molécula de adesdo celular neuronal NCAM, cuja interacdo com PrP¢ induz
neuritogénese através da ativacao de p59fyn Cinase (Santuccione et al., 2005);
integrinas (Hajj et al., 2007); receptores acoplados a proteina G (Mouillet-
Richard et al., 2000) e canais i6nicos de membrana (Khosravani et al.,
2008b;Harris et al., 1991;Martins et al., 2009; Beraldo et al., 2010 manuscrito
em preparacéao A).

Estas e muitas outras proteinas ja foram descritas como ligantes de PrP¢,
sugerindo o modelo em que PrP® atue como uma plataforma dinamica na
superficie celular, reunindo varias proteinas e dessa forma integrando a
sinalizacdo mediada por estes complexos (Linden et al., 2008; Martins et al.,
2009). A figura 25A mostra os principais ligantes de PrP® bem como os
respectivos sitios de ligacdo enquanto a figura 25B exemplifica as atividades
neurotréficas de PrP° através da sua associacdo com seus ligantes.

A STI1 talvez seja o ligante de PrP® mais extensivamente estudado até
agora. STI1 e mais dois outros importantes ligantes de PrP®, LRP1 e
oligbmeros AB-amildides, foram alvos deste trabalho e portanto serdo descritos

com mais detalhes nos tépicos subsequentes.
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Figura 25: Ligantes da proteina prion celular.

A: A sequéncia traduzida de PrP° de camundongo esta representada no centro
da figura. Abaixo e acima de PrP°¢ estdo representados alguns de seus
principais ligantes descritos e os respectivos dominios de ligacdo em PrP°¢. SP:
peptideo sinal; OR: dominio de octapeptideos repetidos; CC: agrupamento de
cargas; HC: centro hidrofébico; H1, H2 e H3: dominios a-hélice; GPIp: peptideo
de sinalizacdo para ancora de GPI; as estrelas amarelas representam os
residuos de glicosilagdo; GAG: glicosaminoglicanos; HS: heparam sulfato;
LRP1: proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade;
LRP: proteina precursora do receptor de laminina; LR: receptor de laminina
(adaptado de Linden et al., 2008). B — Modelo de orquestramento das
atividades neurotréficas mediadas pela interagéo de PrP© com seus ligantes no
sistema nervoso central. Vn: vitronectina; Ln: Laminina; HSPG: proteoglicanos
heparan sulfato; stress inducible protein-1 (adaptado de Martins et at., 2009).
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6.4 STI1 COMO LIGANTE DE PrP€

No capitulo 1 deste trabalho, a STI1 foi descrita como uma co-chaperonina
que entre outras funcdes, atua no enovelamento de peptideos recém-
sintetizados. Nesse capitulo, sera dado enfoque nas atividades de STI1 como
um ligante de PrP, cuja interacdo esta associada com importantes processos
bioldgicos no sistema nervoso central.

Em 1997, Martins e colaboradores propuseram um receptor para PrP® com
base na teoria de hidropaticidade complementar (Martins et al., 1997). Esta
teoria propde que peptideos codificados por fitas complementares do DNA sé&o
capazes de interagir entre si. Este grupo sintetizou um peptideo que era
complementar a regido do DNA que codifica para os residuos 114-129 da
proteina prion de humanos. Esta regido foi escolhida como molde porque foi
demonstrado que o peptideo codificado por ela era capaz de induzir morte
neuronal. O peptideo complementar foi utilizado para imunizar camundongos e
os resultados do Immunoblotting mostraram que 0s anticorpos resultantes
foram capazes de reconhecer uma proteina de 66 KDa em extratos de cérebro
de camundongos. Este peptideo foi capaz de se ligar & PrP€in vitro e bloquear
os efeitos neurotéxicos mediados pelo peptideo 106-126 da proteina prion de
humanos (considerado como peptideo neurotéxico por dados anteriores)
(Martins et al., 1997).

Chiarini e colaboradores analisaram o efeito da interacéo entre PrP¢ e seu
peptideo complementar sobre a apoptose em explantes de retina (Chiarini et
al., 2002). Os autores mostraram que esta interacdo previne a morte celular
induzida por anisomicina nestes explantes, e que estes sinais neuroprotetores
ocorrem por ativacdo de vias dependentes de cAMP/PKA. Anticorpos
produzidos contra este peptideos reconheceram uma proteina endégena que
através de eletroforese em gel bidimensional e espectrometria de massas foi
identificada como sendo a STI1. Neste trabalho foi sugerido que PrP € e STI1
interagem fortemente in vivo, e demonstrou-se que esta interacdo induz sinais
neuroprotetores em retina (Zanata et al., 2002).

Na busca pela relevancia fisiologica desta interacdo Lopes e colaboradores
mostraram que a interacdo de PrP® e STI1 promove neuritogénese e
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neuroprotecdo em culturas de hipocampo, por vias distintas de sinalizacéo
(Lopes et al., 2005). A neuritogenese induzida por esta interacdo é mediada
pela via das MAP cinases (MAPK) enquanto a neuroprotecdo foi mediada pela
via da Proteina Cinase A (PKA). Sakudo e colaboradores também confirmaram
o envolvimento da interacdo STI1-PrP® na modulacdo da sobrevivéncia
neuronal, através da ativagcdo da Superéxido dismutase dependente desta
interacdo (Sakudo et al., 2005). Desde entdo, as consequéncias fisiologicas
decorrentes da interacdo STI1-PrP¢ tem sido extensivamente estudadas e
como resultado de todos estes anos de estudo algumas funcbes ja foram
estabelecidas. Coitinho e colaboradores (2006) mostraram que a interacdo
STI1-PrP® aumenta a formacdo da meméria de curto-termo e a consolidacao
da memodria de longo-termo no hipocampo de ratos. Lima e colaboradores
mostraram que a interacdo STI1-PrP¢ (com STI1 expressa em astrocitos e
PrP® expresso em neurdnios) induz diferenciacédo neuronal (Lima et al., 2007).
Neste mesmo trabalho os autores mostraram que STI1 € secretada por
astrocitos induzindo sobrevivéncia neuronal novamente através de sua
interacdo com PrP° (Lima et al., 2007). Ainda sobre astrécitos, foi demonstrado
que a interacdo STI1-PrP° regula o desenvolvimento destas células (Arantes et
al.,, 2009). Em conjunto, estes resultados apontam STI1 como um fator
neurotréfico, atuando na manutencao, sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal
através da sua interacdo com PrP®. Tendo em vista que PrP¢ é uma proteina
ancorada a membrana celular e STI1 é predominantemente citoplasmatica,
essas atividades neurotréficas s6 sdo possiveis porque STI1 é secretada para
o espaco extracelular podendo entdo interagir com PrP¢ na membrana. Isso
sugere que STI1 é uma proteina de vida dupla mediando funcbes intra e
extracelulares.

Os mecanismos pelos quais STI1-PrP® exercem suas atividades ainda n&o
estdo esclarecidos. Um trabalho recente mostrou que esta interacdo induz
aumento na sintese de proteinas neuronais através das vias de sinalizagédo
PI3K-Akt-mTOR (do inglés Phosphoinositide 3-kinase — Akt - mammalian target
of rapamycin complex-1) e ERK1/2 (Roffe et al., 2010). A sintese protéica foi
importante para as atividades neurotréficas mediadas pela interacdo STI1-
PrP¢, e foi parcialmente inibida pela infeccdo com PrP*¢. Estes resultados

constituem um passo importante na elucidagdo dos mecanismos envolvidos
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nas atividades mediadas por STI1-PrP°. Um melhor entendimento destes
processos, incluindo caracterizacdo das vias Downstream STI1-PrP¢,
identificacdo dos mediadores transmembrana que conectam STI1-PrP¢ com a
sinalizacao intracelular, regulacdo da secrecdo de STI1 e trafego-localizacéo
intracelular de STI1 e PrP®, certamente contribuirdo para o entendimento das
funcBes fisioldégicas da proteina prion celular e da patogénese das doencas

pridnicas.

6.5 PROTEINA RELACIONADA AO RECEPTOR DE LIPOPROTEINA DE
BAIXA DENSIDADE

A proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade ou
LRP1, inicialmente identificada por sua alta homologia estrutural com o
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL), € um receptor multifuncional
que possui varios ligantes distintos (Herz et al., 1988). Trata-se de uma
glicoproteina de membrana, expressa em varios tipos celulares, entre eles
neurénios, onde exerce um papel fundamental na captacdo de colesterol e
acidos graxos provenientes da glia adjacente (Bu et al., 1994a;Bu et al.,
1994b). Mais de 30 ligantes ja foram descritos para LRP1, incluindo a
apolipoproteina E (ApoE), proteina precursora amildide (APP) e oo-
macroglobulina (Taylor and Hooper, 2007b). Um outro ligante interessante
descrito é o receptor urokinase de plasminogénio ativado (UPAR) - cuja
internalizacao depende de sua ligacdo a LRP1 (Horn et al., 1998).

Assim como PrP®, uPAR é uma proteina ancorada por GPI localizada nos
lipide Rafts (Stahl and Mueller, 1995). Tendo em vista o envolvimento de LRP1
no trafego de deste receptor, Taylor e Hooper decidiram investigar a
participacdo de LRP1 na endocitose de PrP® (Taylor and Hooper, 2007a).
Estes autores mostraram que LRP1 participa da endocitose de PrP¢ mediada
por ions cobre em células neuronais. No mesmo ano, um outro grupo de
pesquisa confirmou a participacdo de LRP1 na endocitose de PrP® em células
neuronais, e também mostrou que LRP1 se liga & PrP¢ em compartimentos
biosintéticos, como o reticulo endoplasmatico, mediando o trafego de PrP® até
a superficie neuronal (Parkyn et al., 2008). Estes resultados sugerem que
LRP1 possa ser a ponte entre PrP® e as vias de sinalizacao intracelulares.
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Além do seu envolvimento na endocitose de diversos ligantes, LRP1
também parece contribuir para eventos de sinalizagdo que medeiam
proliferagdo, migracéo e diferenciagao celular (Caceres et al., 2010). Muratoglu
e colaboradores mostraram que o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) se associa com LRP1 em compartimentos endossomais, formando um
complexo de sinalizagdo que ativa a fosforilagdo de ERK1/2 (Muratoglu et al.,
2010). Este e outros trabalhos suportam o envolvimento de LRP1 na ativacao
da via de MAP Kinase (Bonacci et al., 2007;Caceres et al., 2010). Como dito
anteriormente, a interacdo STI1-PrP® promove diferenciacdo neuronal através
da ativacdo de MAPK, porém ndo se sabe qual o mediador transmembrana
responsavel por conectar este estimulo que ocorre na supeficie celular, com as
vias de sinalizacao intracelular. Tendo em vista os dados apresentados acima
mostrando ativacdo de ERK por LRP1, e seu envolvimento na endocitose de
PrP®, a nossa hipétese é de que este receptor seja um dos mediadores
transmembrana envolvido em alguma das sinaliza¢cdes dependentes de STI1-
PrPC.

6.6 PEPTIDEOS AB-AMILOIDES, DOENGCAS PRIONICAS E DOENCA DE
ALZHEIMER

Uma das principais caracteristicas observadas na doenca de Alzheimer
(DA) é a presenca de placas insoluveis no cérebro dos paciente, formadas pelo
depodsito de diferentes formas da proteina Ap-amiléide. As proteinas B-
amildides podem existir como monbémeros e oligdbmeros soluveis, fibrilas
intermediarias a agregados fibrilares insoltveis (Klein, 2002a;Klein, 2002b).
Por muito tempo acreditou-se que o depésito das formas fibrilares de AP era o
principal resposavel pela neurodegeneracgéo e pelo dano cognitivo associado a
esta doenca (Lorenzo and Yankner, 1996). Porém a quantidade de formas
soluveis de Ap no cérebro se correlaciona muito melhor com a extensédo da
perda sinaptica, severidade do prejuizo cognitivo e grau de deméncia (Terry,
1996;Lue et al., 1999;McLean et al., 1999;Wang et al.,, 1999;Lemere et al.,
2002). Os processos celulares envolvidos na plasticidade sinaptica sao
extremamente vulneraveis as formas sollveis de AB. o acumulo destas formas

leva a disfuncéo sinaptica, o que em parte explica o défict cognitivo observado
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na DA (Rebola et al., 2010). Concentragbes nanomolares de oligbmeros AB
mas nao de mondmeros, inibem significativamente a potenciacdo a longo
termo, LTP (modelo classico de plasticidade sinptica, que esta associado com
aprendizado e memoaria) (Walsh et al., 2002). Os mecanismos envolvidos ainda
ndo sdo completamente esclarecidos, mas a elucidacdo das proteinas
envolvidas nesse processo certamente constitui um importante alvo para o
desenvolvimento de drogas para esta doencga.

Véarios estudos tém mostrado a participagdo da transmissao
glutamatérgica e colinérgica nos efeitos mediados pelos Oligbmeros ApB. Estes
oligbmeros aumentam a excito-toxicidade mediada pelos receptores NMDA e
MGIuR (revisto por Ondrejcak et al., 2010;Renner et al., 2010b) e também se
ligam aos receptores nicotinicos a7 mediando os efeitos inibitorios sobre LTP
(Wang et al., 2000a;Wang et al., 2000b;Wang et al., 2009) Recentemente, a
proteina prion celular foi identificada como um novo ligante de AB (Lauren et
al., 2009;Chen et al., 2010;Balducci et al., 2010). Foi demonstrado que os Ap-
oligbmeros se ligam & PrP® com alta afinidade, levando aos mesmos prejuizos
na plasticidade sinaptica observados em modelos animais da Doenca de
Alzheimer (Lauren et al., 2009). O desenvolvimento de uma linhagem de
camundongos modelo para AD e ao mesmo tempo Knock outs para PrP°
também mostrou a participacdo da proteina prion celular no déficit cognitivo
induzido por AB (Gimbel et al., 2010). Esse trabalho sugeriu um forte link entre
a interacdo AP-PrP® e a subsequente perda de marcadores sinapticos,
degeneracdo de axbnios serotoninérgicos, sobrevivéncia e prejuizo na
memoria.

Apesar destes trabalhos apontarem PrP® como mediador dos efeitos
neurotoxicos induzidos por AB, novos trabalhos tém argumentado contra esta
hip6tese. Balducci e colaboradores mostraram que camundongos expressando
PrPC ou Knock-outs para esta proteina foram igualmente susceptiveis ao dano
sinaptico induzido por AB (Balducci et al., 2010). Da mesma forma, Callela e
colaboradores mostraram que a super expressdo ou a delecdo de PrP® nao
afeta o dano na plasticidade sinptica visto em camundongos transgénicos
modelos de AD (Calella et al., 2010). Portanto, ainda permanece a questao se

PrP¢ esta envolvido nos efeitos neurotéxicos induzidos por AB. Apesar do
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conflito de resultados, todos os grupos confirmaram que A se liga & PrP® com
alta afinidade (Lauren et al., 2009;Balducci et al., 2010;Calella et al., 2010),
sugerindo que estas proteinas estdo envolvidas em algum processo comum no
SNC.

Parkin e claboradores mostraram que a superexpresséo de PrP¢ leva &
inibicdo do processamento de APP (proteina precursora dos peptideos ApB-
amiléides) pela B-secretase, diminuindo a formacgédo dos peptideos AB (Parkin
ET AL., 2007). Estes resultados sugerem que PrP® possa atuar Upstream a
producéo dos oligbmeros AP e a toxicidade intracelular, mas ndo se sabe ainda
quem sdo os outros mediadores deste processo. Sabe-se, que PrP° induz
sobrevivéncia neuronal, formacéo e consolidacdo da memoria através de sua
interacdo com STI1 (Lopes et al., 2005; Coitinho et al., 2006; Lima et al., 2007).
Sabe-se também que PrP® induz neuroprotecdo através de sua interagcdo com
receptores NMDA (Khosravani et al., 2008a;Khosravani et al., 2008b). Estes e
outros exemplos de sinais protetores mediados pela interacdo da proteina prion
celular com seus diversos ligantes suscitam a hipétese de que a perda destas
interacBes pela ligacdo de AB a PrPC leve a disfuncéo no SNC.

Além disso, uma outra importante observacdo € de que os oligbmeros
ApB se ligam nos segmentos ~95-110 e 23-27 na sequéncia da proteina prion
celular (Lauren et al., 2009;Chen et al., 2010). Estes residuos estao presentes
em dominios na regido N-terminal de PrP® que sdo fundamentais para sua
endocitose. Tendo em vista a importancia da endocitose para sinalizacao
mediada por PrP®, é fundamental a avaliacdo do efeito dos oligbmeros sobre
seu trafego.

6.7 TRAFEGO E SINALIZACAO

A endocitose é caracterizada pela internalizacdo de moléculas da
superficie celular para dentro de compartimentos intracelulares (revisto por Le
and Wrana, 2005). E um importante mecanismo envolvido na manutencdo da
homeostasia celular. Além da captagdo de nutrientes e comunicacdo celular,
um papel bem estabelecido da endocitose é a internalizagéo de receptores de
superficie (Gonzalez-Gaitan and Stenmark, 2003). Esse processo € crucial
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para a regulacdo da sinalizacdo, do turnover do receptor e da magnitude,
duracdo e natureza dos eventos de sinalizacdo. O fato de que o bloqueio da
endocitose atenua significativamente a sinalizagdo dependente de EGF (fator
de crescimento epidermal) é um dos exemplos do requerimento da endocitose
para transducéo de sinal (revisto por Gonzalez-Gaitan, 2003). A regulacao da
sinalizacdo pela endocitose apresenta varias vantagens: 1) O trafego
endocitico pode dar acesso a complexos de sinalizagdo que estdo em
compartimentos intracelulares; 2) permite a escolha de vias alternativas de
sinalizacao a partir do mesmo receptor, a primeira ocorrendo na membrana e a
segunda ocorrendo nos endosomas; 3) determina a cinética da sinalizagcédo que
leva a efeitos diferentes e 4) fornece um mecanismo pelo qual a sinalizacao
gerada no terminal pré-sinaptico alcanca o corpo celular do neurénio (revisto
por Gonzalez-Gaitan., 2003). Dessa forma, conclui-se que o trafego endocitico
de muitas proteinas esté intimamente relacionado com a sinalizagdo mediada
pelas mesmas.

Em relacdo a PrP°, sua endocitose tem sido alvo de intensos estudos
pois acredita-se que seu trafego intracelular seja essencial no processo
patologico de conversao para a isoforma alterada. Américo e colaboradores e
Caetano e colaboradores mostraram que a ativacdo de ERK1/2 induzida pela
interacdo STI1-PrP¢ é dependente da endocitose de PrP°, sugerindo um
importante papel da endocitose na sinalizacdo mediada por este complexo
(Americo et al., 2007;Caetano et al., 2008). Um melhor entendimento do trafego
de PrP® e STI1 trard muitas informacbes a respeito da biologia destas
proteinas, e pode também auxiliar na compreesao dos mecanismos patolégicos
nos quais elas estdo envolvidas. Os dados sobre o trafego de PrP® serdo
apresentados adiante. Os proximos tdpicos tém o objetivo de revisar os
mecanismos fisioldgicos que regem a endocitose de proteinas.

6.8 INTERNALIZACAO DE PROTEINAS

O trafego vesicular pode ser realizados por varios processos; as duas

principais vias sé@o a classica, que é a via endocitica dependente de clatrina, e
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a nao-classica, que corresponde as vias independentes de clatrina, mas
dependentes de lipide Rafts (Nichols, 2002;Le and Wrana, 2005).

A via classica, responsavel pela internalizacdo de nutrientes, patégenos,
antigenos, fatores de crescimento e receptores € a via endocitica mais bem
caracterizada. De modo geral, os receptores e outras proteinas de membrana
gue seletivamente se acumulam nas invaginacdes revestidas possuem motivos
protéicos especificos em seus dominios citoplasmaticos que séo reconhecidos
pela maquinaria de endocitose via clatrina (revisto por Trowbridge et al., 1993).
Dessa forma, através de interacdes proteina-proteina, esses motivos recrutam
as proteinas adaptadoras - AP2, AP180 e epsinas - que reconhecem e se ligam
ao complexo a ser endocitado. Essa ligacéo recruta as cadeias de clatrina que
estdo no citosol para a regido do complexo, formando entdo as vesiculas
cobertas por clatrina (CCVs), que sédo destacadas da membrana plasmatica por
um processo dependente da GTPase Dinamina (Gaidarov et al., 1999;Farsad
et al., 2001;Schmidt, 2002;Mousavi et al.,, 2004;Edeling et al.,, 2006). Os
fosfolipides também s&do muito importantes na endocitose via clatrina. Ja foi
demonstrado que o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  (Ptdins(4,5)P2) e o
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato ~ (PtdIins(3,4,5)P3) estdo envolvidos na
endocitose constitutiva e estimulada desta via (revisto por Le and Wrana,
2005). Além disso, muitas das proteinas adaptadoras interagem com estes
lipides, como a Epsina e Dab2, dessa forma, cinases lipidicas e fosfatases
também tém um importante papel na formacao de vesiculas (revisto por Le and
Wrana, 2004; revisto por Mousavi et al., 2004).

Dentro das conhecidas rotas endociticas independente de clatrina temos a
fagocitose, a captacdo mediada por caveolae, a macropinocitose e a captacéo
constitutiva nao-clatrina. Especula-se que estes mecanismos nao utilizam
interagfes proteina-proteina para concentrar receptores ou revestir vesiculas;
basicamente eles exploram diferencas na composicao de lipides e proteinas de
membrana (revisto por Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001).

A fagocitose é um processo no qual grandes particulas (> 0.5 um) séo
internalizadas pelas células. A captacéo é tipicamente disparada pela ligacdo
destas particulas a receptores de superficie celular capazes de transduzir um
estimulo fagocitico. Este estimulo resulta na polimerizacdo localizada de actina

e subsequente extensdo de pseuddépodes que englobam a particula ligada
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formando um fagossoma citoplasmatico. Em mamiferos, esta via atua como
uma primeira linha de defesa contra microorganismos, e também no
processamento e apresentacdo de antigenos derivados de bactérias para
linfécitos T, sendo portanto um importante componente da resposta imune
humoral (revisto por Mellman, 1996;Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001).

A macropinocitose envolve a internalizagdo de extensas areas da
membrana plasmatica junto com significantes quantidades de fluidos. Este tipo
de captacdo parece refletir uma captura passiva de fluidos extracelulares, e
ocorre quando ondula¢cdes da membrana plasmatica (Ruffling) se fundem
novamente com a mesma para gerar vesiculas largas (> 1 um ) e irregulares
denominadas macropinossomos. Estas ondulagbes da membrana sao
formadas por um extensivo rearranjo de actina, sendo independentes da
atividade de dinamina, e sdo enriquecidas de lipide Rafts especificos e
fosfoinositideos (Mellman, 1996;Kirkham and Parton, 2005). Além disso, estes
prolongamentos sao regulados pela GTPase ARF6, que induz uma producao
localizada de fosfatidilinositol bifosfato (Ptdins(4,5)P,;) por ativacdo da
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-cinase na membrana plasmatica. Estes mediadores
entdo exercem um papel regulatério na macropinocitose (revisto por Nichols e
Lippincott-Schwartz, 2001). Por ser um processo inespecifico, esta via é
utiizada por alguns virus para entrarem dentro das células (revisto por
Pelkmans and Helenius, 2003).

Ainda dentro do grupo das vias independentes de clatrina exitem as vias
sensiveis a deplecdo de colesterol, ou vias dependentes de lipide Rafts (Parton
and Richards, 2003). Propostos ha4 mais de quinze anos atras, os lipide Rafts
foram originalmente definidos como sendo fragdes da membrana insollveis em
detergente Triton X-100 a 4 °C (Brown and Rose, 1992;Simons and Toomre,
2000;Simons and lkonen, 1997). Atualmente, sabe-se que estas estruturas
formam microdominios altamentente dindmicos na membrana plasmatica,
enriquecidos de colesterol e esfingolipides, e estdo envolvidos no trafego e
sinalizacdo de diversas moléculas (Simons and Toomre, 2000;Simons and
Ikonen, 1997). A presenca de receptores ionotropicos, cinases da familia Src e
proteinas ancoradas por GPI nestes dominios, apontam os lipide Rafts como
plataformas de sinalizagdo (Simons and Toomre, 2000;Allen et al., 2007). O

principal mecanismo de endocitose nestes dominios ocorre através dos
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caveolaes, que sdo estruturas em forma de garrafa, enriquecidas de lipide
Rafts, de pH neutro, constituidas principalmente pela proteina caveolinal
(Pelkmans and Helenius, 2003;Pelkmans et al., 2001). Bioquimicamente estes
dominios sao caracterizados pelo acumulo da proteina caveolina, que faz parte
de uma familia de proteinas de ligacdo ao colesterol (Mellman, 1996; Nichols e
Lippincott-Schwartz, 2001). A expressdo de caveolinas em células pode ser
correlacionada com o aparecimento de caveolaes, 0 que mostra a importancia
destas proteinas na formacéo e manutencdo dos mesmos (Fra et al., 1995). A
endocitose via caveolae compartilha algumas caracteristicas com a via
dependente de clatrina, como o processo de fissdo, mas diferente da
associacdo dinaminca de clatrina com a membrana plasmética, os caveolaes
formam associacfes estaveis e de lenta motilidade (Pelkmans and Helenius,
2003;Kirkham and Parton, 2005). Apesar de também ser um processo
dependente de dinamina, os endosomas formados pelos caveolaes sé&o
distintos daqueles encontrados na via classica, e parecem direcionar o material
endocitado para o Golgi (Nichols, 2002). Esta via esta envolvida na entrada de
virus ndo envelopados como o virus SV40, e na endocitose de moléculas como
a cOlera toxina, o acido fdlico, o fator de motilidade autdcrino, entre outras
(Pelkmans et al., 2001;Rajendran and Simons, 2005).

Além dos caveolaes existem outros mecanismos “ndo-classicos”,
dependentes de lipide Rafts mas que séo independentes de dinamina. Estes
mecanismos ainda s&o pouco esclarecidos, mas parece ser uma via
constitutiva envolvida no direcionamento de marcadores de lipide Rafts e
lipides da membrana plasmatica para o aparato de Golgi (revisto por Nichols e
Lippincott-Schwartz, 2001). J& foi demonstrado que proteinas como o receptor
B de interleucina-2, a subunidade B da colera toxina (CTxB) e proteinas
ancoradas por GPI utilizam esta via endocitica (revisto por Le Roy e Wrana,
2005).

Outra proteina, contituinte dos lipide Rafts, que foi descrita como
determinante de uma nova via endocitica independente de clatrina, é a flotilina
(Glebov et al.,, 2006). Trabalhos do grupo do Dr. Nichols mostraram que a
flotilina 1 e 2 parece definir uma via endocitica distinta de clatrina, caveolaes e
independente de dinamina 2 (Glebov et al., 2006;Frick et al., 2007).
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6.9 TRAFEGO DE PROTEINAS APOS ENDOCITOSE

Uma vez endocitadas, as moléculas de superficie sdo direcionadas para
organelas especificas. As principais organelas endociticas sdo os endosomas
de distribuicdo, os endosomas de reciclagem, os endosomas tardios e 0s
lisosomas. Estas estruturas sdo extremamente dinamicas de modo que é
praticamente impossivel identificd-las com base na sua morfologia ou posicao
no citoplasma (Mellman, 1996). Dessa forma a identificacdo destas estruturas é
feita através de marcadores especificos, que normalmente sdo moléculas
envolvidas nas fungdes desta organelas ou moléculas carreadas por elas.

