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RESUMO

Kindlmann, K. Avalia¢do da atividade biolégica de moléculas de PrP‘contendo os
polimorfismos nos cédons M129V e N171S. Sdo Paulo; 2003. [Dissertagao de

Mestrado-Funda¢do Antonio Prudente].

A proteina prion celular, PrP®, é isoforma de uma proteina infecciosa, PrP*,
responsavel por doengas neurodegenerativas denominadas encefalopatias
espongiformes, e sabe-se que essas moléculas diferem apenas na conformacgao
protéica. PrP® est4 envolvido com varias fungdes fisioldgicas incluindo homeostase
de ions cobre e protegdo contra estresse oxidativo, adesdo neuronal, extensdo e
manutengdo de neuritos e transdugio de sinal. Nosso grupo demonstrou que PrP¢ ¢
capaz de ligar-se a laminina, sendo que essa interagdo € importante no processo de
neuritogénese. Camundongos nocaute para o gene de PrP© (Prnp) apresentam maior
susceptibilidade a drogas convulsivantes, o que levou nosso grupo a avaliar a
correlagio deste gene com epilepsias humanas. A anélise do gene de PrP® mostrou
que 23% de um grupo de 100 pacientes com epilepsia relacionada a esclerose
hipocampal tém o polimorfismo N171S (em heterozigose), sendo que esta variante
alélica ndo foi encontrada nos 200 controles normais avaliados. No presente trabalho
procuramos investigar possiveis alteragbes na fun¢do de PrP® causadas pelo
polimorfismo N171S. Este codon encontra-se, na molécula de PrP®, muito proximo
ao dominio de interagdo com a laminina. Por isso, produzimos proteinas PrP©
humanas recombinantes com as diferentes combinag¢des do polimorfismos N171S e
M129V, e realizamos ensaios de ligagdo com um peptideo de laminina que € o
ligante de PrP®. Estudamos ainda a compartimentalizagao celular das diferentes
proteinas em fusdo com a proteina fluorescente verde (GFP), bem como o padrdo de
glicosilagdo das mesmas. Nossos resultados mostram que a afinidade in vitro das
proteinas com N ou S no codon 171 por laminina sdo semelhantes. Além disso as
proteinas em fusao com GFP encontram-se distribuidas na superficie celular e ainda

em compartimentos intracelulares que correspondem ao complexo de Golgi e



vesiculas de reciclagem, e possuem o mesmo padrao de glicosilagdo. Até o momento
ndo encontramos evidéncias que expliquem a alta prevaléncia do polimorfismo
N171S em pacientes epilépticos. Atualmente o grupo tem estudado sinaliza¢do
celular desencadeada por PrP®, e pretende também verificar possiveis alteragdes de

vias de sinalizagcdo em fungao do polimorfismo em questdo.



SUMMARY

Kindlmann, K. Avalia¢io da atividade biologica de moléculas de PrP‘contendo os
polimorfismos nos c6dons M129V e N171S [Evaluation of biological activity of
PrP molecules with polymorphisms at codons M129V and N171S]. Sido Paulo;
2003. [Dissertagao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

The cellular prion protein, PrPS, is an isoform of an infeccious protein, PrP*, that is
responsible for neurodegenerative diseases named spongiform encephalophaties, and
it is known that these molecules differ only on the protein conformation. PrPC is
involved in many phisiological functions that include a role in copper metabolism
and protection against oxidative stress, neuronal cell adhesion, neurite extention and
maintenance and signal transduction. Our group demonstrated that PrP¢ binds
laminin, and this interaction mediates neuritogenesis. PrP® gene (Pnpn) knockout
mice have an increased sensitivity to pharmacologically induced seizures, what lead
us to evaluate the association of this gene with human epilepsies. Prnp analysis
demonstrated that 23% in a group of 100 patients with mesial temporal lobe epilepsy
related to hippocampal sclerosis are heterozigous for a polymorphism at codon 171
(N171S). Nonetheless, this variant allele was not found in 200 control subjects,
indicating that it is a rare polymorphism in normal population. In the present work
we sought for possible alterations in the PrP® function caused by the polymorphism
N1718S. This codon is very close to the PrP¢-laminin interaction domain. Thus, we
produced recombinant human PrP® containing the different combinations of the
polymorphisms at codons 171 and 129 (N171S and M129V) and performed binding
assays with laminin chain y1 peptide, which is the PrP® ligand. We also studied the
cellular compartmentalization of the different PrP¢ proteins fused to the Green
Fluorescent Protein (GFP) and also evaluated their glycosylation pattern. Our results
show that laminin affinity for proteins with aminoacids N or S in codon 171 is
similar at least in vitro. Furthermore, both proteins fused to GFP are distributed in a