Um importante grupo de marcadores séo as proteinas Rab. Estas proteinas
sdo GTPases envolvidas na biogénese, fusdo e maturacdo endosomal, e
regulam o transporte vesicular na endocitose e exocitose (Schimmoller et al.,
1998). Mais de 60 tipos de Rab ja foram identificadas em células humanas
revisto por (Pfeffer and Aivazian, 2004); cada uma delas pode estar associada
a membrana de compartimentos distintos, o que permite a identificacdo destas
organelas (Pfeffer, 2001).

Os endosomas primarios (endosomas de distribuicdo e de reciclagem) sao
responsaveis pela separacado fisica das moléculas e correta distribuicdo das
mesmas para outras organelas. Eles representam um sitio comum a varias vias
endociticas, sendo as primeiras organelas a receberem a carga internalizada
(revisto por Mellman, 1996). Os endosomas de distribuicdo (ED) sdo estruturas
tubulo-vesiculares localizadas perificamente, com pH luminal levemente acidico
(~ 6.0) (Johnson et al.,, 1993). Como consequéncia de seu baixo pH luminal
muitos ligantes sado liberados de seus receptores nesta organela, e este
constitui o primeiro passo do evento de distribuicdo, que constitui no envio das
proteinas para seu préximo destino intracelular (Mukherjee et al., 1997). Os
receptores e as por¢cdes da membrana juntamente com suas proteinas que
foram endocitados sao direcionados para a regido tubular destes endosomas,
enquanto os ligantes permanecem na regiao vesicular (revisto por Maxfield and
Mcgraw, 2004). E importante ressaltar que esta distribui¢do é feita com base na
geometria destas organelas e ndo depende de interacbes proteina-proteina
(revisto por Maxfield and Mcgraw, 2004). Estes endosomas se translocam ao

longo dos microtubulos e durante este percurso eles direcionam seu contetdo
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tubular para os endosomas de reciclagem e seu conteudo vesicular para os
endosomas tardios (Maxfield e McGraw, 2004). O principal marcador destes
endosomas € a proteina Rab5, que juntamente com a proteina EEAL (do inglés
Early Endosomal Antigen 1) auxiliam na fusdo de vesiculas endociticas
primarias (derivadas de vesiculas cobertas) com endosomas de distribuicdo
pré-existentes. Rab4 € um outro marcador que controla o fluxo de proteinas
que saem dos endosomas de distribuicdo diretamente para a membrana
plasmatica. Esta Rab também regula a reciclagem de moléculas originadas dos
endosomas de reciclagem (revisto por Somsel and Wandinger-Ness, 2000).

Os endosomas de reciclagem (ER) sdo constituidos por varias organelas
tubulares de aproximadamente 60 nm de didmetro que estdo associadas com
microtubulos (Maxfiel e MacGraw, 2004). A distribuicdo destes compartimentos
varia de acordo o tipo celular, mas ja foi demonstrado que parte destas
estruturas estdo préximas a membrana plasmaética, e parte é translocada ao
longo dos microtubulos para regifes perinucleares (revisto por Mellman, 1996).
Estes endosomas podem direcionar as moléculas recebidas para varios
destinos diferentes, mas a maior partes delas retorna para a membrana
plasmética. Um importante destino é o direcionamento de algumas proteinas
como o TGN38 para a rede trans-Golgi (Maxfiel e MacGraw, 2004). Os ERs
também paticipam da reciclagem de lipides de volta & membrana plasmaética,
auxiliando assim na manutencdo da mesma. O principal marcador desta
populacdo de endosomas é proteina Rab11. Esta proteina se acumula nos ERs
e parece ter um papel na homeostase dos mesmos, além de controlar a saida
de vesiculas para a membrana plasmatica e também o trafego de vesiculas
originadas no Golgi com passagem por estes endosomas (revisto por Somsel
and Wandinger-Ness, 2000).

Os endosomas tardios (ET) sdo mais comumente formados a partir do
amadurecimento dos endosomas de distribuicdo. Este amadurecimento €
caracterizado pela diminuigcdo do pH luminal e o bloqueio da fusdo dos EDs
com vesiculas recém endocitadas (Maxfiel e MacGraw, 2004). Dessa forma, os
ETs sdo normalmente formados 4-30 minutos apds a captacdo endocitica em
células de mamiferos (Piper and Luzio, 2001). Vistos através de microscopia
eletrbnica, os ETs sdo mais esféricos que os EDs e se localizam na regido

perinuclear, sendo concentrados proximos ao centro de organizagdo dos
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microtubulos (Piper and Luzio, 2001). Além disso, eles séao diferenciados dos
endosomas primarios por seu pH luminal mais baixo, pela diferente constituicdo
protéica e associacdo com outras proteinas Rab (revisto por Somsel and
Wandinger-Ness, 2000). Estas organelas recebem proteinas da TGN, que
normalmente sdo enzimas constituintes do compartimento lisosomal. Como os
ETs sofrem fusdo heterotipica com lisosomos, eles entregam eficientemente
estas enzimas e também a carga destinada a degradacao para estas organelas
(Luzio et al., 2000;Mullins and Bonifacino, 2001).

Uma caracteristica importante dos endosomas tardios € a presenca de
membranas internas (Kobayashi et al., 1998;Piper and Luzio, 2001). Por esta
razao, estas organelas também s&o referidas como corpos multivesiculares
(MVBs). E sugerido que o acumulo de membranas internas se inicia nos
endosomas primarios, e continua ao longo do processo de maturacéo ( Piper
and Luzio, 2001). Como descrito anteriormente, a maior parte dos ETs ou
MVBs se fundem com lisosomas pré-existentes para degradar seus conteldos.
Porém os MVBs podem se fundir com a membrana plasmatica, liberando
vesiculas para o meio extracelular. Estas vesiculas foram denominadas como
exosomos, e sua secrecdo foi observada inicialmente em reticuldcitos, células
apresentadoras de antigenos, células do epitélio intestinal e tumorais (Fevrier
and Raposo, 2004;Thery et al., 2002). Fauré e colaboradores mostraram que
exosomos sdo liberados por neurbnios e células gliais, propondo que estas
estruturas possam exercer um papel regulatério nas sinapses e atuar na
comunicacdo celular (Faure et al., 2006). Um interessante trabalho mostrou
que células gliais sdo capazes de secretar PrP¢ e PrP%® em associacdo com
exosomos, e que 0s exosomos contendo PrP° sao infecciosos (Fevrier et al.,
2004).

Em relacdo aos marcadores dos ETs, algumas proteinas Rab como a Rab9
e Rab7 sdo extremamente importantes para estas organelas, porém elas
também sd8o comuns a outras estruturas. A Rab9 est4d presente nos
endosomas tardios e também na TGN, sendo responsavel pelo transporte de
vesiculas dos ETs para o Golgi (Bucci et al., 2000). A Rab7 controla a
agregacédo e fusdo de endosomas tardios e lisosomas, sendo essencial para
manutencao e biogénese do compartimento lisosomal (Bucci et al, 2000). Além

destas, outras proteinas como LGP e LAMPs, sdo marcadores comuns a ETs e
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lisosomas; sendo somente o receptor de manose-6-fosfato (MPR)
independente de cation especifico dos endosomas tardios (revisto por Mellman,
1996). Dessa forma, os lisosomas podem ser distinguidos pela auséncia de
MPR independente de cation e por sua densidade mais alta em gradiente de
percol. Eles constituem o sitio final de acumulacdo de moléculas internalizadas
destinadas a degradacdo, e possuem Varias enzimas, sobretudo hidrolases
acidas, que requerem um baixo pH luminal (revisto por Mellman, 1996).

Além destas, outras organelas foram identificadas recentemente,
juntamente com as novas vias endociticas as quais estdo relacionadas
(Pelkmans et al., 2001;Nichols, 2002;Glebov et al., 2006;Lakadamyali et al.,
2006). Portanto, apesar de algumas organelas classicas serem comuns a
diferentes vias, o destino final das moléculas internalizadas dependera da via
endocitica utilizada pelas mesmas.

De modo geral as proteinas internalizadas via clatrina, como transferrina e
seu receptor, sdo primeiramente direcionadas para endosomas de distribuicao.
Proteinas de membrana e 0s receptores presentes nestas organelas sao re-
direcionados para membrana plasméatica de forma direta ou passando primeiro
pelos endosomas de reciclagem. Os ligantes do conteldo vesicular sdo
direcionados para endosomas tardios e dai para o Golgi ou para lisosomas

onde serdo degradados (revisto por Maxfield e McGraw, 2004) (Figura 26)
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Figura 26: Endocitose pela via classica.

A- A endocitose por esta via se inicia com o recrutamento das proteinas
adaptadoras AP2, Eps15, B-arrestina e AP180 (ndo representado), que
reconhecem sequéncias especificas na carga a ser endocitada. As cadeias de
clatrina reconhecem as proteinas adaptadoras formando uma cobertura em
torno da invaginacdo na membrana. Essa Pit sera destacada da membrana
através da atividade de GTPases como dinamina formando as vesiculas
cobertas por clatrina. B — Uma vez no citoplasma as vesiculas perdem a
cobertura de clatrina e seu conteudo é direcionado para endosomas de
distribuicdo (Early sorting endosome) que pode direcionar as proteinas para 0s
endosomas de reciclagem (Recycling endosome) em um processo dependente
de Rabll, ou para os endosomas tardios (late endosome) de modo
dependente de Rab7. A partir dos endosomas tardios, as proteinas vao para 0s
corpos multivesiculares (Multivesicular body), para o Golgi (ndo representado)
ou para os lisosomos (Lysosome) onde serdo degradadas (adaptado de
Gonzalez-Gaitan., 2003).

Ja as proteinas ou lipides internalizados por vias independentes de clatrina,
mas dependentes de lipide Rafts, podem ser direcionados para organelas
comuns da via classica, como endosomas primarios ou de reciclagem, e/ou

para organelas especificas (Pol et al., 2000;Pelkmans et al., 2004) (Fig. 27).
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Figura 27: Vias de endocitose independentes de clatrina.

Moléculas de superficie como Simian virus 40 (SV40), subunidade B da coélera
toxina (CTxB), proteina verde fluorescente ancorada por GPI (GPI-GFP),
proteinas ancoradas por GPI (GPI-Aps), TGFBR ( transforming growth factor 3
receptor), receptor-B de interleucina-2 (IL2BR) e o receptor do fator de
motilidade autécrina (AMFR) sédo internalizadas através de vias endociticas
dependentes de caveolaes e/ou lipide Rafts. Os alvos intracelulares destas
moléculas estdo indicados pelas setas. Os pontos de interrogacdo foram
utilizados para os casos em que o compartimento intracelular alvo nao foi
completamente caracterizado. GEEC = compartimento endosomal primario
enriquecidos com proteinas ancoradas por GPI; MHCI = complexo principal de
histocompatibilidade de classe |I; P = fosfato (adaptado de Le Roy e Wrana,
2005).

No caso de moléculas internalizadas via caveolae, algumas delas como o
virus SV40, podem ser entregues para caveossomos, e entdo direcionadas
para o reticulo endoplasmatico (revisto por Rajendran and Simons, 2005).
Outras, como a CTxB, sé&o endocitadas por estruturas positivas para caveolinal
e direcionadas para o complexo de Golgi (Nichols, 2002). E outras, como 0
TGFBR, vao para as organelas da via classica a partir dos caveolaes. Nas vias
dependentes de rafts mas independentes de dinamina, proteinas como as
ancoradas por GPI, podem ser entregues para os GEECs (compartimento
endosomal primario enriquecidos com proteinas ancoradas por GPI) que séo

compartimentos endosomais formados a partir da endocitose por pinocitose,
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independente da atividade de dinamina (Sabharanjak et al., 2002). Uma vez
nos GEECs as proteinas podem entéo ser direcionadas para os endosomas de
reciclagem e consequentemente para a membrana plasmética. Esta via
acumula também marcadores da fase fluida como o Dextran e o receptor de
folato (revisto por Rajendran and Simons, 2005).

Na fagocitose, o conteudo da maior parte dos fagosomos se funde com
endosomos e/ou lisosomos. E na macropinocitose, o conteado dos
macropinosomos sao entregues para lisosomos ou sdo reciclados (revisto por
Mellman, 1996).

Todos estes exemplos ilustram a complexidade das vias endociticas, que
ainda estdo longe de serem completamente entendidas. Mas tendo em vista a
relevancia fiosiologica e patoldgica da endocitose, grandes esforcos estdo
sendo aplicados para o melhor entendimento deste processo. A endocitose
reflete o comportamento celular frente ao meio externo, e a compreensao deste

processo implica em uma melhor compreensao da comunicagao celular.

6.10 INTERNALIZACAO E TRAFEGO DE PrP° E PrpP**

A internalizacdo de PrP® pode ser induzida por cobre sugerindo que a
endocitose de PrP° seja fisiologicamente importante para a homeostase deste
fon (Pauly and Harris, 1998). De fato, uma forma mutante de PrP°, incapaz de
sofrer endocitose mediada por cobre, estd associada com um tipo de doenca
prionica familiar (Perera and Hooper, 2001). Trabalhos mostrando que
alteracdes ou boqueio no trafego de PrP° atrasam ou previnem o inicio da
doenca fortemente apontam a endocitose como um mecanismo fundamental
tanto para homeostasia, quanto para propagacao da patologia (Gilch et al.,
2001;Marella et al., 2002;Morris et al., 2006;Filesi et al., 2007;Jen et al., 2010).

Foi demonstrado que em células neuronais, PrP¢ deixa os lipide Rafts,
move-se até os dominios nao rafts onde € internalizada por vesiculas cobertas
por clatrina (Sunyach et al., 2003) e direcionada para endosomas primarios
(Magalhaes et al., 2002). Este e varios outros estudos fortemente indicam a via
classica como uma das principais vias de internalizagdo de PrP®. Sunyach e

Taylor, em trabalhos independentes, mostraram que o dominio polibasico na
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regido N-terminal de PrP® é fundamental para sua endocitose mediada por
clatrina (Sunyach et al., 2003;Taylor et al., 2005). Interessantemente, foi visto
que a delecdo de aminoacidos desta regido N-terminal leva a perda do efeito
neuroprotetor mediado por PrP®, sugerindo que a endocitose da proteina prion
celular seja importante para sua atividade neuroprotetora (Drisaldi et al., 2004).

Tendo em vista a falta de dominios transmembrana que possam interagir
com proteinas adaptadoras de clatrina, a maior parte das proteinas ancoradas
por GPI seguem vias de internalizacéo préprias, que sao dependentes de lipide
Rafts (Lakhan et al., 2009). Dada a localizacéo de PrP® em lipide Rafts, estas
vias também tém sido propostas mediarem a endocitose de PrP®, porém estes
dados ainda sdo muito controversos. Foi demonstrado que PrP® é encontrado
em dominios do tipo caveolaes em células N2a, embora a expressdao de
caveolina nestas células seja controversa (Harmey et al.,, 1995). Em células
CHO (do inglés Chinese hamster ovary cells) que expressam caveolina,
também foi demonstrado que PrP® é internalizado através de uma via
endocitica dependente de caveolae, e se colocaliza com marcadores de
endosomas tardios e lisosomas (Peters et al., 2003). Apesar destes dados
sugerirem os caveolaes como uma via constitutiva para a endocitose de PrP¢ |
eles sdo questionaveis. Ja foi demonstrado que proteinas ancoradas por GPI,
gque ndo sao constitutivamente encontradas em caveolaes, podem ser
deslocadas para estes dominios na presenca de fixadores (Mayor and
Riezman, 2004). Além disso, a maior parte dos estudos mostrando que PrP® é
internalizado via caveolaes foram realizados em células N2a, onde alguns
pesquisadores argumentam ndo conseguirem detectar a preseca destas
estruturas (Shyng et al.,, 1994;Marella et al., 2002). Kang e colaboradores
mostraram que a internalizacdo de PrP® nestas células est4 associada com
vias independentes de clatrina mas dependentes de Arf6é (Kang et al., 2009).
Neste trabalho os autores mostraram que drogas que rompem os lipide Rafts
bloqueiam a endocitose de PrP®, mais uma vez apontando estas vias como
parte do mecanismo de internalizacdo de PrP® em células N2a. Portanto,
novos estudos deverdo ser desenvolvidos para esclarecer melhor o
envolvimento das vias dependentes de lipide Rafts na endocitose de PrP® , e
avaliar sua relevancia fisiolégica sobretudo em células gliais, que expressam

estes dominios.
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Outra importante descoberta que refor¢ca a participacdo da via classica na
endocitose de PrP®, é o envolvimento do receptor LRP1 na sua internalizac&o.
LRP1 participa da endocitose de PrP® mediada por ions cobre em células
neuronais e se liga a esta proteina em compartimentos biosintéticos mediando
seu trafego até a superficie neuronal (Taylor and Hooper, 2007b;Parkyn et al.,
2008). Dessa forma, apesar de ser uma proteina ancorada por GPI, PrP¢
possui uma ‘ponte’ que o liga a maquinaria endocitica via clatrina.

Uma vez endocitado, PrP¢ segue a rota da via classica, sendo encontrado
em endosomas primarios, de reciclagem, endosomas tardios e lisosoma. PrP®
também pode ser direcionado para os corpos multivesiculaes onde é secretado
como exossomas (Fevrier et al., 2004;Feuvrier et al., 2005;Faure et al., 2006).

Em relacéo & PrP%°, estudos em células de neuroblastoma infectados com
scrapie mostraram que esta proteina é encontrada na superficie celular ou em
endosomas, podendo ser sequestrada por lisosomas (Caughey et al.,
1991;Caughey and Raymond, 1991;McKinley et al., 1991;Borchelt et al., 1992).
Outros estudos mostraram que PrP* é localizada em estruturas do tipo
caveolae, em endosomas tardios e lisosomas, no reticulo endoplasmatico e no
nucleo (Caughey et al., 1991; Harris, 1999; revisto por Pimpinelli et al., 2005).

Magalhdes e colaboradores, utilizando PrP* marcado com corante
fluorescente, mostraram que os agregados infecciosos foram internalizados por
células SN56 e neurbnios em cultura primaria (Magalhaes et al., 2005). Estes
agregados internalizados foram direcionados para endosomas tardios e
lisosomas, sendo transportados ao longo dos neuritos. A auséncia de PrP* em
endosomas primarios associada a alta co-localizacdo com marcadores de
endocitose de fase fluida, sugeriram que a internalizacdo desta proteina
infecciosa ocorra por um mecanismo inespecifico como a macropinocitose
(Magalhaes et al., 2005).

Pimpinelli e colaboradores também mostraram que PrP* segue uma rota
endocitica diferente de PrP® (Pimpinelli et al., 2005). Neste trabalho os autores
mostraram que em células neuronais GT1-7 PrP* é encontrado em vesiculas
positivas para Flotilina 1, e ndo passa por endosomas primarios. Algumas
destas vesiculas também foram positivas para o marcador de endosomas
tardios/lisosomas LAMP-1, sugerindo que estes compartimentos estejam

diretamente envolvidos com o trafego de PrP®¢ (Pimpinelli et al., 2005).
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Vérias especulacdes tém sido feitas a respeito dos locais envolvidos na
conversdo de PrP¢ a PrP* . A caracterizacdo da exata localizac&o intracelular
de PrP*°, PrP® bem como de seus ligantes, é importante para a identificacédo de
compartimentos intracelulares e moléculas envolvidos na formacéo de prion.

A endocitose de STI1, sua relacdo com o trafego de PrP° e seu efeito na

sinalizacdo serdo apresentados neste trabalho.
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Neste item, s6 foram descritos os procedimentos que ndo foram detalhados no

capitulo | deste trabalho, nem nos artigos do item resultados.

7 MATERIAIS E METODOS

7.1 CONSTRUCOES

A His6-STI foi produzida no Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer
por Marilene H. Lopes e Vilma R. Martins. O vetor de expresséao utilizado foi o
pTrc-A His (Invitrogen). A proteina recombinante foi purificada em coluna de Ni-
NTA-agarose, coletada em tampao TBS 1X (50 mM de Tris pH 7,5; 150 mM de
NaCl) e guardada a -20 °C.

As demais constru¢des usadas no projeto nos foram gentilmente cedidas
por outros grupos, e estao listadas na tabela 5.

Tabela 5: Construgdes utilizadas nos experimentos de trafego e
sinalizacao

Construcao Responséavel
His6-STI1 Marilene Lopes e Vilma Martins (Instituto Ludwig)
PrP®-GFP Kill Lee (Lee et al, 2001; Journal of Neurochemistry)

Rab7Q67L-GFP | Dr. Stephen S. G. Ferguson (J.P. Robarts Research
Institute and Department of Physiology, University of
Western Ontario)

Rab5-GFP Marc G. Caron (Department of Cell Biology, Duke
University and Howard Hughes Medical Institute)
Clathrin-GFP James Keen (Thomas Jefferson University)

Flotillin1-GFP Dr. Benjamin J. Nichols (MRC Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge, UK)

Caveolinl-GFP | Dr. Benjamin J. Nichols MRC Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge, UK)

AP180-C MYC Dr. Benjamin J. Nichols MRC Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge, UK)

Dynamin WT Marc G. Caron (Department of Cell Biology, Duke
University and Howard Hughes Medical Institute)

Dynamin K44A | Marc G. Caron (Department of Cell Biology, Duke
University and Howard Hughes Medical Institute)

PrPc3F4 WT Roger Morris (MRC Laboratory of Molecular Biology,
Wolfson Centro de Doencgas Relacionadas a Idade, Guy’s
Hospital Campus, King’'s College, London

PrPc3F4 NGAG | Roger Morris (MRC Laboratory of Molecular Biology,
Wolfson Centro de Doencas Relacionadas a Idade, Guy’s
Hospital Campus, King’'s College, London
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7.2 DESENVOLVIMENTO DAS LINHAGENS ESTAVELMENTE
TRANSFECTADAS

A partir da linhagem Knock out para a proteina prion, células CF-10,
foram desenvolvidas duas linhagens celulares estavelmente transfectadas: a
linhagem PrP3F4 estavelmente transfectada com a proteina prion e a linhagem
N-PrP3F4 estavelmente transfectada com um mutante da proteina prion cuja
internalizacdo pela via classica é prejudicada. Os vetores originais nos foram
gentilmente cedidos por Roger Morris e trata-se das seguintes construcdes: a
primeira corresponde a sequéncia da proteina prion de camundongo com a
insercdo do epitopo 3F4 de Hamster e a segunda corresponde a mesma
sequéncia porém com a inser¢cdo de uma mutacdo na regido N-terminal que
bloqueia a endocitose de PrP® pela via classica (de *KKRPKP?® para
ZKQHPSP?®). A subclonagem foi feita utilizando-se as enzimas de restricdo
BamHI e Hindlll. A digestéo foi feita durante 5 minutos a 37°C utilizando-se as
enzimas do kit Fast Digest (Fermentas). Ap6s a digestao as construcdes foram
purificadas a partir de um gel de agarose 1% utilizando-se um kit de purificagéo
de DNA da Qiagen. O vetor pcDNA3.1 higromicina resistente também foi
digerido e purificado usando as mesmas condi¢cGes dos insertos. A ligacao foi
feita a temperatura ambiente Overnight. Utilizou-se 7 vezes mais inserto do que
vetor durante a ligacdo. Ap6s a ligacdo o DNA foi precipitado usando
Isopropanol (SIGMA) e ressuspendido em &gua. Utilizou-se 5ul da
ressuspensdo para transformar bactérias eletrocompetentes DH5a. As
bactérias transformadas foram entdo plagueada em placas contendo
ampicilina. Fez-se mini-prep de varias coldénias e em seguida analise de
restricdo utilizando-se as mesmas enzimas usadas durante a subclonagem:
BamHI e Hindlll. Todas as colbnias analisadas liberaram um fragmento de 786
pb correspondentes a ORF das construcbes. As contrucbes foram
seguenciadas.

Antes da transfeccdo das células com os novos plasmideos, determinou-
se a dose letal de higromicina nestas células para ser usada como referéncia

durante o processo selecdo. Células CF-10 foram plaqueadas em placas de
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35mm e tratadas com diferentes doses de Higromicina B (Invitrogen — solucéo
estoque 50mg/ml): de 50 a 600ug/ml. Células néo tratadas foram usadas como
controle. O tratamento foi realizado por duas semanas e determinou-se
400ug/ml como a dose ideal para selecdo das células estavelmente
transfectadas. Células CF-10 foram transfectadas com 2ug por placa de cada
uma das novas construcdes utilizando-se Effectene. Quarenta e oito horas
apoés a transfeccao iniciou-se o tratamento com 400ug/ml de Higromicina B.
ApOs duas semanas de selecdo as células sobreviventes formaram pequenas
colénias nas placas. Algumas dessas colbnias foram transferidas para um tubo
de 1.5 ml, homogeneizadas e re-plagueadas em placas de 100mm. As células
sobreviventes foram submetidas a separagcdo por Citometria de Fluxo de
acordo com o protocolo descrito abaixo. Foram realizados duas sele¢cdes por
Citometria de Fluxo: um logo apés as 5 semanas de tratamento com
Higromicina e outro apds 3 meses de uso destas células para garantir uma boa

expresséo das contrugdes.

7.3 PREPARACAO DAS CELULAS PARA SELECAO POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Apos cerca de 5 semanas de tratamento com Higromicina B as células
foram liberadas das garrafas utilizando-se PBS/EDTA e centrifugadas a 1000g
por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em meio completo e deixadas
na estufa a 37°C por 30 minutos para recuperacdo da membrana celular.
Tomou-se uma aliquota da suspenséao de células para realizacdo da contagem.
Apés os 30 minutos de incubacéo as células foram ressuspendidas em uma
solucéo estéril de PBS, 0.5% BSA e 0.05% de azido de s6dio em um volume
necessario para se obter uma concentracdo de 20-25x10° células/ml. Essa
nova suspensdo foi incubada com o anticorpo anti-PrP® M241 (produzido no
laboratério da Dra. Vilma Martins) por 1 hora a 4°C. Apdés a incubacao as
células foram lavadas duas vezes com PBS estéril e centrifugadas a 1000g por
5 minutos a 4°C. Procedeu-se a incubacdo com anticorpo secundario marcado
com corante fluorescente (Invitrogen) diluido em uma solucdo estéril de PBS,
0.5% BSA e 0.05% de azido de sodio. A incubacéo foi feita por 1 hora a 4°C.
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As células foram lavadas uma vez com PBS estéril, filtradas e levadas para a
andlise. A analise foi feita em um laboratério especializado em citometria de
fluxo utilizando-se o equipamento FACScalibur da BD (Becton Dickinson).
Utilizou-se CF-10 néo transfectadas e células marcadas apenas com anticorpo
secundario como controles. As células apresentando maior marcacéo de PrP°

na membrana foram selecionadas e mantidas em cultura com Higromicina B.

7.4 PREPARO DA STI1

Como citado anteriormente a STI1 recombinante produzida no Instituto
Ludwig de Pesquisa nos foi fornecida em TBS 1X Para que esta proteina
pudesse ser eficientemente marcada foi necessario trocar este tampao, uma
vez que tampdes contendo aminas primérias livres interferem na reacédo de
complexacdo com o corante fluorescente. Esta troca foi feita aplicando-se 1.0
ml da STI1 em uma coluna contendo uma resina de exclusdo por tamanho, Bio-
Rad BioGel P-30, e eluindo-se com tampao PBS 1X (58 mM de Na,HPO,, 17
mM de NaH,PO, e 68 mM de NaCl). Foram coletadas cerca de 15 fracdes de
500 ul, sendo as duas primeiras descartadas (referentes ao tampao TBS). As
demais fragOes foram mantidas no gelo e a concentracao de STI1 presente em
cada uma delas foi determinada em duplicata pelo método de Bradford,
utilizando uma curva padrdo de albumina bovina e 3,0 ul de cada amostra.
Juntou-se aquelas fragdes com maior concentracdo de STI1 e em seguida

marcou-se com o corante fluorescente.

7.5 ELETROFORESE DE PROTEINAS E WESTERN BLOTTING

Proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poli-acrilamida 10-
12% utilizando-se Tris-Glicina como tampéao de corrida (Tris 0.25M, glicina
1.9M, SDS 1%). Também foram utilizados géis de gradiente 4-20% pré-prontos
das marcas Invitrogen e Lonza. Para estes géis utilizou-se MOPS como
tampao de corrida (MOPS 50mM, Tris 30.3mM, SDS 0.1%, EDTA 1.0mM).
Para a maioria dos experimentos utilizou-se tampé&o de amostra 6X ou 2X com
agente redutor para carregar as amostras no gel. Apés a eletroforese as

proteinas foram transferidas do gel para membranas de nitrocelulose ou PVDF
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(ambas da Amersham). Em seguida as membranas foram blogueadas com
leite desnatado diluido em TBS 1% Tween (TBS T) por 1 hora & temperatura
ambiente. Para alguns anticorpos especificos, como GAPDH, as membranas
foram blogueadas em 1% albumina bovina (SIGMA) diluido em TBS 1% Tween
por 1 hora a temperatura ambiente. Apos o bloqueio as membranas foram
incubadas com o0s respectivos anticorpos primarios over night a 4°C. No dia
seguinte as membranas foram lavadas 3X (10 minutos cada lavagem) com
TBS T e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as membranas foram lavadas
novamente 3X (10 minutos cada lavagem) com TBS T, incubadas com ECL
(Amersham) por 5 minutos e reveladas no aparelho de deteccdo de
quimioluminescéncia Alphalnnotech da GE, utilizando-se o software FlourChem
Q.

Os anticorpos e as respectivas diluicbes utilizadas estdo listados na
Tabela 6.

Tabela 6: Anticorpos utilizados

Fabricante || PO ] e
camundongo anti-PrP® ILPC 1:200 1:1000
camundongo anti-PrP® 3F4 Covance 1:100 1:1000
camundongo anti-PrP® 8H4 ABCAM 1:200 -
coelho anti-FLAG SIGMA 1:200 1:1000
coelho anti-ERK1/2 Cell Signaling - 1:1000
Coelho anti-fosfo ERK1/2 Cell Signaling - 1:1000
cabra anti-LRP1 N-terminal Santa Cruz 1:50 1:500
Anti-coelho peroxidase BioRad - 1:10 000
Anti-camundongo peroxidase SIGMA - 1:10 000
Anti-coelho AF633 INVITROGEN 1:800 -
Anti-camundongo AF488 INVITROGEN 1:800 -

ILPC = Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer; AF = Alexa Fluor
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7.6 ANALISE DA ENDOCITOSE DE STI1 NA PRESENCA DE AP180-C

Células SN56 foram plagueadas em laminulas de 40mm préprias para
serem montadas na camara de perfusdo. Estas células foram co-transfectadas
GFP-PrP® e AP180-C numa proporcdo de 1:4ug de DNA, respectivamente.
Uma vez que AP180-C nao possui epitopo fluorescente, em alguns
experimentos de endocitose de STI1 as células foram co-transfectadas com
AP180-C e GFP para identificacdo das células transfectadas. Quarenta e oito
horas ap0s a transfeccdo as células foram lavadas com tampdo KRH e
perfundidas com 1uM de STI1 AF568. Adquiriu-se imagens a cada 1 minuto
durante 50 minutos. As células foram mantidas a 37°C durante todo o

experimento.

7.7 ANALISE DA ENDOCITOSE DE STI1 NA PRESENCA DE METIL-B-
CICLODEXTRINA

Células PrP3F4 foram tratadas com diferentes concentracdes de metil-p-
ciclodextrina, preparada em tampdo KRH, por 30 minutos a 37°C. Apés o
tratamento as células foram incubadas com Transferrina Alexa Fluor 488 (40
ug/ml , Molecular Probes), Coélera Toxina Alexa Fluor 594 (5ug/ml, Molecular
Probes) ou STI1 Alexa Fluor 488 (1uM , juntamente com Codlera Toxina) por 10
minutos a 37°C em KRH. Como controle utilizou-se células pré-tratadas com
KRH por 30 minutos a 37°C e marcadas com os marcadores fluorescentes. As

células foram rapidamente analizadas no microscopio confocal.

7.8 ANALISE DA INTERACAO DE AP180-C E MARCADORES DE LIPIDE
RAFTS

Células SN56 foram transfectadas com os marcadores de lipide Rafts
flotilinal e caveolinal-GFP ou co-transfectadas com estes marcadores mais
AP180-C na propor¢cdo de 1:4ug de DNA respectivamente. As células foram

diferenciadas por 2 dias e analisadas por microscopia confocal.

115



CAPITULO II: MATERIAIS E METODOS

7.9 ENSAIO DE ATIVACAO DE MAP KINASE
7.9.1 DINAMINA WT, DINAMINA K44A E AP180-C

Células PrP3F4 foram plagueadas em placas de 60 mm e transfectadas
com 3 pg de Dinamina WT, Dinamina K44A ou AP180-C utilizando-se
lipofectamina (Invitrogen). Um dia apos a transfecgdo as células foram lavadas
com HBSS (Gibco) e deixadas em meio sem soro por 48 horas. Apés este
periodo de carenciacdo as células foram lavadas com tampdo KRH e tratadas
com 1 uM de STI1 por 1 minuto. Utilizou-se como controle positivo de ativagéo
de ERK1/2 células tratadas com 20% de soro fetal bovino por 1 minuto. As
placas foram colocadas no gelo e lavadas 2X com PBS gelado. As células
foram lisadas com tampéo de lise (RIPA buffer: NaCl 150mM, NP-40 ou Triton
X-100 1%, Deoxycolato de sodio 0,5% , SDS 0,1% , Tris 50mM pH = 8,
acrescido de inibidor de proteases 1:100 e inibidores de fosfatases NaF 10 mM
e NazVO,4 500 uM) por 1 hora sob agitacdo constante a 4°C. Os lisados foram
centrifugados a 14000g por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes transferidos
para novos tubos. Dosou-se as proteinas totais pelo método de BradFord e
submete-se 60 ug a eletroforese e Western Blotting para deteccdo de ERK1/2
ativada e ERK1/2 total. Utilizou-se como controles destes experimentos células

CF-10 n&o expressando PrP°® tratadas com STI1.

7.9.2 RAP

Para avaliacdo do efeito de RAP na ativacdo de ERK1/2 induzida pela
interacdo STI1-PrPC utilizou-se o mesmo protocolo descrito no item acima
porém com 0 seguinte pré-tratamento. Apés o periodo sem soro, as células
PrP3F4 foram lavadas com tampdo KRH e tratadas com 1 pM de RAP
(Calbiochem) por 40 minutos a 37°C. As placas foram colocadas no gelo e
lavadas 2X com PBS gelado. A partir daqui seguiu-se o protocolo descrito

acima.
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7.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR LRP1

Células CF-10 e PrP3F4 foram lisadas utilizando-se tampéao de lise RIPA
buffer (acrescido de inibidor de proteases 1:100) por 1 hora a 4°C. Os lisados
foram centrigufados a 15000g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
transferido para novos tubos. A eletroforese de proteinas foi realizada em géis
de gradiente de 4-12%. Utilizou-se um padrdo de proteinas de alto peso
molecular (de 121 a 500 kDa, Invitrogen), e a transferéncia foi realizada por 1
hora no aparato de transferéncia semi-seco da BioRad. Utilizou-se anti-LRP1
(Santa Cruz) na diluicao de 1:500.

7.11 MARCACAO DOS ANTICORPOS PRIMARIOS COM ZENON

Em tubos de 1,5 ml adicionou-se 1 ul do anticorpo anti-PrPc 8H4 ou 2 pl
de anti-LRP1 ou 2 ul de anti-Flag por placa. Adicinou-se 5 ul do componente A
por placa sobre os respectivos anticorpos e incubou-se a temperatura ambiente
por 5 minutos. Adicionou-se entdo 5 ul do componente B por placa e incubou-
se por 5 minutos. Adicionou-se 125 ul por placa do tampdo KRH,
homogeneizou-se e adicionou-se sobre as células. No caso de dupla
marcacdo, apés a adicdo de KRH, misturou-se os dois anticorpos e entdo

incubou-se com as células por 1 hora no gelo.

7.12 QUANTIFICACOES

A quantificagdo da co-localizagcdo entre os marcadores utilizados e a
STI1 fluorescente foi feita com o auxilio do programa Metamorph. O limiar de
fluorescéncia foi definido e a quantidade de estruturas fluorescentes, vermelho
para STI1 e verde para os demais marcadores, foi automaticamente e
independentemente detectada pelo programa. Posteriormente, as imagem dos
marcadores em verde e vermelho foram sobrepostas, e a quantidade de pixels
onde houve co-localizacdo foi calculada. Nos experimentos de estudo do
trafego de PrP® na presenca de AP oligdbmeros por imunofluorescéncia, a

fluorescéncia total de PrP® na membrana foi quantificada utilizando-se
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metamorph. Essa fluorescéncia foi normalizada pela area de cada célula
analizada. Nos experimentos de estudo do trafego de PrP na presenca de AB
oligdmeros utilizando-se o kit Zenon, a fluorescéncia de membrana e interna de
cada célula foi determinada. A fluorescéncia interna foi dividida pelo numero de
objetos (que correspondem as vesiculas internalizadas) e a fluorescéncia de
membrana foi normalizada pela area de cada célula. A fluorescéncia interna
normalizada foi entdo divida pela fluorescéncia externa normalizada.

Para analizarmos os resultados obtidos no microscépio TIRF, os dados
de intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo foram exportados para
excel. Utilizou-se estes dados correspondentes ao tratamento das células
apenas com tampao para determinar a inclinacdo da reta. A equacao
determinada para os dados com tampéo foi entdo utilizada para corrigir 0os
dados obtidos com o tratamento com AB. Os novos dados, agora livres da
internalizacdo constitutiva ou por bleaching foram utilizados para avaliar as
alteracées no trafego de PrP® na presenca de AB oligdmeros. Esse tratamento

foi feito para cada célula tratada independentemente.
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8 OBJETIVOS

A segunda parte deste trabalho de tese teve como objetivo geral:

Estudar alteracdes no trafego da proteina prion celular induzidas por seus ligantes e
as consequéncias destas altera¢cfes para sinalizacdo mediada por estas proteinas.
Objetivos especificos:

1- Estudar alteracées no trafego de PrP® induzidas por STI1 exdgena;

2- Investigar a influéncia da endocitose na sinalizacdo mediada pela interacéo
STI1-PrPS;

3- Investigar as vias endociticas envolvidas na endocitose de STI1 exdgena;

4- Investigar o envolvimento de LRP1 como mediador da sinalizacdo induzida

pela interacdo STI1-PrPC;

5- Estudar alteracdes no trafego de PrPC induzidas por oligdmeros A;

A sequir, os resultados deste capitulo foram apresentados com dois artigos. Antes
de cada artigo, eu descrevi a minha participacdo especifica naguela publicacéo e

coloquei os resultados adicionais que nao foram publicados.
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9 RESULTADOS

9.1 ENDOCYTOSIS OF PRION PROTEIN IS REQUIRED FOR ERK1/2 SIGNALING
INDUCED BY STRESS-INDUCIBLE PROTEIN 1

Minha participacdo especifica nesta publicacao

Neste artigo nés investigamos a importancia do trafego de PrP® para sinalizacdo
mediada pela interacdo desta proteina com STI1. NOs também estudamos o trafego
endocitico de STI1. Especificamente, eu fiz os experimentos de internalizacdo de
PrP® induzida por STI1 seguindo a endocitose destas proteinas em tempo real no
microscoépio confocal (Figura 1, A e B); os experimentos de imunofluorescéncia e
biotinilacdo confirmando a endocitose de PrP® mediada por STI1 e mostrando que
este processo é dependente do motivo N-terminal de PrP® (Figura 2, C, D, E);
estudo da endocitose de STI1 em células SN56, CF-10 e PrP3F4 utilizando STI1
recombinante marcada fluorescentemente (Figura 5); experimentos para
identificacdo da via endocitica utilizada para internalizacdo de STI1, utilizando
marcadores da via classica (clatrina-GFP) e da via dependente de lipide Rafts
(Flotilina e Caveolina-GFP) em células SN56 e PrP3F4 (Figura 6 e 7); estudo na
localizacdo intracelular de STI1 utilizando marcadores de organelas da via
endocitica (Figura 8); experimentos de internalizacdo de PrP® e STI1 na presenca
do mutante de dinamina, K44A, em tempo real no microscopio confocal (Figura 9).

Os experimentos de sinalizacdo de ERK1/2 foram realizados em Sao Paulo pelo
grupo da Dra. Vilma Martins. Entretanto, eu repeti estes experimentos na presenca
de bloqueadores da endocitose e estes dados serdo apresentados a seguir como

resultados adicionais, dando continuidade ao trabalho iniciado neste artigo.
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Endocytosis of Prion Protein Is Required for ERK1/2
Signaling Induced by Stress-Inducible Protein 1
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The secreted cochaperone STI1 triggers activation of protein kinase A (PKA) and ERK1/2 signaling by interacting with the cellular prion
(PrPC) at the cell surface, resulting in neuroprotection and increased neuritogenesis. Here, we investigated whether STT triggers PrP ¢
trafficking and tested whether this process controls PrP “-dependent signaling. We found that STI1, but not a STI1 mutant unable to bind
PrPC, induced PrP€ endocytosis. STI1-induced signaling did not occur in cells devoid of endogenous PrP; however, heterologous
expression of PrP € reconstituted both PKA and ERK1/2 activation. In contrast, a PrP © mutant lacking endocytic activity was unable to
promote ERK1/2 activation induced by STI1, whereas it reconstituted PKA activity in the same condition, suggesting a key role of
endocytosis in the former process. The activation of ERK1/2 by STI1 was transient and appeared to depend on the interaction of the two
proteins at the cell surface or shortly after internalization. Moreover, inhibition of dynamin activity by expression of adominant-negative
mutant caused the accumulation and colocalization of these proteins at the plasma membrane, suggesting that both proteins use a
dynamin-dependent internalization pathway. These results show that PrP € endocytosis is a necessary step to modulate STI1-dependent

ERK1/2 signaling involved in neuritogenesis.

Key words: neurodegeneration; endocytosis; clathrin; raft; prion diseases; flotillin; ERK

Introduction

Prions are believed to be the causal agent of transmissible spon-
giform encephalopathies that affect humans and other species.
These neurological disorders have in common the corruption of
a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored host protein
known as the prion protein (PrP ). It is widely accepted that a
misfolded conformer of PrP <, PrP ¢ (here to denote infectious, 3
sheet-enriched prion), is the major component of the infectious
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particle (Prusiner, 1998; Weissmann, 1999). PrP*¢ interacts with
PrP“ at the cell surface or along the endocytic pathway (Caughey
and Raymond, 1991; Caughey and Baron, 2006), but how this
interaction imprints novel information to cause disease in the
host is a matter of debate. The proposal that PrP3¢ represents a
gain-of-function, toxic conformer has received much attention,
whereas the possibility that alterations in physiological functions
of PrP € contribute to the disease has only recently started to be
addressed (Samaia and Brentani, 1998; Martins et al., 2002; Lin-
den et al., 2008).

One of the major difficulties has been to attribute defined
physiological roles for PrP“. Nonetheless, studies in yeast, mam-
malian cells, and mice models support the hypothesis that PrP©
plays a major role in neuroprotection (for review, see Westergard
et al., 2007). Recent data pointed at specific domains of the mol-
ecule that are essential for PrP “-mediated protection. Mice ex-
pressing a PrP© mutant without amino acids 105-125 (hydro-
phobic domain) in a PrP“null background spontaneously
developed severe neurodegenerative illness that was lethal within
1 week after birth (Li et al., 2007). Additionally, the presence ofa
PrP € variant lacking residues 94134 induced a rapidly progres-
sive lethal phenotype with extensive central and peripheral mye-
lin degeneration (Baumann et al., 2007).
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We have demonstrated that the PrP © domain, which includes
amino acids 113-128, is the binding site for the cochaperone
stress-inducible phosphoprotein 1 (STI1). PrP® engagement
with STT1 rescued retinal and hippocampal neurons from pro-
grammed cell death through activation of protein kinase A (PKA)
(Chiarini et al., 2002; Zanata et al,, 2002; Lopes et al., 2005).
Additionally, PrP“-STI1 binding also induced the differentia-
tion of hippocampal neurons by ERK1/2 activation (Lopes et al.,
2005). Understanding the fate of both STI1 and PrP€ after their
association at the cell surface may help clarify the mechanisms
associated with the neurotrophic roles of PrP, and its possible
bearing on loss-of-function components of prion diseases.

To address these questions, we initially tested whether STI1
alters PrP © trafficking. Indeed, we found that interaction of these
proteins at the cell surface triggered PrP< endocytosis. Remark-
ably, the transient ERK1/2 activity induced by PrP € interaction
with either recombinant STI1 or endogenous STI1 secreted by
astrocytes depended on PrP© endocytosis, whereas activation of
PKA was not affected when PrP © trafficking was impaired. STT1
localized in PrP “-positive organelles only in the initial periods of
internalization, suggesting that signaling is triggered by the inter-
action of these two proteins at the cell surface or shortly after.
These data show for the first time that ligand-induced endocyto-
sis of PrP“ is important for cellular signaling.

Matel}ials and Methods

Animals

The Principles of Laboratory Animal Care (National Institutes of Health
publication number 85-23, 1996) was strictly followed in all experiments.
Zrchl Prap ¥° mice were provided by Dr. C. Weissmann (Scripps Florida,
Jupiter, FL) (Bueler et al., 1992), and the wild-type control mice (Zrchl
Prup™*'™) were generated by crossing F1 descendants from 129/SV and
C57BL/6] mating.

Cell culture

SNS6 cells are derived from mouse septum neurons (Hammond et al.,
1990) and were cultured as described previously (Santos et al., 2001).
CF-10, a PrP “-null neuronal cell line derived from 129/0la Prnp(’/o mice
(Manson et al., 1994) and positive for the neuroectodermal stem cell
marker nestin (I. Vorberg and S. A. Priola, unpublished observation),
was used for reconstitution of PrP© signaling. CF-10 cells were cultured
in OptiMEM (Invitrogen) containing glutamine (2 mw; Invitrogen),
penicillin (100 IU), and streptomycin (100 pg/ml; Invitrogen) supple-
mented with 10% fetal bovine serum.

Primary hippocampal cultures were obtained from embryonic day 17
brains of either wild-type (Prnp ™) or Prmp®° mice (Bueler et al., 1992).
The hippocampus was aseptically dissected in HBSS (Invitrogen) and
treated with trypsin (0.06%) in HBSS for 20 min at 37°C. The protease
was inactivated with 10% FCS in Neurobasal medium (Invitrogen) for 5
min. After three washes with HBSS, cells were mechanically dissociated
in Neurobasal medium containing B-27 supplement (Invitrogen), glu-
tamine (2 my; Invitrogen), penicillin (100 IU), and streptomycin (100
jug/ml; Ivitrogen). Cells (0.5 X 10 ®cells) were plated onto coverslips (22
mm) coated with 5 jsg/ml poly-r-lysine (Sigma).

Plasmids

The GFP-PrP € vector, GFP-Rabs, dynamin I, the dominant-negative
dynamin I K44A, and GFP-Rab7 mutant plasmids have been described
previously (Lee et al., 2001; Santos et al., 2001; Barbosa et al, 2002;
Magalhies et al., 2002, 2005; Ribeiro et al., 2005). Flotillin1—green fluo-
rescent protein (GFP) and caveolin- 1-GFP were kindly provided by Dr.
B. J. Nichols (MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK).
The 3P4-tagged plasmids, PrP3F4, and the N-PrP3F4 (N-terminally mu-
tated, altered from >’KKRPKP % to KQHPSP?*) (Sunyach etal., 2003)
were kindly provided by R. Morris (Wolfson Centre for Age Related
Diseases, Guy’s Hospital Campus, King’s College, London, UK). It is
important to note that in the N-PrP3F4 mutant, a serine is present at the
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position 27 and not histidine as published previously (Sunyach et al.,
2003) (R. Morris, personal communication).

Transfection of cell lines and isolation of PrP“-expressing cells
SN56 cells were plated on coverslips for 2 d and transfected using the
liposome-mediated method (Effectene; Qiagen) according to the manu-
facturer’s instruction using a 1:10 ratio of DNA to Effectene. After 6h of
transfection, cells were differentiated in serum-free medium supple-
mented with 1 muv dibutyryl-cAMP (Sigma) for 2 or 3 d with medium
changes every day. In cotransfection experiments, a total of 3-5 ug of
DNA was used with a plasmid ratio of 1:4 of clathrin—GFP, flotillin1—
GFP, and caveolin-1-GFP and a ratio of 1:2 for GFP-PrP © and dynamin
T or dynamin I K44A.

CF-10 cells were transfected with either 3F4-tagged PrP © (PrP3F4) or
the mutant PrP© N-PrP3F4 (Sunyach et al., 2003) using a liposome-
mediated method (Lipofectamine 2000; Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions using a 1:3 ratio of DNA to lipofectamine.
After transfection, the cells were selected with G418 (2 mg/ml; Invitro-
gen) for 15 d, and resistant cells (107) were incubated with mouse anti-
PrP € serum (Zanata et al., 2002) at a 1:100 dilution for 1 h at 4°C. Asa
negative control, the cells were incubated with preimmune serum. After
three washes with PBS, cells were incubated with anti-mouse IgG
R-phycoerythrin conjugated ata 1:200 dilution for 1 h at4°C. Cell sorting
was performed using a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences).
Fluorescence wasmeasured using a 488 nm argon laser and FL2-H chan-
nel (red fluorescence, 585/42 nm), and data acquisition from 10,000
events was analyzed using CellQuest software (BD Biosciences). Sorting
was accomplished using logical gating of the cells in the forward scatter
(FSC) versus side scatter and the FSC versus FL2 dot plots. Only events
that entered a gate consisting of both cell regions were sorted.

Alexa Fluor 594, 568, or 488 protein labeling

Recombinant STI1 [wild type or deleted in residues 230-245
(STI1,550_245)] was expressed and purified as described previously
(Zanata et al., 2002). STI1 labeling was performed using an Alexa
Fluor 594 (AF594), Alexa Fluor 568 (AFS568), or Alexa Fluor 488
(AF488) labeling kit (Invitrogen). Briefly, STI1 (2 mg/ml) diluted in
PBS containing 100 mum sodium bicarbonate was labeled with the
reactive dye for 1 h at room temperature, and free dye was separated
from the labeled protein by size exclusion chromatography using a
PD-10 column (GE Healthcare). Protein concentration was deter-
mined with Bradford reagent (Bio-Rad).

Protein detection

Fluorescent-labeled proteins (STI1 and STT1 5,50, 2 1) Were submit-
ted to 10% SDS-PAGE. To visualize labeled proteins, the gel was irradi-
ated with ultraviolet light, and images were acquired using a UV transil-
luminator MultiDoc-It-Digital Imaging System (Bioimaging Systems).
Alternatively, proteins resolved in 10% SDS-PAGE were subjected to
immunoblotting with polyclonal antibody anti-STI1 (1:10,000) (Zanata
et al., 2002). Rabbit nonimmune-purified IgG was used as the immuno-
blotting negative control. For detection of PrP <, cell extracts were pre-
pared by homogenizing the cell pellet in lysis buffer (100 mwm Tris, pH 7.4,
150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, and 1% acid
deoxycholic) and a protease inhibitor mixture (complete protease inhib-
itor tablets; Roche Diagnostics) or a protease inhibitor mixture (Sigma)
at twice the concentration suggested by the manufacturers. Proteins from
cells were resolved in SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose or
Immobilon-P transfer membranes (Millipore), and incubated with
mouse anti-PrP © antibody (Zanata et al., 2002). Staining was revealed by
enhanced chemiluminescence (ECL Plus; GE Healthcare) or Super Sig-
nal Chemiluminescent Substrate (Pierce).

Fluorescence imaging

Confocal microscopy was performed using a Bio-Rad MRC 1024 laser-
scanning confocal system running the Lasersharp 3.0 software coupled to
a Zeiss microscope (Axiovert 100) with a 100 X 1.4 numerical aperture
{(NA) or 63 X 1.3 NA oil-immersion lens (Zeiss), a Bio-Rad Radiance
2100 laser-scanning confocal system coupled to a Nikon microscope
(TE2000-U), and a Leica SP5 laser-scanning confocal microscope usinga
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Figure 1. A, B, STI1 induces PrP® i fi SNS6 cells

Images are representative of nine and five independent experiments with multiple culture plates
analyzed. Scale bars, 20 um. €, Flow cytometry assay from SN56 cellstreated with 500 v Cu? ",

STH 539545 for40min. Cells wereincubated with nonimmune or anti-PtP  mouse serumfollowed by R-phycoerythrin-labeled
anti-mouse IgG. D, The fluorescence for cell-surface PrP in untreated cells as described in € was set up to 100%, and the levels
of PrP C cell-surface expression after treatment with the indicated concentrations of Cu ™, STI1, or STI1 5 5, 545 Were normal-
ized to untreated cells. The results shown are the mean values of six independent experiments. Error bars represent SEM. ANOVA

followed by Tukey's HSD test was used for comparisons. *p << 0.05.

63 X 1.2 NA water-immersion ora 63 X 1.4 oil-immersion lens (Leica).
Cells on coverslips were washed and maintained in serum-free medium
or Krebs-Ringer-HEPES (KRH) buffer (124 mm NaCl, 4 mm KCI, 1.2
muM MgSO,, 25 mM HEPES, 10 mm glucose, and 1 mm CaCl,) during
image acquisition. In live cell experiments, a FCS2 chamber and objective
heater system (Bioptechs) were used to maintain cells at 37°C. Image
analysis and processing were performed with Lasersharp (Bio-Rad),
Confocal Assistant, Adobe Photoshop, Metamorph, Leica Application
Suite Advanced Fluorescent Lite, and Image] (version 1.24) software.

Internalization of STII and PrP¢

SN56 cells were incubated with 1 um fluorescent STI1 for different peri
odsat37°C in 5% CO,, washed three times with serum-free medium, and
visualized by confocal microscopy. For competition assays, cells were
incubated with 10 gy STI1 oralbumin in DMEM for 1 h at 4°C, followed
by 1 um fluorescent STI1 The coverslips were washed with serum-free
medium and visualized by confocal microscopy.