similar way at the plasma membrane and in intracellular compartments which are
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compatible with Golgi complex and recycle vesicles. The proteins also show the
same glycosylation pattern. Presently, our data do not show any evidence that
elucidate the high prevalence of polymorphism N171S in epileptic patients and the
next step will foccus on the cellular signalling triggered by PrP¢ and possible

alterations in signalling due to the polymorphism at this codon.
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ABREVIACOES

aa: aminoacido(s)

BSA: albumina sérica bovina

BSE: bovine spongiform encephalopathy

cAMP/PKA: AMP ciclico/ proteina kinase A

CJD: doenca de Creutzfeldt-Jakob

C-terminal: carboxi-terminal

D178N: Mutagado do codon 178 de Prap codificando acido aspartico (D) ou
asparagina (N)

FFI: Insonia Familiar Fatal

GFP: Green Fluorescent Protein

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

GSS: doenga de Gerstmann-Straiissler-Scheinker

Hise-PrP® : proteina prion celular recombinante em fuséo com peptideo que contém 6
residuos de histidina

Kd: constante de dissociag@o no equilibrio

kDa: kilo Dalton

LN: laminina

M129V: Polimorfismo do codon 129 de Prnp codificando metionina (M) ou valina
V)

MCS: Sitio Multiplo de Clonagem

MTLE-HS: epilepsia do lobo mesial temporal relacionada a esclerose hipocampal
N1718: Polimorfismo do cédon 171 de Prup codificando asparagina (N) ou serina
(S)

OREF: open reading frame ou fase aberta de leitura

PCR: Reag¢do em Cadeia da Polimerase

Prnp: gene cromossomal codificador da proteina prion celular

PrP®: Proteina prion celular

PrpP¢ "PMI7IN: proteina prion celular com M no cédon 129 e N no cédon 171



PrPC PMITIS, roteina prion celular com M no codon 129 e S no cédon 171

PrPCIPVITIN, Hroteina prion celular com V no cédon 129 e N no cédon 171

PrPC 1#V171S. broteina prion celular com V no cédon 129 e S no cédon 171
PrP%: Proteina prion infecciosa ou scrapie

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio
STI-1: stress-inducible protein-1

tPA: ativador tecidual de plasminogénio

UV: ultra violeta
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1 INTRODUCAO

1.1 PRION E PRION CELULAR

Prions sdo particulas infecciosas exclusivamente protéicas e seu
envolvimento na etiologia de doengas neurodegenerativas ja estd bem estabelecido
(PRUSINER 1998a e b), embora o mecanismo de transmissdo seja ainda
controverso. Entre as doengas causadas por prion encontram-se formas bovina
(bovine spongiform encephalopathy-BSE), ovina (scrapie) e humanas (doenga de
Creutzfeldt-Jakob — CJD, doenc¢a de Gerstmann-Straiissler-Scheinker—GSS, Insonia
Familial Fatal -FFI e Kuru). Essas doengas sdo caracterizadas por degeneragdo
espongifome do cérebro e deposi¢do de material amiléide no Sistema Nervoso
Central.

A natureza protéica do agente causador dessas encefalopatias foi estabelecida
em fung¢do de suas propriedades fisico-quimicas (resisténcia a altas temperaturas, a
denaturagio por formaldeido, a radiagiio UV e raios X) que levavam a crer que PrP>-
proteina prion scrapie- era composto por proteina e ndo por acido nucléico
(PRUSINER 1982), dai o conceito de “proteinaceous infectious particles” ou prion.