Cells expressing GFP-PrP © or coexpressing GFP-PrP © and dynamin I
K44A were maintained in a FCS2 chamber at 37°C and perfused with
KRH to obtain the first image. After that, cells were perfused with 1 um
fluorescent STI1 or STI1 ;5,545 and additional optical sections were
acquired each minute for 50 min.

For cell-surface labeling, CF-10 PrP3F4 or N-PrP3F4 cells were treated
with STI1 or STI1 5,30 545, as described in the figure legends, for 20 min,
washed in PBS three times, and fixed in 3.5% paraformaldehyde without
any detergent for 20 min. Cells were incubated simultaneously with
monoclonal 3F4 antibodies (1:100; Dako), and after washing with PBS,
cells were incubated goat anti-mouse AF488 secondary antibodies (In
vitrogen), mounted in coverslips with Hydromount (National Diagnos
tics), and imaged with the SP5 confocal microscope. In these experi-
ments, nuclei were stained with Syto60Red (Invitrogen).

Biotinylation of cell-surface proteins was performed as described pre-
viously (Ribeiro et al., 2005; Lee et al., 2007). Briefly, cells were incubated
with STI1 or 500 M Cu?" for 5 or 10 min, respectively, transferred to
ice, washed, and incubated on ice in PBS/CM (PBS supplemented with
1.0 mm MgCl, and 0.1 mm CaCl,). Cell-surface proteins were biotinyl
ated with 1 mg/ml sulfo-NHS-SS-biotin (Pierce) for 1 h on ice. To

pressing GFP-PrP* were treated with 1 g STI1 () or
ST 4530545 (B) for 45 min at 37°C. The left and right panels show the green fluorescence from GFP-PrP before and after the
incubation with STIT or STNA ., ., respectively. A and B represent 7 projections acquired before and after the perfusion.
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quench the biotinylation reaction, cells were
washed and incubated for 30 min with cold 100
mM glycine in PBS/CM, followed by three washes
with cold PBS/CM, and proteins were extracted
using 10 my Tris, pH 7.8, 0.1 M NaCl, 10 mm
EDTA, 0.5% Triton X-100, and 0.5% acid deoxy-
cholic. Biotinylated proteins were separated
from nonbiotinylated proteins by Neutravidin
bead pull-down from equivalent amounts of to-
tal cellular protein (800 pg) from each sample.
The biotinylated proteins were subjected to SDS-
PAGE, followed by electroblotting onto polyvi
& nylidene fluoride membranes, and revealed us-
ing a mouse anti PrP€ antibody (Zanata et al.,
2002). For quantification, the major glycosylated
band of PrP © in nonsaturated blots was analyzed
using ImageQuant TL and normalized by the ex-
- pression of PrP © in the lysates.

ST

s0 -

Labeling of organelles

Labeling of endosomes was performed by incubat-
ing cells with 40 pg/ml AF488-labeled transferrin
(Invitrogen) at 37°C in 5% CO, for 40 min. After
incubation, cells were washed three times with PBS
and fixed with 3% paraformaldehyde in PBS for 20
min for posterior imaging. Labeling of late endo-
somes/lysosomes was done by incubating cells with
1 M Lysosensor Green DND-189 (Invitrogen) at
37°C in 5% CO, for 1 h, and cells were washed as
described above and imaged.

inwhich 40 and 12 cells were
1 pmwild-type STIT, or 1 g

Quantification of fluorescence

The effect of dynamin K44A expression on STI1

internalization was evaluated using the Image]
software or MetaMorph. The total fluorescence inside cells after a 40 min
incubation with STI1-AF568 was quantified. Images were thresholded,
and the total fluorescence was detected automatically and independently
by the software. The results were expressed as the mean of total fluores
cence per cell. For colocalization indices, cells were analyzed using Meta-
Morph, by independently counting fluorescent objects (vesicles) and
analyzing the percentage of colocalization independently by the software.

Conditioned medium from astrocytes

Primary mouse astrocyte cultures were obtained as described previously
(Lima et al., 2007). After reaching confluence, cells were maintained in
DMEM without serum for 48 h. The conditioned medium (CM) was
collected, centrifuged for 10 min to remove cellular debris, and filtered in
0.2 um membranes. CM (total volume of 30 ml) was concentrated to a
final volume of 150 ul (200X ) in Minicon Static concentrator B12 (Mil-
lipore). A total of 30 ul of the 200X concentrated CM was used to
measure STI1 concentration. Alternatively, 50 ul of the 200X concen-
trated CM was immunodepleted of STI1 using a rabbit anti-STI1 anti-
body (IgG, 4 pg/ml) overnight at 4°C (Lima et al., 2007), mixed with
protein A-Sepharose for 2 h at 4°C, and centrifuged. The pellets (washed
three times) and supernatants were analyzed for the presence of STI1.

Kinase assays

P44/42 extracellular signal-regulated kinase phosphorylation. Phosphory
lation assays were performed using the PhosphoPlus p44 42 extracellu-
lar signal-regulated kinase (ERK) (Thr202/Tyr204) antibody kit (Cell
Signaling Technology) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, CF-10 cell lines (5 X 10* cells, serum starved for 48 h with
medium change every 24 h) and hippocampal primary culture (10° cells)
were stimulated or not with recombinant STI1 (0.5 um) or 50 ul of the
200X concentrated CM to a final volume of 1 ml (5 nmSTI1), rinsed once
with ice-cold PBS, and lysed in Laemmli buffer. Cell extracts were subject
to SDS-PAGE, followed by immunoblotting with anti-phospho-ERK1/2
and anti-ERK1/2 antibodies (Cell Signaling Technology). The bands ob-
tained after x-ray film exposure to the membranes were analyzed by
densitometric scanning and quantified using the Scion Image software.
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Figure2. Internalization of PrP “ is dependent of the N-terminal basic motif. The PrP “-null cell line CF-10 was transfected with an expression vector encoding wild-type PrP  (PrP3F4)
or a mutated PrP (N-PrP3F4) protein, the internalization of which is impaired, and stably transfected cells were sorted. A, Flow cytometry of nonpermeabilized cells detected using
anti-PrP “antibodies (except in CF-10 cells, black lines that were incubated only with secondary antibodies). B, Western blot assays using anti-PrP “ antibodies show similar expression
of ectopic proteins. €, PrP3F4 cells were kept in KRH or treated with 2 ruu STI1 5 55 ;45 (second column) or STIT (third column) for 20 min at 37°C. After treatment, cells were fixed and
immunostained for cell-surface PrP© using the 3F4 antibody. D, As in €, the N-PrP3F4 mutant cells were treated with 2 v STIT for 20 min at 37°C. Scale bars, 20 jum. E, PrP3F4- or
N-PrP3F4-expressing cells were treated with STI1 or KRH for 5 min and iced. Cell-surface PrP “ after these treatments was detected by biotinylation of cell-surface proteins. Biotinylated
proteins wereisolated using Neutravidin beads, subjected to SDS-PAGE, and immunobloted using amouse anti-PrP “ antibody. The lysates represent the expression of PrP3F4 or N-PrP3F4
proteins, and beads represent biotinylated cell-surface PrP* after treatment with STI1 or KRH (control). Note that STI1 decreased the amount of PrP3F4 in the membrane in the two lanes
(duplicates) labeled STI1 compared with control, whereas N-PrP3F4 was not decreased. Treatment with 500 . CuSO, for 10 min was used to test for efficient detection PrP* cell-surface

sequestration. The blots are representative of six or seven experiments, respectively.

20 or 40 min at 37°C. Cells were washed and incubated with
an anti-PrP© antibody (1:100) (Zanata et al., 2002), followed by
anti-mouse IgG conjugated to R-phycoerythrin (1:200; Dako),
both for 1 h at 4°C. Analyses were performed using a FACSCalibur
(BD Biosciences), and data acquisition from
was using CellQuest software (BD

PKA activation. Primary hippocampal neurons (10° cells), the SN56
CF-10cell line (107 cells,

cellline (10° cells, medium starved 24 h), or the
serumn starved for 48 h with medium change every 24 h) were preincu

bated with 100 pm IBMX (Sigma) for 1 hat 37°C and 5% CO, and treated
with STI1 (1 um) or forskolin (10 pnm) for 20 min at 37°C. The cells were
washed with PBS and homogenized with ice-cold extraction buffer (150

flow cytometer

10,000 analyzed

events

mum NaCl, 20 mm MgCl,, 19 Triton X-100, and 25 mu Tris-HCI, pH 7.4)
plus Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Cellular debris was
removed by centrifugation at 6000 X g for 10 min. The PKA activity was
determined by y[P??]-ATP incorporation to a PKA-specific substrate
provided by the PKA assay system kit (Millipore). The reaction was per
formed according to the manufacturer’s instructions.

Flow cytometry assay
SN56 cells were preincubated with blocking solution (0.5% BSA in
PBS) in the absence or presence of STI1 or copper sulfate for

Biosciences).

Statistical analysis

The mean values of at least three independent datasets are shown in the
figures; the error bars represent SEM. ANOVA followed by Tukey’s hon

estly significant difference (HSD) test or Kruskal-Wallis one-way
ANOVA followed by a Dunn’s post hoc test were used for multiple com

parisons. For all tests, results were considered statistically significant

when p was <0.05.
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Figure3.  PrP“endocytic trafficking is necessary for STI-PrP “-dependent ERK1/2 but not for PKA
activation. A, Cells were treated with forskolin or 1 s of STI1, and the PKA activity was evaluated. B,
Cells were treated with 0.5 zax STI for 1or 5 min, and ERK1/2 activity (pErk) was analyzed. €, Cells
were treated with 0.5 gt STI 5, 5 for 10r 5 min, and ERK1/2 activity was analyzed. The basal
activity of CF-10 cells without treatment was normalized to 1, and the other values are relative to it.
The results show the mean values of five (4) or four (B, €) independent datasets. Error bars represent
SEM. ANOVA followed by Tukey’s HSD test was used for comparisons. *p < 0.05.A.U., Arbitrary units.

Results

STI1 induces PrP© internalization

To test whether interaction with STI1 causes any consequence for
PrP© localization in living cells, we expressed GFP-PrP © ectopi-
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Figure 4.  STI1 secreted by astrocytes induces ERK1/2 activation. A, Increasing amounts of

recombinant STI1 {from 10 to 500 ng) and 30 sl of 200X concentrated (M was loaded onto
SDS-PAGE. Immunoblotting was developed with anti-STI1 antibodies. B, STI1 wasi
cipitated from 150 pl of concentrated CM. The supematant and the pellet were resolved by
SDS-PAGE and detected with anti-STI1 antibodies: lane 1,30 4l of concentrated CM; lane 2, 30
1l of immunodepleted concentrated CM; lane 3, 30 ! pellet from immunoprecipitation. C,
CF-10 or CF-10-expressing PrP3F4 were treated with 50 pul of concentrated (M (STI1 final
concentration of 5 ) orimmunodepleted concentrated CM for 1.or 5 min, and ERK1/2 activity
was analyzed. The basal activity of CF-10 cells without treatment was normalized to 1, and the
othervalues are relative to it. The results show the mean values of three independent datasets.
Errorbars represent SEM. ANOVA followed by Tukey’s HSD test was used for comparisons. *p <<
0.05.A.U., Arbitrary units.

cally. This fluorescent protein has been previously shown to re-
spond to Cu”" and to present identical localization as endoge-
nous PrP €. For these experiments, we used SN56 cells, in which
the cellular trafficking of fluorescent PrP < and PrP ™ was studied
and which have also been shown to be infected by PrP™* (Lee et
al., 2001; Magalhdes et al., 2005). Maximum projection images
obtained from confocal stacks (data not shown) demonstrated
that, as described previously (Lee et al., 2001), GFP-PrP© is
present at the cell surface and in the perinuclear region that rep-
resents the Golgi apparatus and endosomes (Magalhdes et al.,
2002). In control experiments, we reproduced the observation
that Cu?" evokes internalization of GFP-PrP “ (data not shown)
(Lee et al., 2001; Magalhaes et al., 2002). We then evaluated GFP-
PrP€ distribution in SN56 cells after treatment with STI1 or a
deletion mutant unable to bind PrP <, STI1,,5, ,,5 (Lopes et al.,
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2005). We noted that a significant fraction of the green fluores-
cence representing PrP¢ disappeared from the cell surface and
accumulated inside cells after STI1 addition (Fig. 1A). Con-
versely, GFP-PrP © was not internalized in cells similarly treated
with STI1 530 245 (Fig. 1B), indicating the need of STI1-PrP©
interaction for PrP© endocytosis.

To test whether endogenous PrP“ was also internalized in
cells in response to STI1 and to quantify this effect, flow cytom-
etry assays were performed. SN56 cells express PrP“ (Lee et al.,
20015 Magalhaes et al., 2005; Baron et al., 2006), and treatment
with 500 um Cu®" evoked sequestration of cell-surface PrP©
(Fig. 1C). STI1 also induced internalization of endogenous PrP©
in a dose-dependent manner (Fig. 1 D), whereas STI1 5,55 545 Was
unable to promote endocytosis of PrP (Fig. 1 D). The present
results show that interaction of STI1 and PrP © at the cell surface
triggers internalization of PrP ©, albeit at lower levels than copper.
Control experiments showed that STII interaction with PrP®
does not shed the latter from the cell surface, because cultures
treated with STI1 showed no increase in PrP° in CM (data not
shown).

Endocytic trafficking of PrP© is required for STI-PrP ©-
dependent ERK1/2 but not for activation of PKA

The endocytic trafficking of membrane receptors isimportant for
attenuating ligand-induced signaling, but it can also be critical to
trigger and modulate specific signaling pathways as shown, for
example, for epidermal growth factor receptors (Vieira et al.,
1996). Our previous data showed that PrP“~STI1 interaction
triggers both PKA and ERK1/2 activation promoting neuronal
survival and differentiation, respectively (Chiarini et al., 2002;
Lopes et al., 2005). To test for a role of STI1-induced PrP“ endo-
cytic trafficking on these signaling pathways, we expressed either
a mutant PrPS, the internalization of which is impaired (N-
PrP3F4), or its wild-type control (PrP3F4) (Sunyach et al., 2003)
in PrP “-null CF-10 neuronal cells. Transfected cells were selected
for similar expression of either wild-type PrP3F4 or N-PrP3F4
mutated PrP©, as verified by flow cytometry (Fig. 24) and West-
ern blot assays (Fig. 2B). As expected, no endogenous PrP© ex-
pression was presentin untransfected CF-10 cells (note that black
and red lines represent CF-10 cells incubated without or with
PrP antibodies, respectively) (Fig. 24, B).

We initially tested whether in these cells STI1 would also in-
duce endocytosis. Immunofluorescence analysis of cell-surface
PrP3F4 indicates that STI1, but not STI1 5,4, »45, decreased cell-
surface immunolabeling for PrP“ (Fig. 2C). In contrast, in
N-PrP3F4-expressing cells, treatment with STI1 did not change
cell-surface immunolabeling (Fig. 2 D). To complement these ex-
periments and quantify the effect of STI1, we used biotinylation
of cell-surface PrP© (Fig. 2E). In these experiments, we measured
the amount of PrP3F4 remaining at the cell surface after the cells
were treated with STI1 (Ribeiro et al., 2005; Lee et al., 2007). In
control experiments, cells exposed to Cu”* showed a decrease in
cell-surface PrP© (63 = 10% of decrease; mean + SEM for seven
experiments). Treatment of cells with STI1 for 5 min caused se-
questration of PrP3F4 with consequent decrease in cell-surface
prp© (Fig. 2E) (34 = 7%; mean * SEM for six experiments). In
contrast, N-PrP3F4 cells treated with STI1 showed no sign of
internalization (Fig. 2E) (2 £ 2%; mean * SEM of four experi-
ments). Thus, the combination of live cell, flow cytometry, im-
munofluorescence, and biotinylation experiments showed that
STI1 was able to induce PrP © endocytosis in two distinct neuro-
nal cell lines.

Incubation of PrP-null CF-10 cells with STI1 induced neither
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Figure 5. STI1 is intemalized independently of PrP<. A-E, Wild-type Pmp /" (A, C);
PrP Snull, Prnp"’” primary hippocampal neurons (B), CF-10 and CF-10 PrP3F4 cells (D); or
SNS6 cells (E) were incubated with 1w STI-AFS680r STIT 4,5, _,,—AF568, asindicated, for
40min at 37°C. Optical sections of representative cells from at least three independent exper-
iments done in multiple cultures are shown. Scale bars, 20 m.

PKA nor ERK1/2 activation, consistent with dependence on PrP ©
for STI1-dependent signaling, although the cells responded to
forskolin (Fig. 3A). The expression of either the wild type
(PrP3F4) or the internalization defective PrP© (N-PrP3F4) re-
constituted STI1-induced PKA activation (Fig. 3A). In contrast,
transient activation of ERK1/2 by STI1 was rescued in CF-10 by
wild-type PrP €, but not by the mutated PrP ©, which lacks inter-
nalization signals (Fig. 3B). The STI1 deletion mutant defective
for the PrP © binding site, STI1 53, _»45, is unable to activate either
PKA or ERK1/2 signaling in hippocampal neurons (Lopes et al.,
2005). In agreement with those observations, CF-10 cells express-
ing PrP3F4 or N-PrP3F4 presented no activation of ERK1/2 when
treated with STI1 5,54 45 (Fig. 3C).

Our recent data demonstrated that, similar to chaperones
such as Hsp70, STI1 is secreted by astrocytes and presents neuro-
trophic activity (Lima et al., 2007). To test whether recombinant
STI1 may mimic physiologically secreted STI1, we first estimated
the amount of STI1 present in CM from astrocytes. Comparison
of STI1 in CM with standards containing several concentrations
of recombinant STI1 indicates that the amount of STI1 therein is
equivalent to ~200 ng of protein (Fig. 4A), a STI1 final concen-
tration of 33 ng/ml or 0.5 nM (see Materials and Methods for
details). As shown previously (Lima et al., 2007), STI1 from the
CM of astrocytes (Fig. 4B, lane 1) can be immunoprecipitated
with specific antibodies (Fig. 4 B, lane 3) resulting in a fraction of
CM depleted of this protein (Fig. 4 B, lane 2). The CM containing
STI1 at a final concentration of 5 nM was able to induce ERK1/2
activation in PrP3F4-expressing cells, but not in the PrP-null
parent CF-10 cells (Fig. 4C, left). Conversely, STI1-depleted CM
did not activate ERK1/2 in any of the cell lines (Fig. 4C, right),
suggesting that recombinant STI1 reproduces the effects of se-
creted protein found in CM derived from astrocytes. It should be
noted that 100 times more recombinant STI1 (0.5 um) (Fig. 3B)
than astrocyte-secreted STI1 (5 nm) (Fig. 4C) is necessary to ac-
tivate ERK1/2. This indicates either that some of the recombinant
protein may not be properly folded or that posttranslational
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modifications in secreted STI1 as well as the presence of coacti-
vators in the CM may contribute for this higher activity com-
pared with the recombinant protein.

STI1 binds to cells in a specific manner and is internalized

To evaluate STI1 interaction with the cell membrane and its pos-
sible dependency on expression of PrP“ at the cell surface, re-
combinant STI1 or the deletion mutant unable to bind PrP%,
STI1 a530_245 (Lopes et al., 2005), were labeled using AF488,
AF568, or AF594. Control experiments showed that labeling STI1
as well as STI1 5,50 545 did not produce any degradation (supple-
mental Fig. 1A,B lable at www.jneurosci.org as supplemen-
tal material) and labeled proteins are able to evoke PKA activity in
cultured hippocampal neurons (supplemental Fig. 1C, available
at www.jneurosci.org as supplemental material) and are there-
fore functional. Interestingly, STI1-AF568 bound to hippocam-
pal neurons from both wild-type (Prup ') (Fig. 5A) and PrP “-

ai

A fraction of internalized STI1 colocalizes with clathrin. PrP3F4 or SN56 cells, as indicated, were transfected with
clathrin—GFP and incubated with 1 .y STI—AF594 or STI1—AF568 for various periods of time. 4, B, Representative images for
thefirst minutes after incubation with STI1. Arrows point to some vesicles where dathrin—GFP and fluorescent STI1 are found. €,
D, Representative images of transfected cells 20 min after incubation with STI1. Right panels present a magnified view of the
region indicated in the merged images. Arrows indicate some of the colocalization spots. Images are representative of at least 30
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null  (Prap®°) (Fig. 5B) mice was
internalized. In agreement with these ob-
servations, STI1 4,5, »,s—AF568 was also ef-
fectively internalized by wild-type neurons
(Fig. 5C). These observations were con-
firmed in PrP-null CF-10 cells and CF-10
cells expressing PrP3F4 treated with STI1-
AF488 (Fig. 5D) and also in SN56 cells ex-
posed to STI1-AF568 or STII,;30 45—
AF568 (Fig. 5E). Therefore, these data
suggest that STI1 binds to neuronal cells
and is internalized by a PrP “-independent
pathway.

Intracellular localization of

internalized STI1

Although the interaction of STI1 with cells
appears to be independent of the presence
of PrP", signaling is strictly dependent on
PrP“ expression, and ERK1/2 activation
depends on PrP© internalization. Hence, it
is possible that engagement of these pro-
teins occurs at the cell surface and contin-
ues in intracellular organelles to activate
ERK1/2. We investigated this possibility by
examining the localization of fluorescent
STI1. Confocal images of CF-10 PrP3F4
cells or SN56 cells showed that we could
clearly detect internalized fluorescent STI1
after 10 min of incubation, and additional
exposure to medium containing the fluo-
rescent protein lead to increased intracellu-
lar accumulation in vesicles (supplemental
Fig. 2 A, B, available at www.jneurosci.org as
supplemental material). The interaction of
STI1-AF568 with cells and its sequestration
in intracellular organelles showed specific-
ity, because no internalization of STT1-Al-
exa Fluor was detected in experiments done
at 4°C (data not shown). Moreover, intra-
cellular labeling with fluorescent STI1 was
blocked when CF-10 PrP3F4 or SN56 cells
(supplemental Fig. 2C,D, available at www.
jneurosci.org as supplemental material)
were incubated with a 10-fold excess of
nonfluorescent protein (STI1) for 1 h, fol-
lowed by incubation with fluorescent STI.

To test whether fluorescent STI1 is present in the same or-
ganelles as PrP“, we did a series of double-labeling experiments
in living cells using GFP-tagged markers of internalization path-
ways. We chose to study trafficking in living cells to avoid possible
fixation artifacts, because GPI-anchored proteins such as PrP e
may change location after fixation, and we noted that fixed STI1—
AF568-labeled cells showed a distinct pattern of localization
compared with live cells (data not shown). Cells were transfected
with clathrin light chain—GFP, which labels both coated pits and
clathrin-coated vesicles (Gaidarov et al., 1999). These experi-
ments indicated that STI1 (AF568 or AF594) internalized in cells
in the initial period (<15 min) after incubation showed some
colocalization with GFP—clathrin-labeled vesicles both in CF-10
PrP3F4 cells (Fig. 6A) and in SN56 cells (Fig. 6 B). In contrast,
incubation of STI1-AF568 for 20 or 40 min (data not shown)
with CF-10 PrP3F4 cells (Fig. 6C) or SN56 cells (Fig. 6 D) showed
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no colocalization of internalized STI1 (red) A
with clathrin-coated vesicles (green).
Quantification of these colocalization ex-
periments indicated that 41 % 8% of STII-
positive vesicles also show clathrin labeling
in the initial periods of incubation, but this
colocalization decreased to 9 * 1% after
cells were exposed to fluorescent STI1 for
>20 min.

We also investigated a role of raft-
derived organelles in the trafficking of STI1,
by using either caveolin—~GFP (Fig. 7A) or
flotillin-GFP (Fig. 7B) in CF-10 PrP3F4
cells and in SN56 cells (Fig. 7C,D). Strik-
ingly, STI1-AF568 (red) partly colocalized
with caveolin-1-GFP (green; 36 * 8% of
colocalization in CF-10 PrP3F4 cells in the
initial periods of incubation), but quantifi-
cation of colocalization after additional pe-
riods of incubation in CF-10 PrP3F4 cells
showed decreased colocalization (15 * 2%
after 20 min incubation). In contrast, STI1—
AF568 or STI1-AF594 (red) showed exten-
sive colocalization with flotillin1-GFP
(green)-labeled vesicles in all time periods
examined (61 = 5% in the initial 15 min
incubation and 68 * 2% after the 20 min
incubation). In SN56 cells, fluorescent STI1
appeared to colocalize extensively with
both caveolin- and flotillin-labeled vesicles.

These experiments suggest that internal-
ized STI1 is found predominantly in flotil-
lin organelles at steady state, but a fraction
of the protein appears to use clathrin-
coated vesicles for internalization, a path-
way that also serves as the port of entry for
PrP® (Shyng et al., 1994, 1995; Sunyach et
al., 2003; Taylor etal., 2005). To further un-
derstand the subcellular localization of
STI1, we focused our experiments in SN56
cells, a cell line in which we have previously
examined the trafficking of PrP © and PrP™**
(Lee et al., 2001; Magalhaes et al., 2002,
2005). In agreement with an important role
for a raft-derived organelle in the steady-
state localization of STI1, we detected al-
most no colocalization between STI1-AF568 (red) incubated for
20 min (data not shown) or 40 min with AF488-labeled trans-
ferrin (green) (Fig. 8A) or GFP-Rab5 (green) (Fig. 8 B), which are
markers of classical early endosomes derived from clathrin-
coated vesicles.

The above experiments suggest that STI1 may enter cells by
two pathways: a smaller fraction of the fluorescent protein seems
to use clathrin-mediated endocytosis, but a larger fraction uses a
raft-mediated pathway (flotillin and perhaps caveolae in cells that
endogenously express caveolin) for internalization. Proteins that
are internalized by raft-mediated pathways are able to accumu-
late in acidic-late endosomal organelles, and flotillin1 (also
known as reggie-2) itself is found also in acidic organelles (Stu-
ermer et al., 2004; Pimpinelli et al., 2005). We tested the possibil-
ity that STI1 may be located in late endosomes by labeling STI1—
AF568-treated cells (1 h) with lysosensor green, a marker of acidic
vesicles. Figure 8C shows abundant colocalization between STI1—

CAVEOLIN1-GFP

FLOTILLIN1-GFP

CAVEOLIN1-GFP

FLOTILLIN1-GFP

Figure7.

PrP3F4
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STI1-AF594 MERGE

STI1-AF568

ST isalso found in raft-derived vesicles. A, B, PrP3F4 cells were transfected with caveolin-1-GFP (A) or flotillin1—
GFP (B), and living cells were perfused with STI1—AF594 for 30 min at 37°C. These images are representative examples of
colocalization pattems in the first 15 min of incubation with STI1. , D, SN56 cells were transfected with caveolin-1-GFP (€) or
flotillin1—GFP (D) and incubated with STIT—AF568 for 40 min at 37°C. Insets show a magnified view of the designated box.
Colocalization between STIT and the two markers is seen in yellow in the superimposed images, and arrows show some of the
colocalization spots. Images are representative of at least 40 cells from several dishes analyzed on 5 different days for each
condition. Scale bars, 20 em.

AF568 (red) and lysosensor green (green) in SN56 cells. We con-
firmed that STI1-AF568 was present in late endosomes/lyso-
somes by expressing GFP-RAB7Q67L, a constitutively active
mutant that is preferentially located in these organelles (Bucci et
al., 2000; Magalhdes et al., 2005). STI1-AF568 (Fig. 8 D, red) also
colocalized with vesicles labeled with GFP-RAB7Q67L (green).
Together, these observations suggest that a larger fraction of flu-
orescent STI1 accumulates in late endosomes.