A purificagio da PrP> permitiu o seqiienciamento dos aminoécidos desta
molécula e a dedugdo e sintese das possiveis combinag¢des de oligonucleotideos
capazes de codificar um fragmento da extremidade amino-terminal da mesma. O uso
desses oligonucleotideos como sondas de cDNA possibilitou a identificagdo do gene

cromossomal Prap (codificador da proteina prion celular ou PrP‘), que esta



localizado no brago curto do cromossomo 20 do homem e 2 do camundongo
(SPARKES et al. 1986) e € constitutivamente expresso em cérebros de animais
infectados e ndo-infectados por PrP> (OESCH et al. 1985; CHESEBRO et al. 1985).
A fase aberta de leitura (ORF) de PrP¢ esta toda contida num tnico exon de modo
que as duas isoformas de PrP ndo podem ser variantes provenientes de "splicing"
alternativo (BASLER et al. 1986), entdo passou-se a considerar que as proteinas
celular e infecciosa diferiam apenas na conformagdo, conforme ja havia sido
proposto por GRIFFITH (1967).

Atualmente sabe-se que embora tenham a mesma seqiiéncia de
aminoacidos(aa), as proteinas PrP® e PrP*® diferem na estrutura secundaria, mais
especificamente no conteido de o hélices e folhas B (HUANG et al. 1996), e
enquanto a proteina celular é soltvel e susceptivel a digestdo por proteases, a forma
infecciosa ¢ insoluvel e resistente a protedlise limitada (MEYER et al. 1986).

O actimulo de PrP® insolivel é provavelmente um dos eventos que leva a
morte neuronal. Em 1989 PRUSINER baseou-se na proposta tedrica do matematico
GRIFFITH (1967) e propds que quando o prion infeccioso entrava em contato com
células normais, formava dimeros com sua isoforma celular que dessa maneira
adquiria a conformagdo da particula infecciosa. De acordo com este modelo novas
moléculas de PrP*° seriam exponencialmente geradas a partir de PrP® e formariam
agregados insoltveis levando a morte neuronal.

Os genes que codificam PrP® do homem, hamster, camundongo, rato, gado e
galinha (KRETZSCHMAR et al. 1986; BASLER et al. 1986; LOCHT et al. 1986;
LIAO et al. 1987; GOLDMANN et al. 1991; HARRIS et al. 1991) ja foram

seqlienciados. Todos codificam proteinas de superficie celular de aproximadamente



250 aa, com um peptideo sinalizador de 22 aa na extremidade amino-terminal e um
peptideo hidrofobico de 23 aa na porgdo carboxi-terminal, o qual ¢ removido durante
a adigdo de uma ancora de GPI (Glicosilfosfatidilinositol). Além da adigdo da ancora
de GPI, a proteina sofre outras modifica¢des pos e co-traducionais: N-glicosilagdo,
formagdo de ponte dissulfeto intramolecular entre os residuos 179 e 214 e remogédo
do peptideo sinal (PRUSINER 1998a). Sendo PrP® extremamente conservada entre
as espécies, acredita-se que ela tenha fungdes celulares importantes. Assim, estudos
tém indicado que PrP® atua no metabolismo do cobre, sendo que sua capacidade de
ligar este ion pode modular a atividade de superdxido dismutase (enzima
antioxidante) e portanto proteger a célula contra o estresse oxidativo (BROWN et al.

2002).

1.2 PrP¢, SEUS LIGANTES E FUNCOES BIOLOGICAS

As lamininas (LN) representam uma importante familia de proteinas ndo-
colagénicas presentes nas membranas basais e estd associada a um grande niimero de
fenomenos fisiologicos (BECK et al. 1990), dentre os quais pode-se citar adesdo e
migracdo celulares, participacao na formagao de neuritos, no direcionamento do cone
de crescimento e em sinapses (VENSTROM e REICHARDT 1993; LUCKENBILL-
EDDS 1997); além de ser um fator aptotatico nos processos de migracdo e metastase
de células tumorais. Sua interagdo com a superficie celular ocorre através de
moléculas receptoras, integrinas e ndo integrinas.

Ja foi demonstrado que LN previne morte neuronal apos injecdo de um

analogo de glutamato, acido cainico, capaz de ativar tPA (ativador tecidual de



plasminogénio) que converte plasminogénio em plasmina que por sua vez degrada
LN. O efeito nao foi observado em animais nocaute para tPA, nem em animais tipo
selvagem na presenca de inibidor de tPA. A morte neuronal também era elicitada por
anticorpos que reconhecem LN, indicando que o desligamento neuronal da LN, seja
por degradagdo proteolitica ou por impedimento estérico mediado por anticorpos, era
letal (CHEN e STRICKLAND 1997). Naquele momento os autores ndo conheciam a
identidade do receptor, mas WALZ et al. (1999) observaram que camundongos
nocaute para o gene de PrP® apresentam maior sensibilidade ao mesmo analogo de
glutamato, bem como a outros agentes convulsivantes, quando comparados aos
animais selvagens.