STI1 interacts with PrP © predominantly at the cell surface
and in early endocytic intermediates

The above experiments suggest only a small fraction of fluores-
cent STI1 locates to organelles where PrP© has been previously
found in neurons and neuronal cells (i.e., clathrin-coated vesi-
cles) (Sunyach et al., 2003). To also test in living cells whether

both STI and PrP* can be found in the same organelles, we used
STI1-AF568 and GEP-PrP “. Figure 9A (top) indicates that dur-
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Subcellular localization of STIT. A, SN56 cells were double labeled with STI1—AF568 and transferrin—AF488 for 40
minat 37°C. B, Cells expressing GFP-Rab5 were incubated with STIT—AF568 for 40 min at 37°C. Right panels present a magnified
view of the regionindicated in the merged images. €, SN56 cells were double labeled with STIT-AF568 and the aciditrophic probe
Lysosensor Green (first panel) for 60 min. D, Cells expressing constitutive active mutant GFP-Rab7Q67L were incubated with

STI1—-AF568 for 40 min at 37°C (second panel). The merged image shows colocalizations in yellow. The images are representative
of three experiments with multiple dishes. At least 30 cells were analyzed in each condition. Scale bars, 20 am.

Figure 8.

ing the initial periods of incubation (14 min), a small fraction of
STI1 and GFP-PrP can be found in similar organelles. Further
incubation shows much less colocalization between these two
fluorescent proteins (Fig. 94, bottom).

We have previously demonstrated that GFP-PrP © localiza-
tion is affected by a dominant-negative mutant of dynamin I,
dynamin K44A (Magalhaes et al.,, 2002). We thus tested
whether STI1 internalization would also be altered by dy-
namin I K44A. In this condition, but not in cells transfected
with wild-type dynamin I, STI1-AF568 accumulated at the cell
surface in spots (Fig. 9B). Quantification of internalized STI1-
AF568 fluorescence suggests that cells transfected with the
mutant, but not with wild-type dynamin I, sequestered <5%
of the normal fluorescence found in nontransfected cells,
whereas dynamin I had no significant effect in the internaliza-
tion (Fig. 9C). In addition, we found that cells transfected with
GFP-PrP“ and treated with STI1-AF568 showed almost no
internalization of PrP“ when they were cotransfected with
dynamin I K44A (Fig. 9D). Additionally, the decrease in en-
docytosis by this manipulation caused accumulation of STI1—
AF568 at the cell surface in areas where GFP-PrP“ was also
concentrated (Fig. 9D, merge). These results suggest that both
proteins use a dynamin-dependent pathway for internaliza-

MERGE
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tion and that block of endocytosis causes
STI1 to remain bound to PrP © at the cell
surface.

Discussion

The present experiments allowed for the
first time the direct visualization of the
consequences of engagement between
STI1 and PrP “in living neuronal cells. We
revealed that STI1, a PrP“ ligand that
causes cellular signaling with conse-
quences for neuronal survival and differ-
entiation, triggers PrP © sequestration and
that this is critical for the activation of
ERK1/2 but not PKA. We also noted that
STII is internalized by cells independently
of PrP" and that although part of STII
may be internalized together with PrP <,
the two proteins follow distinct down-
stream intracellular pathways. Finally, sig-
naling by ERK1/2 induced by STI1 is fast
and depends on endocytosis of PrP <, but
the interaction of the latter two proteins is
likely to be transient once they are both
internalized. These results have broad im-
plications for understanding physiological
functions of STI1-PrP“ interaction and
provide information on how PrP® traf-
ficking can be affected by stimuli that pro-
mote PrP “-dependent cell signaling.

Induction of heat shock proteins
(HSPs) was initially described as an adap-
tive response that enhances the survival of
cells exposed to environmental insults
(Parsell and Lindquist, 1993). The evolu-
tionarily conserved STI1, including its hu-
man homolog HSP70/HSP90 organizing
protein (Hop), interacts with both HSP70
and HSP90 to facilitate the transfer of sub-
strates, thus playing an important role in
proper protein folding and maturation
(Hernandez et al., 2002). The HSPs are abundantly expressed in
both the cytoplasm and the nucleus (Honore et al., 1992; Lassle et
al., 1997); however, growing evidence suggest that some HSPs, in
particular HSP90 and HSP70, can be secreted by distinct cells
(Eustace and Jay, 2004; Evdonin et al., 2006), including astrocytes
(Guzhova et al., 2001; Robinson et al., 2005). Secreted HSP70 has
been related to prevention of axotomy-induced death of spinal
sensory and motor neurons (Houenou et al., 1996; Tidwell et al.,
2004), as well as protection against light damage of photorecep-
tors (Yuetal., 2001) and enhancement of motoneuron survival in
vivo during the period of naturally occurring programmed cell
death (Robinson et al., 2005). Thus, HSP70 may function as a
neurotrophic factor.

STI1 binds tightly to HSP70 and might be secreted similarly to
the latter, although mechanisms of secretion for both proteins are
poorly understood. STI1 is secreted from fibrosarcoma cells (Eu-
stace and Jay, 2004), and we have recently found that the protein
is also secreted from primary astrocyte cultures and engages
PrP‘:—dependent neuronal survival (Lima et al., 2007). Moreover,
unbiased proteomic analysis of proteins secreted from cells has
detected STI1 and HSPs, which are likely secreted by nonconven-
tional pathways (Keller et al.,, 2008). Indeed, the recombinant
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Figure 9. ST interacts with PrP © predominantly at the cell surface. A, SNS6 cells expressing GFP-PrP  (green) were
treated with 1 pum STIT-AF568 (red) for distinct periods of time at 37°C. Images are representative five independent
experiments with multiple dishes in which 40 and 12 cells were analyzed. Arrows indicate colocalization spots between
GFP-PrPCC (green) and STI1 (red) in forming vesicles. B, SN56 cells were cotransfected with the constructs GFP and
dynamin | K44A (top row) or wild-type (WT) dynamin | (bottom row), and living cells were incubated with 1 pew STIT—
AF568 for 40 min at 37°C. €, Quantitative analysis of the STI1-AF568 internalization in the presence of dynamin | K44A.
Quantification was done using Image) software (control, n = 27 cells; dynamin |, n = 67 cells; dynamin | K44A, n = 85
cells) by scoring every cell for the total values of fluorescence internalized. The results are the mean values of fluorescence
per cell from multiple dishes examined on 3 different days. Error bars represent SEM. For these experiments, a Kruskal—
Wallis one-way ANOVA was used (H = 120; p << 0.001) followed by a Dunn'’s post hoc test (*p << 0.05). A.U., Arbitrary
units. D, SN56 cells coexpressing GFP-PrP “ and dynamin | K44A were treated with 1 s STIT-AF568 at 37°C. Z-series were
acquired before (GFP-PrP ©) and 40 min after (second to fourth panels) treatment with STI1. Images are representative of
four independent experiments in which 15 cells were analyzed. Scale bars, 20 p.m.
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STI1 used in the current experiments
mimics the extracellular secreted STI1 and
induced PrP“-mediated signal transduc-
tion, as expected, for a neurotrophic
factor.

Itis well known that the association be-
tween neurotrophic factors and cell-
surface receptors induces diverse cellular
signals. Some are triggered as the ligand
binds to its cognate receptor at the cell sur-
face, and others depend on the internaliza-
tion of the receptor—ligand complex, a
process known as endosomal signal trans-
duction (Gonzalez-Gaitan, 2003). Indeed,
evaluation of STI1 intracellular trafficking
as well asits role on PrP © internalization is
of particular interest to understand cell
signaling associated with the neurotrophic
functions mediated by PrP “~STI1 interac-
tion. Previously, endocytosis of PrP“ had
been linked to a pro-apoptoticactivity me-
diated by p53 (Sunyach and Checler,
2005), but agonists that activate this pro-
cess are unknown. Recently, it has been
shown that signaling derived from STI1-
PrP “interactions and associated with pro-
liferation of glioblastoma cells depends on
general  cellular  endocytic  activity
(Americo et al., 2007; Erlich et al., 2007).
The present study identifies a mechanism
by which PrP ©is internalized and revealed
that the endocytosis of PrP“ is a determi-
nant of STI1-induced cellular signaling.
These observations raise the possibility
that other events of PrP “-mediated signal-
ing, such as those elicited by interaction
with neural cell adhesion molecule (San-
tuccione et al., 2005) or antibody cross-
linking of PrP“ (Mouillet-Richard et al.,
2000; Stuermer et al., 2004), may also de-
pend on the endocytosis of PrP“. Recent
observations have determined that hemin
also interacts with PrP © to induce endocy-
tosis (Lee et al., 2007).

In addition to the downregulation of cell
signaling (Drake et al., 2006), endocytosis of
cell-surface receptors provides for the activ-
ity of signaling endosomes (Luttrell et al.,
1999; Lefkowitz and Whalen, 2004). Similar
to the dichotomous nature of signal trans-
duction by 82-adrenergic receptors (Daaka
etal, 1998), activation of PKA appears to be
independent of the endocytosis of PrP®,
whereas ERK1/2 appears to be highly depen-
dent on PrP€ internalization. ERK1/2 acti-
vation mediated by PrP “~STI1 interaction is
known to promote neuronal differentiation
(Lopes et al.,, 2005) and synaptic plasticity
(Lopes et al., 2005; Coitinho et al., 2007).
Further details on the mechanism of activa-
tion of the ERK pathway by STI1 should help
clarify this biologically relevant neurotro-
phic role of PrP“.
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Our data revealed that extracellular STI1 is also internalized
by endocytosis. The site that STI1 binds for its entry in cells has
not been identified, but the experiments with the mutant
STT1a230_245 and with Prap®® neurons conclusively discarded the
need of PrP€ for STI1 entry in cells. Colocalization experiments
implicate lipid raft-derived organelles in the intracellular traffick-
ing of STI1. Although we found that a small fraction of fluores-
cent STI1 colocalizes with clathrin-coated vesicles, STI1 was not
found in classical early endosomes in living cells. In contrast, a
significant portion of the protein was found in flotillin-derived
vesicles. Flotillin1-positive vesicles were proposed to differ from
caveolae-derived vesicles (Glebov et al.,, 2006), but both likely
originate from lipid raft-derived regions of the membrane
(Harder and Simons, 1997). In agreement with these results, flu-
orescent STT1 also accumulates in acidic organelles that recruit
GFP-Rab7, a marker of late endosomes/lysosomes. In this aspect,
internalized STI1 presents a remarkable similarity to fluorescent
PrP ™, which was recently shown to be sequestered in SN56 cells
in Rab7-positive acidic organelles (Magalhdes et al., 2005).

Intracellular trafficking of GPI-anchored proteins is complex,
and these proteins can follow distinct pathways depending on the
cell type (Fivaz et al., 2002). Despite reports suggesting internal-
ization of PrP“ via caveolae (Peters et al., 2003), overwhelming
evidence favors a model of endocytosis of PrP© via clathrin-
coated vesicles (Shyng et al., 1994; Sunyach et al., 2003; Taylor et
al., 2005). Recently, an essential role in the endocytosis of PrP®
has been ascribed to the low-density lipoprotein receptor-like
protein (LRP1) (Morris et al., 2006; Taylor and Hooper, 2006;
Parkyn et al., 2008), by allowing PrP® to enter clathrin-coated
vesicles. In addition, LRP1 appears to have a role in the surface
trafficking of PrP© (Parkyn et al., 2008). Dynamin I dominant-
negative mutant K44A blocks both clathrin-mediated endocyto-
sis and caveolae-mediated endocytosis (Henley et al., 1998; Ni-
chols and Lippincott Schwartz, 2001; Conner and Schmid, 2003).
We found that dynamin I K44A suppressed the endocytosis of
both STT1 and PrP . Furthermore, the use of dynamin I K44A
revealed that interaction of STI1 and PrP© at the cell surface has
atransient nature, but inhibition of endocytosisallowed the iden-
tification of an intermediate step in which the two proteins ap-
pear to remain together.

A likely scenario to explain these results is that STI1 binds to
PrP € at the cell surface and this triggers the interaction of the
complex with unknown plasma membrane components that
may mediate signaling by PKA. Simultaneously, PrP€ endocyto-
sis is triggered, and that may lead to a new set of interactions,
perhaps involving LRP1 or other proteins that can help PrP© to
piggyback to clathrin-coated vesicles, which may be important to
cause ERK1/2 activation. Indeed, LRP1 has been shown to link
cellular activation to ERK signaling (Orr et al., 2003 ) and is there-
fore a likely candidate to participate in this process for STI1-
PrP €. Thereafter, STI1 and PrP appear to follow parallel path-
ways downstream into the cells.

The physiological roles for STI1-PrP€ signaling in vivo re-
main to be established (see (Linden et al., 2008). However, it is of
remarkable interest that expression of truncated forms of PrP< in
a PrP-null background has been consistently shown to cause neu-
rodegeneration in transgenic mice (Shmerling et al., 1998; Bau-
mann et al., 2007; Li et al,, 2007). This intriguing phenotype
resembles some of the alterations in prion disorders and can be
mitigated by expression of wild-type PrP® in transgenic mice
(Shmerling et al., 1998; Baumann et al., 2007; Li et al., 2007). The
binding site of STI1 onto PP © (amino acids 113-128) (Zanata et
al.,, 2002) is lacking in all truncated proteins that produce this
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phenotype (Shmerling et al., 1998; Baumann et al., 2007), includ-
ing arecently described mouse line with a deletion in amino acids
105-125 of PrP© (Li et al., 2007). Future experiments should
unravel whether the mechanisms described here for STIL-
mediated PrP€ signaling contribute to such phenotypes.
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Supplemental 1:Alexa-labeled STI1 is functionally active. STI1 and STI1A230-245
were labeled with either Alexa 488 or Alexa 568, subjected to SDS-PAGE, gels were
either (A) transferred to a PVDF membrane blotted with anti-STI1 antibodies or (B)
UV irradiated. (C) Primary hippocampal cultures were treated with STI1 (1 uM),
Alexa-labeled STI1 (1 uM) or a PKA activator Forskolin (Fork) for 20 minutes. Cells
were lysed and PKA activity was measured. Values were normalized to the control
cells without treatment. The results shown the mean values of 3 bars are SEM.
ANOVA followed by Tukey-HSD test was used for comparisons; * p<0.05.
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STI1-AF594 B STI1-AF568

SN56

C uniabeled STI1 + STI1-AF5%4 MERGE STI1-AF594

unlabeled STI1 + STI1-AF568 MERGE STI1-AF568

Supplemental 2:STI1 is internalized in a specific dependent way. PrP3F4 (A) and
SN56 (B) cells were incubated with 1uM STI1-AF568 for 10, 20 and 40 minutes at
37°C and internalization followed in the time frame indicated. PrP3F4 (C) and SN56
(D) cells were pre-incubated with 10 Mm non-fluorescent STI1 for 1hour at 4°C (first
row) or with Krebs buffer (third row) and then incubated with 1uM labeled STI1 for 30
(C) or 15 (D) minutes at 37°C. These images are representative for several
independent cultures analyzed in 2 and 4 days different days. At least 30 cells were
analyzed for each condition. Second and fourth rows in C and D show differential
interference contrast image (DIC) of cells overlaid with the fluorescence images of
the left panels. Scale bars = 20 um.

134



CAPITULO II: RESULTADOS

Resultados Adicionais

9.2 ENDOCITOSE DE STI1 E SINALIZACAO

Neste artigo foi demonstrado que STI1 é internalizada por células de forma
independente de PrP®. Experimentos de co-localizacdo fortemente sugerem o
envolvimento de vias dependentes de lipide Rafts na endocitose de STI1. Em
relacdo a endocitose de PrP°, existem varias evidéncias indicando a via classica
(dependente de clatrina) como sua principal via de internalizacdo (Sunyach et al.,
2003;Taylor et al., 2005;Taylor and Hooper, 2007b). Embora STI1 mostrou fraca co-
localizacdo com clatrina e ndo é direcionada para endosomas primarios (seguindo a
rota convencional da via classica), dada a importancia desta via para internalizacao
de PrP®, nés decidimos avaliar melhor a sua participacdo na endocitose de STI1.
Utilizando mutantes de dinamina (K44A) n6s mostramos um bloqueio da endocitose
de PrP® e STI1 (Caetano et al., 2008). Porém, como esse mutante j& foi descrito
interferir na endocitose mediada por lipide Rafts (Henley et al., 1998;Nichols and
Lippincott-Schwartz, 2001;Conner and Schmid, 2003) nos decidimos utilizar outra
ferramenta: AP180-C.

Para primeiramente avaliarmos se AP180-C altera a endocitose de PrP® induzida
por STI1, células CF-10 foram co-transfectadas com AP180-C e GFP-PrP® e
perfundidas com STI1 recombinante marcada com fluor6foro. Os resultados da
figura 28 mostram uma inibicdo parcial, porém significtiva, da internalizacdo de PrP®
induzida por STI1. E interessante observar que diferente dos experimentos com
dinamina K44A, na presenca de AP180-C a distribuicdo de STI1 na membrana néo
ocorre de maneira homogénea. Observa-se também que a STI1 se co-localiza com
PrP® em pontos especificos da membrana celular.

AP180-C também parece alterar a endocitose de STI1. Para melhor avaliarmos o
efeito desta construcdo somente sobre a endocitose de STI1, células SN56 foram
co-transfectadas com AP180-C e GFP, incubadas com STI1 recombinante
fluorescente, fixadas e analisadas no microscépio confocal (Figura 28B). Utilizou-se
GFP apenas como indicador das células que receberam os plasmideos. O primeiro
painel da figura 28B mostra que esta constru¢ao nao altera a internalizagéo de STI1,
podendo ser utilizada como controle. Novamente nota-se um bloqueio significativo

da endocitose de STI1 pela expressdo de AP180-C (p<0.0001). Em conjunto os
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resultados da figura 28 sugerem a participacdo da via classica na endocitose de
STI1.
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Figura 28- Endocitose de PrP e STI1 é inibida por AP180-C.

A, Células neuronais de camundongo foram transfectadas com GFP-PrP® (primeira
linha) ou co-transfectadas com GFP-PrP® e AP180-C (segunda linha). Apés 48
horas de transfeccdo, as células foram perfundidas com STI1 recombinante
marcada fluorescentemente com Alexa-Fluor 568 (AF-568) por 40 minutos. As
imagens correspondem a fatias Opticas representativas de 4 diferentes
experimentos e foram adquiridas antes (before) e 40 minutos apds (after) o
tratamento com STI1. B, para quantificar o efeito de AP180-C sobre a endocitose de
STI1 células SN56 foram transfectadas com GFP ou co-transfectadas com GFP e
AP180-C (primeira e segunda linha respectivamente). As células foram tratadas com
STI1-AF568 por 40 minutos, fixadas e analisadas no microscopio confocal. A
guantificacdo da fluorescéncia interna (STI1 internalizada) foi realizada no programa
Metamorph. Utilizou-se 68 células controle e 94 células co-transfectadas. Os
resultados foram analisados utilizando-se Test t-student, p < 0.0001, e mostram um
bloqueio significativo da endocitose de STI1 por AP180-C. Scale Bars, 20 pum.
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Como dito anteriormente, a distribuicdo de STI1 na presenca do mutante de
dinamina K44A e GFP-PrP® ocorre de forma homogénea na membrana, co-
localizando-se perfeitamente com PrP®. Da mesma forma células super
expressando apenas GFP-PrP® observa-se que a distribuicdo de STI1 segue a
distribuicdo de PrP® na membrana (ver artigo, figuras 5 e 9). Nos casos em que nao
ha a super ou mesmo a expressdo de PrP® (células CF-10) a STI1 forma varios
aglomerados na membrana antes de ser internalizada. Essa distribuicdo também foi
vista em células expressando apenas K44A, mais uma vez sugerindo que a
presenca de PrP® pode atrair STI1 determinando sua distribuicdo. Porém, nos
experimentos com AP180-C mostrados na figura 28, STI1 parece ndo seguir
exatamente a distribuicdo de PrP®. PrP¢ é uma glicoproteina de membrana que se
localiza em lipide Rafts (Sunyach et al., 2003; revisto por Linden et al., 2008), e STI1
exogena também se co-localiza com marcadores destes lipides nos primeiros
minutos de interacdo com as células (Caetano et al., 2008). Dessa forma, uma das
hipéteses seria que AP180-C altera a distribuicdo de lipide Rafts. AP180-C € bem
conhecido pela sua atividade como bloqueador da endocitose mediada por clatrina
(Carvou et al., 2007) néo se sabendo extamente seus efeitos sobre os lipide Rafts.
Para avaliarmos se a super expressdo de AP180-C altera a distribuicdo dos lipide
Rafts, células SN56 foram co-transfectadas com os marcadores de lipide Rafts
flotiinal e caveolinal e AP180-C. Clatrina-GFP foi utilizada como controle, tendo
em vista a atuacdo de AP180-C sobre esta via. A figura 29 mostra a distribuicdo
celular dos marcadores de via endocitica na auséncia (coluna 1) e na presenca
(coluna 2) de AP180-C. Todos os marcadores tiveram sua distribuicdo celular
alterada quando AP180-C foi expresso. Ao invés de uma distribuicdo pontuada na
membrana, clatrina-GFP apresentou uma distribuicdo difusa no citoplasma, com
formacdo de grandes aglomerados. Da mesma forma, flotilina e caveolina 1
formaram grandes aglomerados intracelulares sugerindo que AP180-C altera a
distribuicdo ou composicao dos lipide Rafts. A endocitose de transferrina via clatrina
foi completamente bloqueada na presenca de AP180-C (dados ndo mostrados). Ja
a funcionalidade das vias dependentes de flotilina e caveolina ndo foi avaliada neste
trabalho. Varios artigos mostram que proteinas como a toxina da cdllera podem ser
internalizadas por vias independentes de clatrina na presenca de AP180-C (Nichols,

2002). Dessa forma € possivel que apesar da distribuicdo dos marcadores de lipide
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Rafts estar alterada, a endocitose mediada por estas vias ainda estejam ativas o

que explicaria a inibicdo parcial e ndo total da internalizagéo de STI1 e PrP°.

Control + AP180-C Myc

Clathrin-GFP

Flotillin 1-GFP

Caveolin 1 -GFP

Figura 29: AP180-C altera a distribuicdo celular de Clatrina e também dos
marcadores de lipide Rafts.

Células SN56 foram transfectadas com Clatrina-GFP, Flotilinal-GFP ou Caveolinal-
GFP (primeira coluna) ou co-transfectadas com estas construgbes mais AP180-C
(segunda coluna). Apos a transfeccédo, as células foram diferenciadas por dois dias
e analisadas no microscopio confocal. As figuras mostram fatias 6ticas de imagens
representativasde 4 experimentos independentes.

Em conjunto, estes resultados sugerem a participacdo de vias dependentes e
independentes de clatrina na endocitose de STI1. Para mais uma vez confirmar este
resultado, nés utilizamos a droga metil-B-ciclodextrina (MBCD) que é conhecida por
depletar colesterol na membrana plasmatica alterando principalmente as vias
endociticas dependentes de lipide Rafts. Células PrP3F4 foram tratadas com
diferentes concentracbes de MBCD, variando de 6 a 30 mM. O objetivo era
encontrar uma concentragcao de MBCD que nao bloqueasse tanto a internalizagao

dependente de clatrina, 0 que nos permitiria avaliar somente a influéncia das outras
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vias na endocitose de STI1. Porém, como visto na literatura, MBCD alterou
significativamente a endocitose de transferrina em todas as concentracdes utilizadas
(Subtil et al., 1999;Rodal et al., 1999). N6s decidimos entao utilizar 20 mM de MBCD
gue foi uma concentragdo que melhor inibiu a endocitose da subunidade B da
Toxina Colera (CTxB) e nédo bloqueou completamente a endocitose de transferrina
(TF) (Figura 30).

O tratamento utililizado foi capaz de bloquear 90% da endocitose de CT e TF. Os
outros 10% provavelmente representa endocitose dependente de clatrina, tendo em
vista a co-localizacdo de CTxB com TF e o envolvimento ja descrito dessa via em
parte da endocitose de CTxB (Torgersen et al.,, 2001). Em relacdo a STI1, o
tratamento com MBCD bloqueou consideravelmente sua endocitose (cerca de 75%),
mais uma vez sugerindo o envolvimento de vias dependentes e independentes de
clatrina nesse processo. A fracdo de STI1 que conseguiu sofrer internalizacdo na
presenga de MBCD apresentou apenas co-localizacdo parcial com CTxB. No
entanto, houve uma alteracdo morfolégica substancial com essa droga, o que
sugere que talvez as alteragcbes encontradas ocorram devido a alteragbes de

viabilidade celular.
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Figura 30: Endocitose de STI1 é dependente de lipides.

Células PrP3F4 foram pré-tratadas com metil-B-ciclodextrina por 30 minutos a 37 °C
e em seguida incubadas com Transferrina AF488 e Cholera Toxina AF-594 (A) ou
STI1-AF488 e Cholera Toxina AF594 (B) por 10 minutos. As células foram
rapidamente analisadas no microscopio confocal. Como controle segui-se 0 mesmo
procedimento, porém o pré-tratamento foi feito apenas com tampédo. C, A
quantificacdo da fluorescéncia interna (vesiculas internalizadas) foi realizada no
programa Metamorph. Utilizou-se 87, 235 e 148 células para analises dos controle
de transferrina, cholera e STI1 respectivamente. Para quantificagdo dos
experimentos foram utilizadas 151, 429 e 278 células para transferrina, cholera e
STI1 respectivamente. Os resultados mostram a média = SD e foram comparados
utilizando-se one way Anova e Tukey’s como pés-teste. * representa diferenca
estatistica quando comparado com as células controle néo tratadas, p < 0.0001.
Nota-se uma diminuicdo de 75+3% na internalizacdo de STI1 (médiatEMP). Scale
Bars, 20 um. CHO = Tpxina Célera, TRANSF = Transferrina.

Um outro importante resultado do nosso artigo foi que a endocitose de PrP®
induzida por STI1 € importante para ativacdo de ERK1/2 dependente da interacao
entre estas proteinas. A nossa hipétese é de que a interacdo STI1-PrP¢ na
membrana € o primeiro passo para a ativacdo de um complexo protéico envolvido
na endocitose e consequentemente sinalizacdo mediada por estas proteinas. Os
resultados mostrando o bloqueio da ativacdo de ERK foram obtidos utilizando-se
células N-PrP3F4 que expressam uma proteina prion mutada na regido polibasica, o
gue compromete sua endocitose via clatrina (Taylor et al., 2005). Nessa abordagem
a endocitose de STI1 néo foi bloqueada e portanto, sua implicagéo para sinalizagéo
ndo pode ser avaliada. N0s demonstramos que os mutantes K44A e AP180-C
bloqueiam a endocitose de PrP¢ e STI1 constituindo dessa forma, importantes
ferramentas para estudo dos efeitos da endocitose nas atividades mediadas por
estas proteinas. Dando continuidade ao trabalho, nds decidimos avaliar a
fosforilacdo de ERK1/2 mediada pela interacdo STI1-PrP® na presenca de dinamina
K44A e AP180-C. Como controle n6s também avaliamos essa sinalizacdo na
presenca de dinamina WT. A figura 31 mostra os resultados destes experimentos.

Células CF-10 foram utilizadas como controle, mostrando que a ativacdo de ERK
induzida por STI1 é dependente de PrP®. Células transfectadas com os mutantes
K44A ou AP180-C ndo apresentaram ativagcao de ERK1/2 induzida por STI-PrP©.
Porém, surpreendentemente, células transfectadas com dinamina WT também né&o

apresentaram ativacao significativa de ERK1/2.
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Figura 31 — Avaliacdo da ativacdo de ERK1/2 dependente de STI1- PrP® na
presenca de bloqueadores da endocitose.

A, Células PrP3F4 foram transfectadas com dinamina selvagem (WT), mutante
(K44A) ou AP180-C . Apos 48 horas de transfecgdo, as células foram tratadas com
STI1 recombinante por 1 minuto ou apenas com tampao e entdo lisadas. O extrato
total foi submetido a eletroforese de proteinas e Western Blotting e a fosforilacdo de
ERK1/2 foi avaliada utilizando-se o anticorpo fosfo-ERK. Células CF-10 e PrP3F4
nao transfectadas foram usadas como controles do experimento. As bandas dos
immunoblottings foram quantificadas no programa FluorChem (GE) e os resultados
normalizados pela expressdo de ERK total. B, Todos os experimentos foram
normalizados pela média da atividade basal das células PrP3F4 nao tratadas. Nota-
se um aumento na atividade basal de ERK nas células transfectadas. Os resultados
mostram o0s valores da médiaztSD de 5 experimentos independentes e foram
comparados por Test t-student. * representa diferenca estatistica quando
comparado com as células controle nao tratadas, p < 0.0420.

Ao normalizarmos os resultados de todos os experimentos pela média da
expressdo basal de fosfo-ERK em células PrP3F4 néo tratadas, ndés observamos
claramente que a atividade basal de ERK estava muito aumentada nas células
transfectadas (figura 31B). Nés transfectamos células PrP3F4 com vetor vazio na
mesma concentragcdo utilizada nos experimentos para testar se o processo de
transfeccdo era o responsavel pelo aumento da atividade basal de ERK. Porém,

tanto a atividade basal quanto a ativacdo induzida por STI1-PrP® foram normais
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nestas células (dados ndo mostrados), sugerindo que € a expressao das dinaminas
e AP180-C que altera a atividade de ERK. E possivel que a alta atividade basal de
ERK nas células transfectadas mascare qualquer efeito adicional provocado por
STI1. Portanto, nés ndo fomos capazes de avaliar o efeito da endocitose de STI1 e
PrP° na sinalizacdo via ERK com essa abordagem. Em relacdo a AP180-C, nés nao
tinhamos a contrucdo AP180 para utilizar como controle; mas como sua expressao
também aumenta a atividade basal de ERK, esse experimento mostra-se

inconclusivo.

9.3 ENVOLVIMENTO DE LRP1 NA SINALIZACAO MEDIADA PELA INTERACAO
STI1-PrP¢

Uma questdo intrigante na sinalizacdo induzida pela interacdo STI1-PrP® é quem
€ o mediador transmembrana que conecta esse sinal extracelular com eventos
intracelulares. Tendo em vista que PrP® é uma proteina ligada & membrana por uma
ancora de GPI e ndo possui um dominio transmembrana, a nossa hipétese € que a
sinalizacdo via ERK induzida por STI1 é dependente da capacidade de PrP°
interagir com uma proteina transmembrana. Dados recentes sugerem que O
receptor nicotinico a7 faz parte desse complexo e medeia o influxo de calcio
necessario para a ativacdo de sinais intracelulares (Beraldo et al. B). Por outro lado,
o fato do mutante de PrP® N-PrP3F4 (**KKRPKP? para *KQHPSP?®) impedir a
sinalizacdo por ERK 1/2 indica a possibilidade de participagcdo de complexos
endociticos nesse processo. Uma proteina transmembrana candidata para este
papel € LRP1, um receptor multifuncional recentemente descrito como um mediador
da endocitose de PrPC via clatrina (Taylor e Hooper, 2007; Parkyn et al., 2008).

Para avaliarmos o envolvimento de LRP1 na sinalizacdo mediada por PrP€,
nosso primeiro passo foi avaliar a expressdo de LRP1 nos modelos celulares que
foram utilizados: células CF-10, PrP3F4 e também células embrionarias de rim
humano, HEK 293. LRP1 é uma proteina formada por uma cadeia transmembrana
de 85 kDa e uma cadeia extracelular de 515 kDa. A figura 32 mostra a expressao
endoégena de LRP1 nas células alvo deste trabalho. Os resultados sugerem uma
diminuicdo da expressédo de LRP1 em células Knock outs para PrP® comparado com
a expressao nas outras linhagens celulares utilizadas, porém tendo em vista a falta

de um marcador de alto peso molecular que nos permitisse normalizar o
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carregamento do gel, ndo foi possivel avaliar essa diminuicdo mais precisamente.
Morris e colaboradores mostaram que um aumento na expresséo de PrP¢ levou a
um pequeno aumento na expressdo de LRP1 (Parkyn et al., 2008). Da mesma
forma os autores mostaram através do uso de siRNA para LRP1, que a diminui¢ao
dos niveis deste receptor também leva a diminuicdo dos niveis de expressdo de
PrP®. Estes resultados sugerem que a expressdo de PrP® é modulada pela
expressdo de LRP1 e provavelmente a expressdo desta Ultima também seja

alterada por PrP°.

3F4 CF-10 HEK

' —> LRP1 - 515 kDa

Figura 32 — Avaliacdo da expressao enddgena de LRP1.

Células 3F4, CF-10 e HEK foram lisadas e o extrato total de proteinas (80ug) foi
submetido a eletroforese em gel de gradiente Tris-Glicina de 4-12%. Apos
transferéncia para membrana de PVDF, a expressdo de proteinas foi avaliada por
Western Blooting utilizando anticorpo anti-LRP1 (Santa-Cruz) na diluicdo de 1:300.

500 kDa
279 kDa
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A interacdo de LPR1 com PrP® parece ser uma etapa importante na promocao
da internalizacdo desta proteina ancorada por GPI, provavelmente através de
vesiculas cobertas por clatrina (Taylor and Hooper, 2007b;Parkyn et al., 2008). Com
descrito anteriormente, um mutante de PrP® que n&do é internalizado pela via
classica ndo é capaz de sinalizar via ERK em resposta a STI1. Dessa forma, como
LRP1 liga PrP° & clatrina é possivel que este receptor seja parte do complexo de
sinalizacdo envolvido nas atividades de PrP°. Para testar esta hipdtese nos
decidimos bloquear a ligagdo de LRP1 com PrP€ e avaliar a fosforilacéo de ERK1/2
induzida por STI1. O bloqueio de LRP1 foi feito utilizando-se seu ligante RAP. O
receptor associado a proteina (RAP) € uma chaperona biosintética de LRP1 que
interage com esta proteina. Quando adicionado extracelularmente, RAP compete
com PrP° pelo sitio de ligacdo em LRP1, podendo, desta forma, ser usado para
efetivamente bloquear a endocitose de PrP®. Células 3F4 foram pré-tratadas com

RAP por 40 minutos a 37°C e em seguida tratadas com STI1 recombinante por 1
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minuto. O Immunoblotting da figura 33 mostra uma leve ativacdo de ERK1/2
induzida por STI1-PrP® em células pré-tratadas com RAP. Porém, a quantificacdo
das bandas dos Immunoblottings mostra que ndo houve diferenca estatistica entre
as células controle e tratadas com RAP (Figura 33B), sugerindo que RAP bloqueia a
ativacdo de ERK1/2 induzida pela interacdo STI1-PrP®. Os resultados mostrados no
grafico da figura 32 foram normalizados pela atividade basal de ERK em células
PrP3F4 nao tratadas. Novos experimentos deverédo ser realizados para avaliarmos

melhor o envolvimento de LRP1 nesta sinalizacao.
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Figura 33 — Avaliacdo da ativacdo de ERK1/2 dependente de STI1- PrP® na
presenca de RAP.

A, Células PrP3F4 foram pré-tratadas com RAP por 40 minutos a 37°C e em
seguida tratadas com STI1 recombinante por 1 minuto. O extrato total foi submetido
a eletroforese de proteinas e Western Blotting e a fosforilacdo de ERK1/2 foi
avaliada utilizando-se o anticorpo fosfo-ERK. Células CF-10 e PrP3F4 néo tratadas
com RAP foram utilizadas como controles do experimento. As bandas dos
immunoblottings foram quantificadas no programa FluorChem e os resultados
normalizados pela expressdao de ERK total. O grafico em B mostra os resultados
dos experimentos normalizados pela média da atividade basal de ERK das células
PrP3F4 nao tratadas. Os resultados mostram os valores da médiatSD para 4
experimentos independentes e foram comparados por Test t-student. * representa
diferenca estatistica quando comparado com as células controle ndo tratadas, p <
0.0420.
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9.4 AMYLOID-BETA INCREASES THE LOCALIZATION OF PRION PROTEIN AT
THE CELL SURFACE

Minha participacdo especifica neste artigo

Nesse artigo, com excecdo da figura 1, referente aos experimentos de

sinalizacdo de ERK induzida pelos oligbmeros, eu fiz todos 0s outros experimentos.

Este artigo foi recentemente submetido a revista Journal of Neurochemistry e
trata-se dos nossos resultados sobre os efeitos dos oligbmeros A sobre o trafego
de PrP®. A segquir foi colocado o manuscrito no formato em que foi submetido para a

revista.

145



CAPITULO Il: RESULTADOS

O©OoO~ND TN WN =

Journal of Neurochemistry Page 2 of 44

Amyloid-beta increases the localization of prion protein at the cell surface
Fabiana A. Caetano'” *; Flavio H. Beraldo'?; Andre L. Guimaraes'*®; Ivana Souza'>*; Daisy

.Y.-L. Wong', Vilma R. Martins’; Vania F. Prado'?**; R. Jane Rylett"* and Marco A.M. Prado'**",

'J. Allyn Taylor Centre for Cell Biology, Molecular Brain Research Group, Robarts Research
Institute, “Department of Physiology and Pharmacology, and *Department of Anatomy and Cell Biology
University Western Ontario, London, ON, Canada

*Program in Molecular Pharmacology, Faculdade de Medicina, UFMG, Belo Horizonte, MG,
Brazil

*Ludwig Institute for Cancer Research, Sio Paulo, SP, Brazil

°*Department of Dentistry, Universidade Estadual de Montes Claros, Montes Claros, MG, Brazil

To whom correspondence should be addressed at:

e-mail:mprado@robarts.ca

Address: Robarts Research Institute, The University of Western Ontario, P.O. Box 5015, 100
Perth Drive, London, ON N6A 5K8

Tel: 519-663-5777 Ext. 24888

Fax: 519-663-3789

Abbreviations: Amyloid-p (AP), Alzheimer’s disease (AD), Amyloid precursor protein
(APP), Prion protein (PrP®), Total internal reflection microscopy (TIRF), transmissible

spongiform encephalopathy (TSE), Glycosylphosphatidylinositol (GPI).

146



CAPITULO Il: RESULTADOS

Page 3 of 44

O©OoO~ND TN WN =

Journal of Neurochemistry

Abstract

In Alzheimer’s disecase Amyloid- peptide (AP) interacts with distinct proteins at the cell surface
to interfere with synaptic communication. Recent data have implicated the prion protein (PrP%) as a
putative receptor for AP with possible involvement its effects on synaptic plasticity and behavioural
dysfunction. PrP® is a glycosylphosphatidylinositol-anchored protein which cycles between the plasma
membrane and intracellular compartments. We show here that AB oligomers signals in cells in a PrP°-
dependent manner. Immunofluorescence, flow cytometry and cell surface protein biotinylation
experiments indicated that treatment with AP oligomers, but not monomers, increased the localization of
PrP€ at the cell surface. We used confocal and total internal reflection microscopy to follow PrP€ in living
cells and we show that treatment with AP oligomers increase the localization of PrP® at the cell surface
and to clusters and vesicles in very close proximity to the cell surface. AP oligomers inhibited the
constitutive endocytosis of PrP®, whereas AP also seemed to recruit more PrP° to clusters at the cell
surface. Our experiments show for the first time that AB oligomers affect PrPC trafficking, increasing its

localization at the cell surface.

Key words: Abeta, amyloid, prion protein, Alzheimer’s disease, endocytosis, TIRF microscopy

Running title: PrP° trafficking and Alzheimer’s disease
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Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent form of dementia in humans. Considerable
evidence in AD points to a causal role for altered metabolism of the amyloid precursor protein (APP),
with increased levels of peptides derived from APP collectively known as amyloid-p peptides [AP,
(Selkoe and Schenk 2003;Haass and Selkoe 2007)]. The pathological hallmarks of AD are the
accumulation of extracellular senile plaques formed by aggregation of AP, and intracellular tangles
formed by the hyperphosphorylated form of the microtubule-associated protein Tau. These pathological
alterations are believed to represent endpoints in AD, hence considerable effort is being made to
understand the early events in the disease that can affect cognitive function (Klein 2002;Gong et al.
2003;Selkoe and Schenk 2003). It is predicted that these carly events might be amenable to
pharmacological manipulation, thereby providing novel targets to decrease cognitive loss in AD. AP
peptides self-assemble to generate oligomers and these species of AP may impair communication between
neurons in the brain many years before clinical symptoms of AD emerge (Selkoe 2006). For example, AP
oligomers inhibit synaptic transmission and plasticity (Lambert ef al. 1998;Klyubin et al. 2005) causing
deficits in cognitive-related behaviors in animal models (Cleary ef al. 2005;Selkoe 2008) and humans
(Sperling et al. 2009).

There is great interest in understanding mechanisms by which AP oligomers (also known as
ADDLs) affect cellular signaling in neurons. Recent work has shown, by using an unbiased genetic
screen, that AP oligomers bind to the prion protein [PrP®, (Lauren et al. 2009).] PrP® is a
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein that can undergo conformational change to a f-sheet
enriched conformer called PrP* and is involved in transmissible spongiform encephalopathies [(TSE),
(Prusiner 1998;Weissmann 1999). TSEs and AD show some remarkable similarities, albeit with the
former diseases progressing more quickly after symptoms are detected (Collinge 2005). Increasingly,
there is evidence reported that PrP® contributes to neuronal alterations that culminate in the pathological
changes detected in TSEs (Caughey and Baron 2006;Linden et al. 2008).

There are a remarkable number of possible functions for PrP® and consequently the potential
physiological roles for PrP° are still controversial (Westergard et al. 2007;Linden et al. 2008;Martins et

3
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al. 2009). We hypothesized that PrP® functions as an extracellular scaffold protein capable of binding
multiple ligands and organizing signaling platforms at the cell surface (Martins et al. 2002;Prado et al.
2004;Linden et al. 2008). Thus by modulating neuronal signaling, PrP® could indeed have multiple
functions in the nervous system. Several ligands that interact with PrP to trigger neuronal signaling have
been described, and these are relevant for neuritogenesis (Graner ef al. 2000a;Graner et al. 2000b;Lopes
et al. 2005;Santuccione et al. 2005;Hajj et al. 2007;Linden et al. 2008), neuronal survival (Chiarini et a.
2002;Zanata et al. 2002;Lopes et al. 2005;Roffe et al. 2010) and learning and memory (Coitinho e? a.
2006;Coitinho et al. 2007).

PrP® may also function as a receptor for AB oligomers. Importantly, deficits in synaptic plasticity
caused by synthetic AB oligomers are rescued in PrP%-null mice (Lauren ef al. 2009). Moreover, some of
the behavioural deficits observed in a transgenic mouse model of AD are also prevented by the absence of
PrP® (Gimbel et al. 2010), although synaptic plasticity dysfunction was not prevented in a different
transgenic AD mouse model by the lack of PrP® (Calella et al. 2010). The binding site of AP oligomers to
PrP° was mapped to amino acids 90-105 (Lauren ef al. 2009), a region of PrP° that is critical for its
signalling properties and that is in close proximity to binding sites for other PrP® ligands such as
vitronectin (Hajj et al. 2007) and STI1 (Zanata et al. 2002). Binding of AR oligomers to recombinant PrP®
was confirmed in other reports (Balducci et al. 2010;Chen et al. 2010), with one of these groups also
identifying amino acids 23-27 at the N-terminus of PrP° as a secondary binding site (Chen et al. 2010).
Remarkably, this N-terminal region was shown previously to mediate both constitutive and copper-
evoked clathrin-mediated endocytosis of PrP® (Taylor and Hooper 2006;Parkyn ef al. 2008).

Many GPI-anchored proteins are internalized by cells in a process that can be increased by ligand
binding (Mayor et al. 1994;Maxfield and Mayor 1997). A can trigger endocytosis of glutamate receptor
subunits (Snyder et al. 2005;Almeida et al. 2005) and the insulin receptor (Zhao et al. 2008;De Felice et
al. 2009), and change the trafficking of metabotropic glutamate receptor 5 (Renner ef al. 2010). However,
it is unknown if AB affects PrP® trafficking. We used multiple experimental approaches to test the
hypothesis that, similar to other receptors, internalization of PrP® could be triggered by AP oligomers.

4
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Surprisingly, treatment of cells with AP oligomers actually increases cell surface localization of PrP,
with this occurring at least in part by a decrease in the constitutive internalization of PrPC. This is the first
report of the effects of AP oligomers on the trafficking of PrP° and these results provide a new framework

to understand the mechanisms by which AP can modulate neuronal function.
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Material and Methods

AP oligomers and monomers: AB(1-42) peptides (California Peptide Research, Napa, CA) was prepared
and used to generate oligomeric and monomeric forms as described previously (Dahlgren et al.
2002;Stine, Jr. et al. 2003;Young et al. 2009). Briefly, lyophilized peptides were dissolved in HFIP
(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol;, Sigma-Aldrich) to ensure that the starting material was in a
homogenous non-aggregated monomeric state, then aliquots containing peptide were placed in
polypropylene microcentrifuge tubes. HFIP was removed by evaporation and the resulting AP peptide
films were stored at -80°C. Prior to use, each peptide film was reconstituted in DMSO to give an 1 mM
AP stock solution, then incubated in a bath sonicator for 10 min. The peptide stock was then diluted to a
concentration of 100 uM with ice-cold Ham’s F-12 (phenol red-free), and incubated for 24 h at 4°C to
facilitate the formation of AP oligomers. These AP oligomer preparations were either stored at -80°C or
used immediately for treatment of cells; individual AP oligomer stocks were never thawed and re-frozen.
For non-aggregated monomeric AB, 1mM DMSO stock solutions were diluted to 100 uM with ice-cold
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4 and used in experiments immediately.

Cell culture - CF-10, a PrPC-null neuronal cell line derived from 129/Ola Prnp0/0 mice (Manson et al.,
1994) and its counterparts expressing either 3F4-tagged mouse PrP® (PrP3F4) or N-PrP3F4 [N-
terminally mutated, altered from BKKRPKP™ to ®KQHPSP* which decreases its clathrin-
mediated endocytosis, see [(Sunyach et al. 2003;(Caetano et al. 2008)] were cultured in DMEM
containing glutamine (2 mM), penicillin (100 IU), and streptomycin (100 pg/ml) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS). PrP3F4 and N-PrP3F4 cells were maintained in 10 pg/ml Hygromycin B.
Human embryonic kidney HEK293 cells were cultured in MEM containing penicillin (100 IU) and
streptomycin (100 pg/ml) supplemented with 10% FBS. Cell culture media and supplements were
obtained from Invitrogen.

ERK1/2 activity: CF-10 and PrP3F4 cells were plated onto 35 mm plates and serum-starved for 48 h

prior to experiments. CF-10 and PrP3F4 were treated with AP oligomers (1 uM) for 0.5 to 10 min, then
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rinsed with ice-cold PBS and lysed in RIPA Buffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP-40,
1% sodium deoxycholate and 1% SDS) containing protease inhibitors (Sigma-Aldrich) and phosphatase
inhibitors (NaF 10 mM and Na;VO4 500 uM) for 1 h at 4°C. Cell extracts were subject to SDS-PAGE
(10%) and proteins were transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes were immersed in
blocking solution (5% milk, 0.1% Tween-20 in TBS) for 1 h at room temperature, then incubated with
anti-phospho ERK1/2 (p44-p42) and anti-total ERK1/2 antibodies (Cell Signaling Technology Beverly,
MA) at 1:1000 dilution overnight at 4°C. Membranes were incubated with peroxidase-coupled, goat anti-
rabbit secondary antibody at 1:10000 (BioRad) in 5% milk/TBST for 1 h at room temperature, then
immersed in enhanced chemiluminescence (ECL) solution (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and
immunopositive bands detected using a CCD-based system (Alpha Innotech). ERK1/2 band densities
were quantified using Image J Software (NIH) and represented as a relative value of the ratio of phospho-
ERK1/2 to total ERK 1/2 for each sample.

Immunofluorescence: PrP3F4 cells were treated with 1 pM A oligomers, 1 pM monomers or buffer for
1, 5 or 10 min at 37°C in Krebs buffer (124 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.2 mM MgSO,, 25 mM HEPES, 10
mM glucose, 1 mM CaCly). After treatment, cells were washed 3 times with PBS, fixed in 4% p-
formaldehyde (Polyscience) for 20 min at room temperature, then prepared for immunofluorescence.
Briefly, cells were permeabilized for 5 min using 0.5% Triton-X100 in PBS and incubated for 1 h in
blocking solution (1% BSA and 5% calf serum in PBS). After blocking, cells were incubated with anti-
PrP° antibody raised in PrP“-null mice against recombinant mouse PrP® (Zanata et al. 2002;Caetano et al.
2008) at 1:200 dilution overnight at £C. Cells were incubated with fluorescence-conjugated secondary
antibody and analyzed by confocal microscope.

Flow Cytometry: PrP3F4 cells were seeded in 35 mm dishes two days prior to experiments. Cells were
treated with 1 pM AP oligomers in Krebs buffer for 1, 5 or 10 min at 37°C. After treatment, cells were
transferred to ice, washed 3 times with cold Krebs buffer and incubated with anti-PrP® antibody (Zanata

et al. 2002) at 1:300 dilution for 1 h at 4°C. Cells were then incubated with fluorescence-conjugated
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secondary antibody for 1 h at 4°C, washed twice with cold PBS and released from the dishes using 5 mM
EDTA in PBS. Cells were fixed in 4% p-formaldehyde for 15 min while rotating, then centrifuged and
washed. The cell surface immunofluorescence was analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur
analysis cytometer from BD running the Becton Dickinson CellQuest Pro software. Biotinylation:
Biotinylation of cell surface proteins was performed as described previously (Cactano et al. 2008).
Briefly, PrP3F4 cells were incubated with 1 pM AP oligomers or monomers, transferred to ice, washed,
and incubated on ice in PBS/CM (PBS supplemented with 1 mM MgCl, and 0.1 mM CaCl,). Cell surface
proteins were biotinylated with sulfo-NHS-SS-biotin (Thermo Scientific) for 40 min on ice. To quench
the biotinylation reaction, cells were washed and incubated for 30 min with cold 100 mM glycine in
PBS/CM, and proteins were extracted using 10 mM Tris, pH 7.4, 0.1 M NaCl, 10 mM EDTA, 0.5%
Triton X-100, 0.5% acid deoxycholic and protease inhibitor cocktail. Biotinylated proteins were separated
from non-biotinylated proteins by Neutravidin beads pull-down from equivalent amounts of total cellular
proteins (800 pg) from each sample. Biotinylated proteins were subjected to SDS-PAGE, followed by
electroblotting onto polyvinylidene-fluoride membranes and revealed using a mouse anti-PrP® antibody
(Zanata et al. 2002). For quantification, PrP® bands were analyzed using the Alpha Innotec FluoChem
software and normalized to the amount of PrP° in the cell lysates.

Fluorescent antibody labeling of PrP®: Mouse IgG2b Zenon Alexa Fluor 488 labeling reagent was
combined with anti-PrP® 8H4 (Abcam, lpl/reaction) according to manufacturer’s instructions
(Invitrogen). PrP3F4 cells were incubated with this complex for 1 h at 4°C, then treated with pre-warmed
Krebs buffer or 1uM AP oligomers or monomers for 1, 5 or 10 min at 37°C. After treatment, cells were
washed with PBS and fixed in 4% p-formaldehyde for 20 min at room temperature. As an additional
control, a dish of untreated fluorescent antibody-labeled cells was kept on ice for the entire experiment.
Cells were imaged by confocal microscope.

Confocal microscopy imaging: Confocal microscopy was performed on a Leica SP5 laser-scanning

confocal microscope using 63 x 1.4 N.A. oil-immersion lens.
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Total internal reflection microscopy (TIRF) Imaging: Time serics experiment was performed using a
Leica DMI6000 B MC TIRF system with 63 x 1.4 NA or a 100 x 1.4 N.A. oil-immersion lens coupled
with temperature control chamber and a CCD camera (1000x1000, Hammamatsu 9100-02 EMCCD
camera). CF-10 cells were transfected with GFP-PrP® [1.0 pg DNA, (Lee et al. 2001)], or co-transfected
with GFP-PrP® and mCherry-Rab5 (1:0.5 pg DNA respectively, kindly provided by Dr. Stephen
Ferguson, University of Western Ontario) using Effectene (Qiagen), according to manufacturer’s
instructions. HEK 293 cells were transfected with 3F4-PrP® (1.0 pg of DNA) or co-transfected with 3F4-
PrP® and mCherry-Rab5 (1:0.5 pg of DNA respectively) using modified calcium phosphate method
(Ferguson and Caron 2004). Forty-cight h after transfection, individual cells were imaged by TIRF
usually at 5-10 Hz. HEK 293 cells were incubated with Zenon Alexa Fluor 488/8H4 antibody complex
for 1 h at 4°C before analyses. After labeling, cells were warmed-up for at least 15 min to allow for
constitutive internalization of PrP®, before imaging. Cells were treated with 1 uM AP oligomers and/or
500 uM Cu*" during time series acquisition.

Quantification of Fluorescence: Image analysis and processing for confocal and TIRF images were
performed with Leica Application Suite Advanced Fluorescent Lite, Metamorph and Image J software.
Fluorescence intensity was quantified using the MetaMorph software. Total cell surface fluorescence for
each cell in the immunofluorescence experiments (Fig. 1) was measured and normalized by the area
analyzed. For the PrP® internalization experiments (Fig. 5), the internal fluorescence of each cell was
measured, divided by the number of internalized fluorescent objects (vesicles) and normalized by the total
fluorescence at the cell surface. Images were thresholded, and the total fluorescence was detected
automatically and independently by the software. The results were expressed as the mean of normalized
fluorescence.

TIRF analyses: For the experiments in which PrP® was labeled with fluorescent 8H4 antibodies, we
measured total fluorescence intensity in the TIRF images for individual cells for several minutes prior to
treatment with Af oligomers to estimate constitutive changes in fluorescence. We observed a small but

significant decay in fluorescence over time prior to Ap-treatment, likely due to the constitutive
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internalization of PrP®. For quantification we estimated the degree of fluorescence loss during this period
using a linear equation and subtracted it from the values of fluorescence after treatment with AB
oligomers. We then measured fluorescence intensity in the beginning of AP-treatment (15 seconds after
addition of AP oligomers) and expressed fluorescence intensity as a percentage of this initial value. We
note that both in experiments with GFP-PrP© as well as fluorescent labeling with 8H4, addition of AP
peptide caused a sharp increase in fluorescence (flash) that subsequently returned to normal levels
(movies 3 and 4). This flash is unlikely to reflect changes in localization of PrP° as it occurred too fast, so
it possibly reflects movement of the cells. Therefore, all analyses were done 15 sec after the return of
fluorescence to normal levels.