Entdo nosso grupo, realizando curvas de ligagdo, caracterizou a interag@o
PrPC-LN de alta afinidade (Kd 2x10° M) e especificidade que se da entre o peptideo
RNIAEIIKDI (um dominio C-terminal) da cadeia yl da LN (GRANER et al. 2000a e
b) com o dominio 173 a 178 da proteina prion celular ('COITINHO et al.). A cadeia
v-1 € a mais conservada em todos os tipos de LN (LUCKENBILL-EDDS 1997),
sugerindo que a interagdo PrPC-LN pode ser importante numa variedade de tecidos
onde ambos PrP® e diferentes isoformas de LN sdo expressos. Ja sabemos de sua
importancia no processo de neuritogénese em linhagens celulares e em culturas
primarias de neurdénios hipocampais (GRANER et al. 2000a e b), e na adesdo e
migragdo celulares (MOUSSA 2001). Células da linhagem PC12 quando pré-tratadas
com NGF (nerve growth factor) apresentam aumento da neuritogénese sobre LN.
Esse tratamento leva ao aumento das concentragdes de Prp°© (CABRAL et al. 2002)

sugerindo que o incremento de PrP® na superficie celular pode aumentar a ligagio

' Coitinho AS. Dados nio publicados.



total a LN. A participagdo da ligagdo PrP°-LN na diferenciagdo neuronal foi
comprovada pela inibi¢do da neuritogénese quer seja na presenca de anticorpos que
reconhecem PrP® ou em camundongos que tiveram o exon codificador de PrP¢
removido (GRANER et al. 2000a).

O fato da proteina prion celular associar-se a laminina e mediar adesdo e
diferenciag@o neuronais leva a crer que a interagio PrPC-LN pode atuar ndo apenas
em processos fisiologicos, mas também patologicos. Assim, nosso grupo demonstrou
a importancia da interagio PrP-LN em processos de adesdo, migragdo e invasdo de
células tumorais in vitro e in vivo (MOUSSA 2001).

Nosso grupo caracterizou outro ligante de PrP¢ a co-chaperonina STI-1
(stress-inducible protein-1) encontrada principalmente no citoplasma com uma
pequena fragdo presente na membrana celular (MARTINS et al. 1997), e
recentemente demonstrou que o dominio de PrP® que liga STI-1 vai do aminoécido
113 ao 128, interagdo que gera transdugio de sinais neuroprotetores em neurdnios
retinianos (ZANATA et al. 2002; CHIARINI et al. 2002), indicando que esse
dominio é muito importante para a fungio de PrP®, assim como o dominio de ligagio
a LN. Sabemos ainda que a associagdo de PrP€ com STI-1 ndo exclui sua interagdo
com LN (dados ndo publicados), indicando que PrP® pode ser parte de um complexo
macromolecular formado entre proteinas extracelulares e de superficie celular que ¢
composto por pelo menos LN, PrP¢ e STI-1 (MARTINS et al. 2002) e que transduz
sinais tanto de diferencia¢do quanto de citoprotecdo. O grupo demonstrou que a
neuroprotecdo desencadeada pela interagdo PrP€ — STI-1 se deve a sinalizagio via
cAMP/PKA (CHIARINI et al. 2002), e pretende agora verificar se ha alteragao nessa

via em fun¢é@o de alteragdes nas moléculas de PrP©.



1.3 PRION E EPILEPSIA

Experimentos com camundongos Prap *° (nocautes para PrP®), mostraram
que esses animais tém desenvolvimento e comportamento aparentemente normais
(BUELER et al. 1992; ROESLER et al. 1999). Porém a auséncia de Prnp leva a
alteragdes eletrofisiologicas no hipocampo (in vitro) que resultam em aumento da
excitabilidade neuronal e poderiam promover atividade epileptiforme (COLLINGE
et al. 1994; COLLING et al. 1996; MALLUCCI et al. 2002). /n vivo estes animais
apresentam maior sensibilidade a convulsdes induzidas quimicamente por trés
agentes diferentes (WALZ et al. 1999), entre eles o acido cainico, previamente
demonstrado agir via degradacdo de LN (CHEN e STRICKLAND 1997). Desta
forma, imaginamos que a perda total (camundongos nocaute) ou parcial (em
humanos) da fungdo de PrP® poderia predispor a epileptogénese (WALZ et al. 2002).