Statistical Analyses: Statistical analyses were performed using Sigma Stat software. Results are
represented as mean + standard error of the mean (SEM) and the total number of experiments is specified

in each figure legend. Data were compared by Student’s #-test or one-way ANOVA.
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Results

Previous experiments have implicated PrP® as a binding partner for A oligomers (Lauren ef dl.
2009,Gimbel et al. 2010;Chen et al. 2010;Calella et al. 2010). To further test if AP oligomers can initiate
signal transduction events in cells in a PrP°-dependent fashion, we used CF-10 cells and PrP3F4 cells; the
former cell line is the parental PrP®-deficient line derived from PrP®-null mice and the latter represents
CF-10 cells reconstituted with PrP® using a mouse construct bearing the 3F4 epitope (Caetano et al.
2008). One of the reported effects of AP peptides in cellular signalling is activation and phosphorylation
of ERK1/2 (Ghribi et al. 2003;Chong et al. 2006;Ma et al. 2007), hence we tested if this effect is
dependent on PrP® expression. ERK 1/2 phosphorylation is not altered upon CF-10 cells treatment with
AB (Fig. 1B), whereas PrP3F4 cells had a rapid increase in ERK1/2 phosphorylation that reached
maximum at 5 min (Fig. 1A), suggesting that some signalling pathways can be activated by AP peptides
in a PrP°-dependent way.

Binding of AP oligomers affects the endocytosis and cell surface localization of several of its
binding partners, including a number of receptors (Snyder et al. 2005;Almeida et al. 2005;Zhao et al.
2008;De Felice et al. 2009;Young et al. 2009). To test if AP oligomers altered the localization of PrP° at
the cell surface, our initial experiment involved treating PrP3F4 cells for 1, 5 or 10 min with A
oligomers then imaging them by immunofluorescence under non-permeabilizing conditions. Surprisingly,
we found a rapid, time-dependent increase in PrP® fluorescence at the cell surface following treatment
with AP oligomers (Fig. 2A); within 1 min, localization of PrP® at the cell surface was significantly
greater than control. Quantification of the fluorescence at the cell surface revealed an increase of more
that 2-fold at 5 min exposure to AP oligomers (Fig. 2B). Importantly, Af monomers did not alter the
localization of PrP® at the plasma membrane (Fig. 2A and 2B) indicating that this effect is related to
oligomeric forms of Af.

To further confirm this result we performed a second set of experiments where we analysed cell

surface PrP° levels by flow cytometry using PrP3F4 cells that were incubated with 3F4 antibodies in non-
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permeabilizing conditions (Caetano et al. 2008). This analysis also indicates an increase of PrP® at the
cell surface within 1 min after treatment with AP oligomers (Fig. 2C). We also performed cell surface
biotinylation experiments in PrP3F4 cells (Caetano er al. 2008) and again, treatment of cells with AP
oligomers for only 1 min increased PrP® levels at the plasma membrane (Fig. 2D). Taken together, our
data from immunofluorescence, flow cytometry and membrane biotinylation experiments strongly
suggest that treatment of cells with AB oligomers rapidly increases PrP€ at the cell surface.

To further investigate cell surface expression and early endocytic trafficking of PrP® in cells, we
took advantage of total internal reflection (TIRF) microscopy and live cell imaging. TIRF microscopy
allows for high resolution imaging of events up to 200 nm from the coverslip interface due to the
generation of an evanescent field when a laser is directed in a critical angle through the specimen. CF-10
cells were transfected with GFP-PrP° (Lee ef al. 2001) and trafficking of PrP followed over time. Using
TIRF microscopy, we could easily detect GFP-PrP® at the cell surface and also early endocytic vesicles
labelled with mCherry-Rab5 that co-localized with some GFP-PrP -positive vesicles (Fig. 3A, arrows),
similar to previously published work (Magalhaes et al. 2002;Sunyach et a/. 2003;Brown and Harris
2003). We first tested if treatment with Cu®*, which effectively increases the internalization of PrP°
(Pauly and Harris 1998;Lee et al. 2001;Perera and Hooper 2001;Magalhaes et al. 2002), allowed for TIRF
imaging of PrP® endocytosis. Still images (Fig. 3B) and live cell imaging movies (Movie 1) confirm the
fast disappearance of GFP-PrP® from the cell surface and its increased localization to endocytic vesicles
upon exposure to Cu’’, as described previously using confocal microscopy (Lee et al. 2001;Magalhaes et
al. 2002).

GFP-PrP° transfected cells were treated with AR oligomers, then imaged (Fig. 3C). Surprisingly,
treatment with AP oligomers increased the fluorescence of GFP-PrP close to the cell surface and also at
the cell surface (Fig. 3C arrows). A number of clusters/vesicles of GFP-PrP® appeared close to the
cell/coverslip interface (150 nm) and there was an increase in the fluorescence of clusters that were
already at the membrane prior to the treatment with AP oligomers. Interestingly, some of these
clusters/vesicles increased first at 200 nm from the cell/coverslip interface, and within a few sec they

12
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began to appear closer to the cell membrane (110 nm), suggesting that rather than reflecting internalized
GFP-PrP° they reflect vesicles that are moving towards the membrane (Supplemental Fig. 1).

These experiments with GFP-PrP® suggest that AB oligomers may recruit PrP® and increase
fluorescence in clusters located at the plasma membrane. We used a second experimental approach to
further test this possibility by following PrP® movement using a fluorescently-labelled antibody (8H4,
which recognizes amino acids 140-180 of PrP°, away from the AB binding sites). For these experiments,
we took advantage again of TIRF microscopy, but instead of PrP3F4 cells we used HEK 293 cells as they
have a larger proportion of plasma membrane in contact with the coverslip and therefore afforded better
TIRF imaging. We labelled PrP°-3F4 transfected HEK 293 cells on ice for 60 min with fluorescently-
labelled 8H4 antibody, after that we warmed the cells at 37°C for 15-25 min to allow constitutive PrP°
internalization prior to image them. Fig. 4A shows antibody labelled PrP° diffusely at the cell surface and
in clusters. Some of these clusters are likely to be PrP° in coated-pits or in early endocytic vesicles; the
latter are positive for mCherry-Rab 35, similar to our observations in the experiments with GFP-PrP°
[compare Fig. 3A and 4A, movie 2 and see (Magalhaes ef al. 2002)]. Importantly, antibody labelled PrP®
was also internalized in living cells in response to Cu®" (Fig. 4B) indicating that 8H4 binding did not
disturb PrP° trafficking.

After establishing that 8H4 binding to PrP° did not cause major disturbances to PrP localization,
we used antibody labelled-PrP° to further investigate the effects of AB oligomers. TIRF images showed a
small decrease in cell surface fluorescence over time prior to addition of any of the treatments, which
likely indicates some constitutive internalization of antibody bound PrP® (Supplemental Fig. 2). This is in
agreement with the constitutive cycling for PrP¢ described previously (Shyng e al. 1993;Shyng et al.
1994;:Magalhaes et al. 2002). Live cell movies show that immediately upon the addition of AP oligomers,
there is a rapid and sharp increase in the overall fluorescence that is likely an artefact as the level of
fluorescence quickly returns to baseline and a similar “flash™ was observed with the addition of AB
monomers (Movie 3 and Movie 4). It should be noted that it is difficult to ensure that some A monomers
did not undergo oligomerization during preparation of the samples, and indeed HPLC analysis of freshly
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1

2

i prepared AR monomer aliquots suggests that a small amount of oligomers were present (data not shown).
2 However, because this sharp increase in fluorescence occurred immediately upon addition of Af peptides
7

8 and the levels of fluorescence returned almost immediately to baseline, we consider it unlikely that this
9

10 reflects an increase in cell surface expression of PrPC. It is also possible that this flash is due to movement
11

12 of the cells as similar flashes were observed in GFP-PrP°-transfected cells. We therefore examined cells
13

:]lg only after the fluorescence had stabilized which was usually 15 sec after the addition of AP peptides.

:]]67; Still images (Fig. 4C) and live cell movies (Movie 5) show that cell surface fluorescence
::g increased steadily in cells treated with AB oligomers. Similar to the results using GFP-PrP®, we noted an
20

21 increase in the number of clusters at the cell surface and also an increased fluorescence in existing
22

23 clusters (arrowheads). These clusters are likely to be a mixture of vesicles moving to the membrane and
24

25 PrP€ located in specific membrane domains possibly rafts, as previously described (Sunyach ef al. 2003).
26

% We quantified the fluorescence at the membrane of cells and compared this to the fluorescence intensity
gg prior to the treatment with Af oligomers; we detected a variable increase in membrane fluorescence in 15
g; of the 16 cells studied (Fig. 4D). Importantly this effect was not seen in cells not treated with AB
33

34 oligomers (Supplemental Figure 3). These experiments suggest that treatment with AP causes a fast
35

36 increase in the localization of PrP€ at the cell surface, with an increase in clustered/vesicular structures
37

38 that could be imaged within the evanescent field close to 110 nm from the coverslip. Since PrP° cycles
39

3? via endocytic compartments and is then delivered back to the plasma membrane (Shyng ez al. 1993;Shyng
jg et al. 1994), some of these clusters may reflect vesicles of previously internalized PrP® enroute to the cell
44

45 surface.

46 . o a ) . .

47 In addition to the possibility that PrP™ recruitment to the membrane is increased by AP oligomers,
48

49 we cannot exclude the possibility that AR oligomer binding to PrP® could decrease the constitutive
50

51 internalization of the GPI-anchored protein. Because PrP is constantly cycling, inhibition of constitutive
52

gz endocytosis would effectively contribute to the increase in PrP® localization at the cell surface. Although
22 it has been determined that AB oligomers bind to amino acids 90-105 in PrP® (Lauren ef al. 2009), recent
g; data have uncovered a second binding site involving amino acids 23-27; both domains are in an
59

60 14
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unstructured region of the N-terminus of PrP® (Chen et al. 2010). Remarkably, the PrP® region bearing
amino acids 23-27 is critical for both constitutive (Sunyach ez al. 2003) and Cu**-induced sequestration of
PrP® (Taylor ef al. 2005). Therefore, PrP® endocytosis could be disturbed by the binding of AP oligomers,
leading to accumulation of PrP® at the cell surface. To test this possibility, we used confocal microscopy
and quantified antibody-labelled PrP® internalization in the presence of AP oligomers in PrP3F4 cells
(Fig. 5). Cell were labelled for 1 h with 8H4-fluorescently labelled antibodies on ice and then warmed to
37°C for 1, 5 or 10 min in the presence or absence of AP oligomers or monomers. Cells were then p-
formaldehyde-fixed and total fluorescence in endocytic vesicles was quantified. During the first min of
constitutive internalization, we were unable to detect carly endocytic vesicles that were positive for 8H4
antibodies under any of the conditions tested. However, after 5 and 10 min both in control conditions and
upon treatment with AP monomers, we detected internalized 8H4 antibodies (Fig. 5A and B).
Interestingly, in cells treated with AP oligomers internalization of PrP® bound to 8H4 fluorescently-
labelled antibodies was significantly decreased both at 5 and 10 min. Overall, treatment with AP
oligomers decreased internalization of PrP° by about 50% (Fig. 5B). These experiments suggest that AB
oligomers block the constitutive internalization of PrP® under the present experimental conditions.
Moreover, although constitutive endocytosis of PrP® is disturbed by AP oligomers, its Cu**-evoked
internalization monitored by GFP-PrP® using TIRF microscopy did not seem to be affected (Supplemental
Figure 4).

Discussion

The present experiments show that in contrast to what would be predicted based on the effects of
AP peptides on a number of receptors (Snyder et al. 2005;Zhao et al. 2008;De Felice et al. 2009) and on
the discovery of PrP® as a binding partner of AP oligomers (Cisse and Mucke 2009), PrP® does not
undergo internalization upon exposure to AB. We used a combination of techniques, including live cell
microscopy to test the hypothesis that PrP® internalization would be increased by AB oligomers. Our data

show that contrary to our initial expectation, binding of AR oligomers to PrP® increased cell surface
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localization of the latter. This effect may reflect two complementary mechanisms: inhibition of
constitutive endocytosis of PrP%; and increased PrP® recruitment from endocytic compartments.

Trafficking of PrP® has been suggested to have key roles in both physiological and pathological
functions for this protein (Shyng et a/. 1994;Prado et al. 2004). Conversion of PrP® to PrP* likely occurs
in an endocytic compartment (Caughey and Raymond 1991) and PrP* accumulates in Rab7-positive late
endosomes/lysosomes (Magalhaes et al. 2005;Marijanovic et al. 2009;Jen et al. 2010). PrP trafficking
has received considerable attention as treatments that changes the localization of PrP® may also change
conversion to PrP* (Gilch et al. 2001).

It is increasingly recognized that understanding the physiological functions of PrP® may have
important consequences not only for understanding prion diseases, but also for understanding AD (Linden
et al. 2008;Hooper and Turner 2008). There is clear interaction in relation to pathology between the
misfolded proteins that cause Alzheimer’s and prion diseases, since animal models of AD shown
enhanced pathology and have increased levels AP when infected with prions (Baier et al. 2008;Morales et
al. 2010). Moreover, PrP® regulates the processing of APP (Parkin et al. 2007;Hooper and Turner 2008),
and AP appears to use PrP® as a receptor to disturb synaptic plasticity in neurons and affect memory in a
mouse model of AD (Lauren et al. 2009;Gimbel et al. 2010). However, a recent report questions the role
of PrP® in the LTP deficits in a different animal model of AD (Calella et al. 2010). In spite of this, it is
well established that AR binds to PrP® (Lauren et al. 2009;Balducci et al. 2010;Chen et al. 2010;Calella et
al. 2010). Our data on ERK1/2 activation, one of the signalling pathways associated with the effects of
AP oligomers (Dineley et af. 2001;Ghribi et al. 2003;Chong et al. 2006;Ma et al. 2007), support a role for
PrP€ in AB-mediated signalling, since a PrP®-deficient cell line does not respond to AP oligomers.

A major finding in the present work is that, contrary to what has been anticipated, Af oligomers
do not trigger PrP® internalization. In fact, AB oligomers increased PrP® at the cell surface. Albeit the
mechanisms involved in AP oligomer changes in trafficking of PrP® at this time are not entire clear, they
seem to involve both, a recruitment of intracellular PrP, as well as an inhibition of constitutive PrP®
endocytosis. These observations resemble those of recent experiments showing that AP oligomers may
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scaffold metabotropic glutamate receptors at the cell surface of neurons and change their diffusion
behaviour to alter cellular signalling and intracellular Ca** homeostasis (Renner et al. 2010).

The concept of PrP° acting as a receptor is not new (Martins ef al. 2002;Prado ef al. 2004;Linden
et al. 2008) and several ligands for PrP® with agonist-like effects have been described, including STII,
laminin-y chain and vitronectin (Graner ef al. 2000a;Graner et a/. 2000b;Chiarini et al. 2002;Zanata et al.
2002;Lopes et al. 2005;Hajj et al. 2007). But PrP° is a GPI-anchored protein, and as such it may need to
interact and modulate other receptors to transduce extracellular signals leading to intracellular activation.
It has been demonstrated that AP interacts with several other proteins such as a7 nicotinic acetylcholine
receptors (Wang et al. 2000) and metabotropic glutamate receptor 5 (Renner ef al. 2010), two receptors
that we identified recently as partners used by PrP® to translate extracellular signals from the ligands STI1
(Beraldo et al., submitted, a) and laminin (Beraldo et al., submitted b), respectively. It is not known at
present if these receptors have a role in modulating the effects of AB oligomers in conjunction with PrP°.

One of the mechanisms that we identified as contributing to the increase in PrP® localization at
the cell surface is inhibition of constitutive PrP® endocytosis. This effect of AB oligomers is likely to arise
from its interaction with the N-terminal endocytic motif of PrP° localized to amino acids 23-28 and future
experiments will be needed to address that. The binding of AP oligomers with this domain may affect the
PrP° interaction and internalization mediated by lipoprotein-related receptor-related protein 1 (LPR1)
(Taylor and Hooper 2007;Parkyn et al. 2008). The second possibility raised by our experiments is that A
oligomer treatment increases the recycling of PrP® to the membrane. We were not able to detect fusion of
PrP® containing vesicles to the plasma membrane, but we detected an increase in PrP fluorescent clusters
upon treatment with AB oligomers. PrP° recycles rapidly to and from the cell surface (Shyng ef al. 1993),
and perhaps this increased fluorescence that we observed in cell surface clusters may reflect the delivery
of PrP® to the membrane coupled with inhibition of its subsequent internalization. Alternatively, based on
the fact that we detected an increase in PrP-positive vesicles further from the plasma membrane (at 200

nm) prior to their appearance nearer to the membrane (at 110 nm), PrP%positive vesicles may be
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recruited to the cell surface in response to signalling induced by AP oligomers. This latter possibility
requires further investigation.

In summary, the physiological consequences of the increased PrP° recruitment to the cell surface
induced by AP oligomers remains to be established, but it is known that PrP can signal both to protect
and to damage cells (Linden et al. 2008). The hypothesis that PrP® functions as a scaffold protein to
assemble signalling complexes at the cell surface provides a framework to understand how distinct
binding partners of PrP® can trigger selected signalling activities to influence neuronal function. AR
oligomers may corrupt some of the signalling activities of PrP°, either by increasing the levels of
signalling, causing ectopic activation of signalling complexes, or by inducing novel signalling modalities.
Hence, the increased localization of PrP® at the cell surface may contribute to a disturbance of neuronal

communication and plasticity.
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Figure 1 — AB oligomers induce ERK1/2 phosphorylation in a PrP°-dependent way. (A-B) PrP3F4 and
CF-10 cells were treated with AP oligomers (1 uM) for 0.5, 5 and 10 min respectively. Relative levels of
ERK1/2 activity represent the ratio between phosphorylated ERK1/2 and total ERK1/2, normalized to the
untreated group (0 min). The results show the mean = SEM of four independent experiments for PrP3F4
cells and three for CF-10 cells analyzed and compared by one-way ANOVA and Dunn’s Method post-hoc
test. *Denotes statistical significance when compared to control cells without treatment, p < 0.05.
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Figure 2 — AP oligomers increase PrP° at cell surface. A, PrP3F4 cells were treated with AB oligomers or
monomers (1 uM) at different time points (1, 5 and 10 min). Cells were fixed and the amount of PrP° at
the cell surface was detected through immunofluorescence and quantified using the Metamorph software
(B). The results show the mean + SEM of 4 independent experiments. Results were compared by one-way
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ANOVA and Dunn’s Method post-hoc test. *Denotes statistical significance when compared to control
and cells treated with monomers, p < 0.001. A minimum of 50 cells per group was analyzed. (C) Flow
cytometry assay from PrP3F4 cells treated (right panel) or not (left panel) with 1 pM of Af oligomers for
1, 5 and 10 min. Cells were incubated with anti-PrPC mouse serum followed by Alexa-fluor 488 labeled
anti-mouse IgG (both panels) or only with Alexa-fluor 488 labeled anti-mouse IgG (secondary, left
panel). (D) Cell-surface PrP® was detected by biotinylation of cell-surface proteins after treatment of
PrP3F4 cells with AP oligomers or monomers for 1 min. Biotinylated proteins were isolated using
Neutravidin beads, subjected to SDS-PAGE, and immunobloted using a mouse anti-PrP® antibody. The
lysates represent the expression of PrP3F4 protein and beads represent biotinylated cell-surface PrP° after
treatment with AP or Krebs buffer (Total control). In this representative blot the lane showing the
monomer treatment was cut from another part of the gel and pasted closer to that of oligomers for
comparison. The results in the graph show the mean + SEM of six independent experiments. *Denotes
statistical significance when compared to cells treated with monomers, p<0.026. Scale bars, 20 um.
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Figure 3: AP Oligomers increase GFP-PrP€ at cell surface in CF-10 cells. (A) Representative TIRF
image of CF-10 cells transfected with GFP-PrP® and mCherry-Rab5 (depth of the evanescent field set at
110 nm) at time 0 and 1 min of imaging. Arrows indicate vesicles colocalizing with Rab3. (B) CF-10
cells transfected with GFP-PrP® were treated with Cu** and movement of PrP® was followed using time-
lapsing images. (C) CF-10 cells transfected with GFP-PrP® were treated with AB oligomers and PrP® was
followed in time-lapsing movies (dept of the evanescent filed set at 150 nm). Arrows point to clusters of
fluorescence that change upon treatment with AP oligomers. Scale bars, 20 um.
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Figure 4 — AP oligomers increase PrP° at cell surface in HEK 293 cells. (A) PrP-3F4 and mCherry-Rab5
transfected HEK 293 cells were labelled on ice with a fluorescent PrP® antibody (8H4) and were then
warmed-up and imaged. Arrows point to some of the vesicles positive for both PrP® and Rab 5. (B) PrP-
3F4 transfected HEK 293 cells were labelled as in A, and then treated with Cu®*. (C) As in B, but cells
were treated with AP oligomers. Arrows point for an increase in the number of clusters at the cell surface
and arrowheads for increased fluorescence in existing clusters. (D) Quantification of plasma membrane
fluorescence in cells treated with AP oligomers. 14 of 16 cells examined showed increase in fluorescence
intensity at the plasma membrane over time upon treatment with Af oligomers. Scale bars, 20 pm; depth
of the evanescent field set at 150nm.
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Figure 5 - AP oligomers block constitutive endocytosis of PrPC. (A) PrP3F4 cells were previously
labelled with anti-PrP® 8H4 conjugated with Zenon Alexa Fluor 488 reagent. Cells were then treated with
AB oligomers or monomers (1 uM) for 1, 5 or 10 min at 37°C. (B) Endocytic trafficking of PrP® was
evaluated by the proportion of internalized vesicles normalized by the cell surface fluorescence. AB
oligomers but not monomers seem to decrease the constitute internalization of PrP. The results show the
mean = SEM of relative fluorescence. A minimum of 30 cells per group were analyzed.*Denotes
statistical significance when compared to control and cells treated with monomers, p < 0.002 for 5 min
group and p<0.001 for the 10 min group. One-way ANOVA and Dunn’s Method post-hoc test. Scale
bars, 20 um.
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Supplemental 1 — CF-10 cells transfected with GFP-PrP were treated with AP oligomers and followed by
time lapsing images in two different depts. (110 and 200 nm). The first row indicates cells before the
treatment. Arrow heads point to vesicles which showed up first at 200 nm and then in 110 nm. Note that
in TIRF microscopy when vesicles become more fluorescent closer to the plasma membrane is indicative
that they are moving towards the coverlip. Scale bars, 20 pm.
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Supplemental Figure 2 — PrP-3F4 transfected HEK 293 cells were labelled on ice with a fluorescent
PrP° antibody (8H4) and were then warmed-up and imaged for 3 minutes. The image shows 3 distinct
cells. Note that cell surface fluorescence was stable during 3 min imaging, and if anything decreased with
time. Scale bars, 20 um; depth = 150nm.
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Supplemental Figure 3 — PrP-3F4 transfected HEK 293 cells were labelled on ice with a fluorescent
PrP° antibody (8H4) and were then warmed-up and imaged for 3 minutes after addition of buffer. Note
that fluorescence decreases slightly during the time-course experiment. Scale bars, 20 um; depth =
150nm.
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Supplemental Figure 4 — CF-10 cells transfected with GFP-PrP® and were treated with AB oligomers,
followed during 1 minute by time lapsing images and then were treated with Cu®*. Scale bars, 20 pm;
depth = 150 nm.
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10 DISCUSSAO

Na primeira parte deste trabalho nos focamos nas interacdes intracelulares
de STI1 na tentativa de compreendermos melhor como sua secrecdo € regulada.
Mas, como dito anteriormente, STI1 é uma proteina de vida dupla: ela tem uma
atividade no meio intracelular e outra no meio extracelular. E uma vez no meio
extracelular, STI1 exerce diversas funcfes neurotréficas através da sua interacdo
com a proteina prion celular. Nesta segunda parte do trabalho portanto, nés
focamos nas func¢des de STI1 como um ligante da proteina prion celular, e também
em outros ligantes de PrPC.

A capacidade de PrP® de se ligar a diversas proteinas, e de reunir complexos
multi-protéicos na superficie celular apontam esta proteina como uma plataforma na
membrana responsavel por orquestrar atividades neurotroficas (Linden et al., 2008;
Martins et al., 2009). Acredita-se que a perda destas interacbes durante o
desenvolvimento das doencas pribnicas possa participar dos efeitos téxicos
observados (Collinge and Palmer, 1994;Shmerling et al., 1998;Wadsworth et al.,
2003;Baumann et al., 2007;Martins et al., 2009). A interacdo de PrP® com STI1 foi
descrita a mais de 10 anos pelo grupo da Dra Vilma Martins, e € uma das interagcfes
de PrP® mais bem caracterizada até hoje. Esta interacdo induz neuritogénese,
neuroprotecado e consolidacdo da memoria através da ativacdo de diferentes vias de
sinalizacdo (Zanata et at., 2002; Lopes et al., 2005; Coitinho et al., 2006). Para
entendermos melhor 0 mecanismo pelo qual PrP® exerce suas funcdes, no nosso
primeiro trabalho ndés exploramos a importancia da endocitose de PrP® para a
sinalizacdo (Caetano et al., 2008).

Utilizando STI1 recombinante marcada com fluoréforo e células transfectadas
com GFP-PrP® nés mostramos que STI1 induz a internalizacdo de PrP®. Esse efeito
foi especifico, uma vez que a STI1 cujo sitio de ligacdo a PrPC foi deletado (STI1a30.-
245) Ndo foi capaz de induzi-lo. A endocitose de proteinas é um importante evento
gue pode modular enventos de sinalizacdo que se iniciam na membrana celular
(Gonzalez-Gaitan, 2003). A endocitose de PrP® ja foi descrita anteriormente, e é
induzida por alguns metais como cobre e zinco em um processo dependente de
clatrina (revisto por Hooper et al., 2008). Lee e colaboradores desenvolveram uma
construcédo de PrP® acoplada a GFP (GFP-PrP, utilizada neste trabalho) que é
funcional, também sofrendo endocitose mediada por ions cobre (Lee et al., 2001).
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Sunyach e Checler mostraram que a atividade pro-apoptética de PrP¢ mediada pela
sua interacdo com p53, estd relacionada com sua endocitose (Sunyach and
Checler, 2005). Este e outros dados da literatura apontam a endocitose de PrP®
como um importante evento para sinalizacdo mediada por esta proteina.

Dados do grupo da Dra Vilma Martins mostraram que a neuroprotecdo e
neuritogénese induzida pela interacdo STI1-PrP® é mediada pela ativacéo de PKA e
ERKZ1/2 respectivamente (Chiarini et al., 2002;Lopes et al., 2005). Nés avaliamos a
importancia da endocitose de PrP® induzida por STI1 para ativacdo destas vias e
nossos resultados mostraram que um mutante de PrP® que ndo pode ser
internalizado pela via de clatrina ndo foi capaz de ativar ERK1/2, embora pudesse
ativar PKA. Nossos dados demonstram que a STI1 recombinante é funcionalmente
equivalente a STI1 secretada por astrocitos (Lima et al., 2007;Caetano et al., 2008).
A dependéncia da endocitose de PrP° para ativacdo de ERK1/2, mas ndo de PKA,
mais uma vez suporta a idéia de que PrP® consegue integrar diferentes sinais
interagindo com diferentes complexos. Esse mesmo modelo € proposto para
atuacdo de neurotrofinas como NGF através da sua ligacdo aos receptores TrK.
Vérias evidéncias mostram que a endocitose e o trafego intracelular dos Trks
controlam a cascata de sinalizacdo que é€ iniciada pela ativacdo destes receptores
(Huang and Reichardt, 2003). Chen e colaboradores demonstraram que 0s Trks
utilizam vias endociticas alternativas para ativar diferentes vias de sinalizacdo que
levardo a diferentes respostas frente ao mesmo ligante (Chen et al., 2005). Assim
como para o complexo STI1-PrP¢, a ativacdo de MAP Kinase mediada pelos
receptores Trks é dependente da sua endocitose (Huang and Reichardt, 2003). Uma
vez endocitado, varias vesiculas pequenas se fundem com os endosomas contendo
Trk, formando os endosomas de sinalizacdo. Estas pequenas vesiculas contém toda
a magquinaria necessaria para uma sustentada ativacdo de ERK que levara a
diferenciacao celular (Huang and Reichardt, 2003).

N6s também estudamos a internalizacdo e trafego intracelular de STI1.
Nossos resultados mostraram que STI1 se liga a células neuronais e é internalizada
de forma independente da presenca de PrPC. Esses resultados sugerem a
existéncia de outros receptores para STI1. Arantes e colaboradores mostraram que
a sobrevivéncia e diferencicacdo de astrocitos induzidas por STI1, é estritamente

dependente da sua interacdo com PrP® (Arantes et al., 2009). Porém, também foi
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visto neste trabalho que a STI1 inibe a proliferacdo de astrécitos de maneira
independente de PrP®, fortalecendo a idéia da existéncia de outros receptores para
STI1 que modulam suas atividades.

A internalizacdo de STI1 foi bloqueada a 4°C e pelo pré-tratamento com
excesso de STI1 ndo marcada, sugerindo que a sua internalizacdo ocorre através
de um mecanismo especifico. A principal via de internalizacdo de proteinas € a via
dependente de clatrina. Tendo em vista que véarias neurotrofinas sdo internalizadas
por esta via (Howe et al., 2001), nos decidimos avaliar o seu envolvimento na
internalizacdo de STI-1. Nossos resultados mostraram que em torno de 41% das
vesiculas positivas para STI1 foram também positivas para clatrina, mas somente
nos minutos iniciais da internalizacdo de STI1. Apés 20 minutos, a porcentagem
destas vesiculas cai para em torno de 9%. Estes resultados sugerem que parte da
internalizacdo de STI1 ocorre através de clatrina, mas a maior parte se da por um
mecanismo distinto.

A segunda via endocitica mais bem caracterizada € a via dependente de
lipide Rafts. Como estes microdominios possuem composic¢des diferentes ao longo
da membrana, existem distintos mecanismos de internalizacdo dentro desta mesma
via (Nichols e Lippincott-Schwartz, 2001; Nichols, 2002). Utilizando dois marcadores
de lipide Rafts , Caveolinal e Flotilinal, nés mostramos a participacdo desta via na
internalizacdo de STI1. Nos minutos iniciais de sua endocitose, foi observado em
torno de 38% de vesiculas positivas para STI1 e caveolinal. Assim como para
clatrina, essa porcentagem de co-localizacdo diminuiu ao longo do tempo (15%
apos 20 minutos). Ja com Flotilinal, nés observamos em torno de 61% de vesiculas
positivas para este marcador e para STI1 nos minutos iniciais da endocitose de
STI1. Essa co-localizacao se manteve ao longo do tempo (68% de co-localizacao
ap6s 20 minutos) sugerindo que a via dependente de Flotilinal seja o principal
mecanismo de internalizagéo de STI1.

Ainda explorando os mecanismo envolvidos na endocitose de STI1, nds
utiizamos mais 3 ferramentas importantes: o mutante de dinamina K44A, o
fragmento da proteina adptadora de clatrina AP180-C e a deple¢éo de colesterol da
membrana utilizando metil-B-cilcodextrina (MBCD). A dinamina é uma GTPase que
atua na fissdo das vesiculas liberando-as da membrana plasmatica (revisto por

Mousavi et al., 2004). O mutante de dinamina K44A, cujo sitio de ligacdo a GTP foi
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mutado, tem sido extensivamente utilizado como bloqueador da endocitose
(Herskovits et al., 1993;van der Bliek et al., 1993;Magalhaes et al., 2002). O uso
deste mutante bloqueou quase que completamente a endocitose de STI1. Como
tanto a via classica quanto as vias mediadas por lipide Rafts sdo dependentes de
dinamina, ndo é possivel inferir nada a respeito do mecanismo de endocitose de
STI1 baseados somente nos resultados de K44A. Nés entdo utilizamos outra
ferramenta que pensavamos ser mais especifica para a endocitose mediada por
clatrina, o AP180-C. Esse fragmento constitui o dominio de ligacdo a clatrina,
sequestrando-a no citoplasma e bloqueado a endocitose por esta via (McMahon,
1999;Carvou et al.,, 2007). O uso de AP180-C bloqueou parcial porém
significativamente a endocitose de STI1. Porém nos também avaliamos o efeito de
AP180-C sobre os marcadores de lipide Rafts, e vimos que o AP180-C leva a uma
distribuicdo anormal destes marcadores. Nao foi possivel dentro deste trabalho
avaliar a funcionalidade das vias dependentes de lipide Rafts na presenca de
AP180-C. H4 trabalhos que mostram a endocitose de toxina cdélera na presenca
desse fragmento (Nichols, 2002), o que explicaria a inibicdo parcial e ndo total de
STI1. Mas dada a grande aberracéo na distribuicdo de caveolinal e flotilinal devido
a AP180-C, é possivel que boa parte da internalizacdo por estas vias esteja
prejudicada. Nao esta claro se a perturbacédo na endocitose via clatrina pelo AP180
pode alterar outras formas de endocitose ou se o AP180 tem efeitos fora de seu
alvo principal.

A terceira ferramenta utilizada foi a MBCD, que é uma droga conhecida por
depletar colesterol da membrana plasmatica alterando principalmente as vias
dependentes de lipide Rafts. Os nossos resultados mostraram uma inibicdo de
cerca de 75% da endocitose de STI1 na presenga de MBCD. Nés também
observamos significativo bloqueio da endocitose de célera toxina e transferrina nas
condi¢cbes utilizadas, mais uma vez implicando em alteragdo em ambas as vias
endociticas. Em conjunto, nossos dados sugerem a participacdo de Vvias
dependentes e independentes de clatrina na internalizacdo de STI1. Esses
resultados sugerem também que o processo de internalizacdo de proteinas por
estas vias distintas & mais interconectado do que se antecipa pela literatura.

Apos a endocitose, STI1 foi diretamente direcionada para vesiculas acidicas

(endosomas tardios/lisosomas), ndo passando pelos endosomas primarios positivos
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para rab5. O primeiro destinos das proteinas internalizadas pela via classica sao os
endosomas primarios (Gonzalez-Gaitan, 2003). J4 as proteinas internalizadas pelas
vias dependentes de lipide Rafts sdo capazes de se acumular em vesiculas
acidicas, sendo a proépria Flotilinal encontrada nestas vesiculas (Stuermer et al.,
2004;Pimpinelli et al., 2005). Os nossos resultados portanto, sdo mais compativeis
com o modelo de internalizacdo de proteinas via Rafts e propdes esta via como o
principal mecanismo para endocitose de STI1; a via classica no entanto também
tem sua contribuicdo, ainda que menor, para esse processo.

E interessante notar que este modelo é diferente daquele proposto para
internalizacdo da proteina prion celular. Magalhdes e colaboradores mostraram que
PrP® é internalizados predominantemente pela via dependente de clatrina e é
direcionado para endosomas da via classica (Magalhaes et al., 2002). A
internalizacdo de PrP° por caveolaes j& foi mostrada (Harmey et al., 1995:Peters et
al., 2003). Porém ha muitas controvérsias em relacao a estes resultados visto que
alguns pesquisadores nao foram capazes de detectar a presenca destas estruturas
no modelos celulares utilizados (Shyng et al., 1994;Marella et al., 2002). O modelo
proposto para a internalizacdo de STI1 porém, coincide com a endocitose vista para
PrP>¢ em células SN56 (Magalhdes et al., 2005). Além disso j& foi demonstrado a
presenca de PrP>® em vesiculas positivas para Flotinal (Pimpinelli et al., 2005). E
possivel que STI1 interaja com PrP>® em algum compartimento da via endocitica,
embora ndo se saiba as implicacdes fisio-patolégicas.

O uso do mutante de dinamina K44A mostrou uma forte co-localizacdo de
STI1 com PrP® na membrana celular. Essa interacdo na membrana é transiente, e
certamente corresponde ao primeiro passo no recrutamento de um complexo de
sinalizacdo. A nossa hipétese é de que o recrutamento deste complexo dispara a
ativacdo de PKA, e leva ao engajamento de proteinas envolvidas na endocitose de
PrP® que é critica para ativacdo de ERK1/2. Parte de STI1 é provavelmente
internalizada junto com PrP® através de vesiculas cobertas por clatrina, enquanto a
maior parte é internalizada independente de PrP por vias dependentes de lipide
Rafts. Uma vez internalizada STI1 segue uma via distinta sendo direcionada para
vesiculas acidicas enquanto PrP® pode seguir em endosomas de sinalizacdo. Desta
maneira, a sinalizagcdo por ERK seria transiente, compativel com a ativagao

encontrada em neurbnios. Essa hipbétese requer entre outros componentes, a
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participacdo de uma proteina transmebrana que seja capaz de mediar a
internalizacdo de PrPC via clatrina.

Taylor e Hooper e Parkyn e colaboradores mostraram que o receptor LRP1
esta envolvido na endocitose de PrP® via clatrina (Taylor and Hooper, 2007b;Parkyn
et al., 2008). Este receptor esta associado com a ativacdo de ERK através da sua
interagdo com o fator de crecimento PDGF (Muratoglu et al., 2010).
Interessantemente, foi demonstrado neste trabalho que a ativagdo de ERK é
dependente da internalizacdo de LRP1 e formacédo de um complexo endosomal de
sinalizacdo; semelhante ao modelo que temos proposto para STI1-PrPC. Shi e
colaboradores também mostraram ativacdo de ERK mediada por LRP1 (Shi et al.,
2009). Neste caso, essa ativagcdo se deu pela transativagdo de receptores
neurotroéficos Trk, e culminou em neuritogénese. Todos estes dados apontam LRP1
como um potencial candidato a ser um dos mediadores transmembrana dos efeitos
induzidos pela interacdo STI1-PrP®. Nos testamos essa hipétese utilizando o
ligante RAP que bloqueia a interacdo de LRP1 com PrP®. Nossos resultados
mostraram que ndo houve ativacdo significativa de ERK1/2 induzida por STI1-PrP®
em células pré-tratadas com RAP. Estes resultados fortalecem a nossa hipétese,
porém novos experimentos deverdo ser feitos para confirmar o envolvimento de
LRP1 na sinalizacdo dependente da endocitose de PrP® induzida por STI1.

Beraldo e colaboradores (2010, artigo submetido B) mostraram que a
interacdo STI1-PrP® modula a atividade do receptor colinérgico a7, promovendo um
influxo de calcio que é Upstream a ativacdo de ERK1/2 e PKA. Este recente
trabalho nos mostra que além de LRP1, os receptores a7 também sao fortes
candidados a mediador transmembrana dos efeitos induzidos pela interagdo STI1-
PrP®. Tomando como exemplo os receptores neurotréficos Trks, a ativacdo de ERK
mediada por estes receptores pode ocorrer através do recrutamento de diferentes
efetores. Essa ativacdo pode ser transiente, prolongada, depender ou ndo da
endocitose dos Trks e envolver vias de sinalizacdo completamente distintas; tudo
depende do tipo e localizagcéo celular, do tipo de ligante, da disponibilidade dos
efetores proximos a membrana entre outros (revisto por Huang e Reichardt, 2003).
Portanto, é possivel que tanto LRP1 quanto os receptores a7 estejam envolvidos na
neuritogénese induzida por STI1-PrP. Futuros experimentos revelardo em que

contexto cada um destes receptores é preferencialmente recrutado, e se existe uma
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comunicacdo entre eles e se o complexo formado por PrP® engloba
simultaneamente essas duas proteinas.

Outras proteinas de membrana como 0s receptores metabotropicos
mMGIuR1/5 (Beraldo et al., 2010 artigo submetido A), receptores purinérgico P2Y,
receptor de bradicinina BKR e canais de potassio TREK-1 estdo envolvidos nas
atividades neurotréficas mediadas por PrP® (revisto por Martins et al., 2009). Estes
dados mais uma vez mostram que PrP® é uma proteina versatil quanto as suas
ligacbes além de ser multifuncional. O estudo dos seus ligantes portanto, nos
permite entender os papéis de PrP® tanto no contexo fisiolégico quanto no
patoldgico.

Explorando essa idéia, Laurén e colaboradores mostraram que os oligbmeros
Ap-amildide se ligam com alta afinidade & PrP° induzindo disfuncdo sinaptica
(Lauren et al., 2009). Estes e outros autores mostraram que os oligdbmeros se ligam
em duas porcdes da regido N-terminal de PrP®: os residuos 95-100 e 23-27 (Lauren
et al., 2009; Chen et al., 2010). Estes trabalhos chamaram nossa atencéo porque 0s
residuos 23-27 correspondem & regi&o polibasica de PrP® que é fundamental para
sua endocitose mediada por clatrina e LRP1 (Taylor and Hooper, 2007; Parkyn et
al., 2008). Nos tinhamos explorado a endocitose de PrP® como um importante
mecanismo para ativacdo de suas atividades fisiolégicas, mas estes trabalhos
levantam a hipotese que esse mesmo mecanismo pode também estar envolvido em
atividades patologicas.

Noés inicialmente mostramos que os oligdmeros AR induzem ativagao de
ERK1/2 de forma dependente de PrP°. Diferente dos efeitos vistos para STI1, a
ativacao de ERK1/2 mediada por AB parece estar envolvida nos efeitos neurotoxicos
observados na Doenca de Alzheimer (Chong et al., 2006), sugerindo o recrutamento
de efetores diferentes daqueles envolvidos na interagdo STI1-PrPC. Utilizando uma
combinagao de diferentes técnicas de biologia celular nés mostramos que AB induz
um aumento de PrP® na superficie celular. N6s confirmamos este resultado
utilizando um avancado sistema de microcopia, a microscopia de fluorescéncia de
reflexdo interna total (TIRF). Esta técnica permite a aquisicdo de imagens de alta
resolucdo de eventos acontecendo na supeficie celular. Através deste sistema nés
visualizamos em tempo real o acimulo de vesiculas de PrP° induzidas pelo

tratamento com AB oligbmeros (ver filmes no cd em anexo). Em algumas células o
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aparecimento de vesiculas foi visto primeiro em 200nm (distancia a partir da
laminula) e logo em seguida em 110nm (mais proximo da superficie, Artigo 2, figura
suplementar 1), sugerindo que o actimulo de PrP° seja devido ao recrutamento de
PrP® de compartimentos endociticos intracelulares. Experimentos de trafego de
PrP® a partir da membrana, utilizando anticorpo contra esta proteina marcado
fluorescentemente, mostram uma diminuicdo da internalizacdo de PrP® em células
tratadas com AB. Estes resultados mostram uma inibicdo da endocitose constitutiva
de PrP®. Portanto, em conjunto os nossos resultados sugerem que o actmulo de
PrP® na membrana induzido pela interacdo com AR seja devido a ambos os
mecanismos: recrutamento de novas vesiculas de PrP® a partir de compartimentos
intracelulares e inibicdo da sua endocitose constitutiva.

Nés ainda ndo sabemos quais sdo os efeitos fisiolégicos desse aumento de
PrP® na membrana induzido por AB. O trafego de PrP® tem sido proposto como um
mecanismo chave para a ativacdo de algumas de suas fungdes fisiolégicas (Prado
et al., 2004;Caetano et al., 2008) e também para o0 processo patoldgico no qual esta
proteina esta envolvida (Caughey and Raymond, 1991; Gilch et al., 2001; Prado et
al., 2004). Disturbios nesse processo certamente alteram a homeostasia celular.
Interessantemente, a ligagdo de AB se da no sitio de PrP que é fundamental para
sua endocitose via clatrina. Essa interacdo pode portanto, impedir a ligacdo de PrP®
com proteinas adaptadoras, explicando a inibicdo de sua endocitose constitutiva.
Uma das possiveis interacdes que poderia ser prejudicada pela ligacdo de PrP° a
AB, é a sua interacdo com LRP1. Essa possibilidade estaria de acordo com os
nossos resultados mostrando inibicdo parcial da endocitose de PrP¢ pelos
oligbmeros, porém contradiz nossos experimentos mostrando que a endocitose de
PrP° induzida por cobre (que também é mediada por LRP1) ndo é afetada pelo pré-
tratamento com os oligbmeros. LRP1 parece estar envolvido no trafego das formas
monomeéricas de AB (Deane et al., 2004). Neste trabalho os autores mostraram que
peptideos AB reduzem os niveis de expressdao de LRP1 no endotélio cerebral
através da ativacdo de sua degradacdo dependente de proteasoma. A
internalizacéo e a sintese de LPR1 nao foram alterados por A (Deane et al., 2004).
E possivel entdo que mais do que um prejuizo na interacédo entre PrPC e LRP1, a
reducdo nos niveis de LRP1 explique os efeitos de AR sobre a endocitose de PrP¢.

Novos experimentos deverdo ser realizados para confirmar essa hipGtese e re-
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avaliar os efeitos de AB sobre a endocitose de PrP° induzida por cobre em células
pré-tratadas por um periodo mais prolongado.

Outra observacao importante em relagdo aos sitios de interacdo de AB em
PrP® é que um deles (95-105) é muito proximo do sitio de ligacdo de STI1 (Zanata et
al., 2002). Coitinho e colaboradores mostraram que a interacdo STI1-PrP¢ é
importante para a formacédo e consolidacdo da memodria (Coitinho et al., 2007).
Interessantemente, Gimbel e colaboradores recentemente mostraram o prejuizo na
memaoria em camundongos modelo de Alzheimer foi dependente da presenca de
PrP® (Gimbel et al., 2010). Além disso, sabe-se que outra caracteristica da doenca
de Alzheimer é a perda de neur6nios colinérgicos, o que também afeta a memoria
(revisto por Buckingham et al., 2009). A ligacdo dos oligbmeros AB aos receptores
a7 nicotinicos ja foi demonstrada (Wang et al., 2000a;Wang et al., 2000b;Wang et
al., 2009). O tipo de oligbmeros utilizado neste trabalho também ja foi caracterizado
por se ligar a estes receptores nicotinicos (Young et al., 2009). Da mesma forma, a
interacdo de STI1 com PrP® modula a atividade dos receptores a7, levando a
ativacdo de vias de sinalizacdo que estdo envolvidas na protecdo e diferenciacéo
neuronal mediadas por estas proteinas (Lopes et al., 2005; Beraldo et al., 2010
artigo submetido B). Portanto, é possivel que a perda da interacdo STI1-PrP® possa
participar do mecanismo neurotdxico induzido pelos oligbmeros AR.

Além dos receptores colinérgicos, os efeitos neurotoxicos de AB também
estdo associados a outro ligante de PrP°: os receptores glutamatérgicos mGIuR5
(Renner et al., 2010; Beraldo et al., submetido A), sugerindo mais uma vez que a
perda das interacdes de PrP® pela sua ligacdo a AB esta envolvida no processo
patoldgico da AD.

Em conjunto, os nossos dados associados a literatura reforcam a hipotese
que PrP® atua como uma plataforma na membrana celular capaz de reunir
diferentes complexos de sinalizacdo. Suas atividades fisiol6gicas estdo estritamente
associadas com seus ligantes, como STI1, e em alguns casos com sua endocitose.
A perda destas interagBes provavelmente leva a efeitos neurotoxicos, como vistos
para formas truncadas de PrP® e também pelo seu ‘direcionamento’ na membrana

celular por AB.
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11 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho sao:

O-

STI1 interage com as proteinas da via de SUMOilacéo;

STI1 é SUMOilada por SUMO1 e SUMO2/3, sendo PIAS1 a E3 ligase
especifica para este processo;

A interagéo de STI1 com PIAS1 ou SUMOS3 leva ao aumento da localizacdo
nuclear de STI1;

STI1 é direcionada para os corpos PML onde se co-localiza com SUMOL1 e
SUMO3, em um processo dependente de PIAS1;

Estresse celular por choque térmico ndo altera a distribuicdo intracelular de
STI1, ainda que na presenca das proteinas da via de SUMOilacao;

Estresse celular por Irradiacdo lonizante leva ao translocagéo de STI1 para o
nucleo, onde provavelmente atua na via de reparo ao DNA.

Uma vez secretada, STI1 interage com as células de modo especifico e é
internalizada independente da presenca de PrP®;

A internalizacdo de STI1 ocorre principalmente por vias dependentes de
lipides ‘rafts’, mas uma fragdo consideravel também ¢é internalizada pela via
classica;

Uma vez internalizada, STI1 é diretamente direcionada para vesiculas
acidicas, sem passar pelos endosomas primarios;

10- O mutante de dinamina, K44A, e o fragmento AP180-C foram capazes de

bloquear significativamente a endocitose de STI1 e PrP®, mostrando uma
forte co-localizacédo destas proteinas na membrana plasmaética;

11- STI1 induz a endocitose de PrP® e este processo é importante para a

ativacao de ERK1/2 mediada pela interacdo entre estas proteinas;

12- O ligante de LRP1, RAP, parece bloquear a ativacdo de ERK1/2 induzida por

STI1-PrP¢;

13- Ao contrario de STI1, os oligbmeros AB induzem um aumento de PrP® na

superficie celular.
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ANEXOS

Os anexos 1 a 4 a seguir sdo dados da tese da estudante de doutorado laci
Soares, que complementam os resultados apresentados neste trabalhos. Trata-se
de Immunoblottings mostrando a SUMOilacdo de STI1 in vitro e em células de
mamiferos, a caracterizacao de PIAS1 mas ndo de Pc2, como E3 ligase para STI1 e
também dados mostrando a diminuicdo da SUMOilacdo de STI1 apds irradiacédo
ionizante.

O anexo 5 corresponde a uma lista do material disponivel do cd que foi enviado

junto com esta tese.
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12 ANEXOS
ANEXO 1 — SUMOilacao in vitro de STI1
In vitro SUMOylation
WB: a-STN
ATP: - + + - + + - + +
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Anexo 1 — SUMOilacédo in vitro de STI1. STI1 recombinante foi submetida a
ensaio de SUMOilacdo in vitro na presenca de SUMO1, SUMO2/3 e Ubc9
recombinantes. As bandas de alto peso molecular representam a STI1 SUMOilada.
Note que STI1 é SUMOilada tanto por SUMO1l quanto por SUMO2/3 em um
processo dependente de ATP.
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ANEXO 2 — SUMOilacao de STI1 em células de mamiferos
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Anexo 2 — SUMOilacdo de STI1 em células de mamiferos. Células HEK 293
foram co-transfectadas com STI1-HA e as proteinas da via da SUMOilacgéo,
imunoprecipitadas com beads de HA e analisadas por Western Blotting (WB). STI1
foi SUMOilada por SUMOL1 (A) e por SUMOS3 (B) na presenca da E3 ligase PIAS1.
Foram utilizados os anticorpos anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:5000), anti-Myc (Sigma,
1:1000), anti-SUMO1 (Zymed, 1:1000) e anti-SUMO3 (Zymed, 1:1000). IP
representa as proteinas co-imunoprecipitadas e Lysates representa a expressao das
proteinas nos lisados.
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ANEXO 3 — Caracterizacao de PIAS1 como E3 ligase para STI1

‘ STI1 - HA*(SUMO1)n
<«—STI-HA

<4—PIAST1 - MYC

‘ (SUMO1)n
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STI1-HA + - - + + + -
SUMO1-CFP - + - + + -
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PC2 - FLAG - -+ - -+ -

Anexo 3 — PIAS1 é a E3 ligase para SUMOilacao de STI1. Células HEK 293 foram
co-transfectadas com STI1-HA e as proteinas da via da SUMOilagédo de acordo com
o indicado na figura, e analisadas por Western Blotting (WB). A SUMOilacédo de
STI1 por SUMO1 foi aumentada pela E3 ligase PIAS1 mas ndo por PC2. Foram
utilizados os anticorpos anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:5000), anti-Myc (Sigma,
1:1000), anti-SUMO1 (Zymed, 1:1000) e anti-Flag (Sigma, 1:1000) para deteccao

das proteinas.
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ANEXO 4 — Avaliacdo da SUMOilacéo de STI1 ap0s estresse genotoxico
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Anexo 4 — Estresse genotoxico reduz a SUMOilacdo de STI1. Células HEK 293
foram co-transfectadas com STI1-HA e as proteinas da via da SUMOilacdo. Apos 48
horas de transfeccdo as células foram submetidas a irradiacdo por raios X e
analisadas por Western Blotting (WB). O stress genotéxico diminuiu a SUMOilacdo
de STI1. Na presenca de SUMO1 ou PIAS1, a SUMOilagdo de STI1 néo foi
alterada. Foram utilizados os anticorpos anti-STI1 (Instituto Ludwig, 1:5000) e anti-
SUMO1 (Zymed, 1:1000) para detecdo das proteinas.

204



ANEXOS

ANEXO 5 - Lista do material disponivel no cd que acompanha a tese

1-

2-

3-

Artigos: artigo publicado no Journal of Neuroscience e o artigo recentemente
submetido.

Figuras: pasta com todas as imagens de microscopia confocal deste trabalho,
exceto as que estao nos artigos.

Filmes do artigo submetido:

Movie 1B = GFP-PrP° tratado com 500puM de solucéo de sulfato de cobre.
Movie 2 = Alexa Fluor 488-PrP® + mCherry-Rab5 em tamp&o Krebs.

Movie 3 = Aumento na fluorescéncia de Alexa Fluor 488-PrP® na membrana
durante o tratamento com oligdmeros AB.

Movie 4 = Aumento na fluorescéncia de Alexa Fluor 488-PrP® na membrana
durante o tratamento com mondémero AR.

Movie 5 = Alexa Fluor 488-PrP® apés tratamento com oligbmeros AB.

Todos os filmes foram feitos em células HEK, mantendo-se a temperatura a
37°C, utilizando-se o microscopio TIRF da Leica DMI6000 B MC.

Filmes diversos: internalizacdo de STI1-AF568, perfusdo de células
transfectadas com GFP-PrP® com STI1-AF568 ou com ASTI1-AF568,
perfusdo de células co-transfectadas com GFP-PrP® e AP180-C com STI1-
AF568. Todos os filmes foram realizados em células SN56, mantendo-se a
temperatura a 37°C no microscépio confocal da BioRad MCR 1024.
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