A epilepsia ¢ um grupo de doengas multifatoriais caracterizadas pela crise
epiléptica que define o tipo de sindrome epiléptica. A epilepsia apresenta alta
prevaléncia (5 a 10 casos por mil habitantes) e afeta pessoas de todas as idades, ragas
e nives socio-econdomicos. 20% das epilepsias sdo intrataveis farmacologicamente, e
a epilepsia do lobo mesial temporal relacionada a esclerose hipocampal (MTLE-HS)
¢ a mais comum forma de epilepsia tratada cirurgicamente (ENGEL 1996), além de
ser responsavel pelo maior nimero de individuos submetidos a cirurgia no Centro de
Cirurgia de Epilepsia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP). Assim,
pacientes com MTLE-HS foram selecionados para investigar a possivel interagdo

PrP“-epilepsia.



Para isso, nosso grupo comparou sequéncias de Prnp de pacientes tratados
cirurgicamente para epilepsia de lobo mesial temporal relacionada a esclerose
hipocampal com seqiiéncias de Prnp de individuos sadios (WALZ et al. 2003)
(Anexo 1). Além de um polimorfismo silencioso no cédon 117 e delegdes do
dominio de repeticdes de oito aa (peptideo octarepeat) encontramos um
polimorfismo no cédon 171 onde uma asparagina ¢ trocada por uma serina (N—S)
previamente descrita como um polimorfismo raro (FINK et al. 1994) e ainda numa
forma familiar de esquizofrenia atipica (SAMAIA et al. 1997). O polimorfismo
NI171S esta presente em 23% dos pacientes epilépticos e em nenhum dos controles, e
encontra-se frequentemente associado ao polimorfismo MI129V, comumente

encontrado na popula¢do mundial (BERR et al. 1998).

PrP® estd envolvido com vérias fungdes fisioldgicas incluindo homeostase de
ions cobre e prote¢do contra stress oxidativo (revisado por VASSALLO e HERMS
2003), adesdo neuronal, extensdo e manutencdo de neuritos (GRANER 2000a e b) e
transdugdo de sinal (MOUILLET-RICHARD et al. 2000; ZANATA et al. 2002;
CHIARINI et al. 2002), e sabe-se que mutagdes hereditarias ou espontaneas no gene
de PrP“ (Prnp) podem levar a desordens neurolégicas (PRUSINER 1998b), portanto
o prejuizo nas fungdes de PrP® poderia estar causando o fendtipo observado
(epilepsia), embora ainda ndo se saiba qual a relevancia dos polimorfismos de Prnp
para a fungdo de PrP“.

Pode-se pensar que o polimorfismo N171S de Prnp, que encontra-se proximo
ao dominio de ligacdo a laminina (173-178) seja capaz de modificar a interagido de

PrP com seus ligantes em particular com a laminina.



1.4 POLIMORFISMOS DE Prup E PATOLOGIAS ASSOCIADAS

As doengas de prion ocorrem numa incidéncia de um por um milhdo de
individuos por ano no mundo para doenca esporadica, e os casos hereditarios
apresentam ainda menor incidéncia (MASTRIANNI e ROOS 2000). As doengas
prionicas sdo classificadas em esporadica (que possivelmente se originam em fungao
de uma muta¢do somatica ou a uma mudanga conformacional protéica espontanea),
hereditaria (causadas por mutagdes germinativas) ou infecciosa. As doengas
esporadicas normalmente iniciam-se apds os 60 anos, ja as hereditarias iniciam-se
precocemente e cursam por um maior periodo que as primeiras. Nenhuma exposi¢@o
ambiental foi associada a doengas de prion, com excessao dos recentes casos da nova
variante de CJD (doenga de Creutzfeldt-Jakob) que estdao associados ao consumo de
carne bovina contaminada por PrP*, isto é, com encefalopatia espongiforme bovina.

Aproximadamente 15% das doengas pridnicas sdo herdadas (heranca
autossomica dominante), e a mutagdo P102L em Prnp foi a primeira relacionada a
doengas prionicas, em 1989 (HSIAO et al. 1989). Desde entao mais de 20 mutagdes
pontuais, insergdes e delegdes foram identificadas, algumas claramente relacionadas
a doencgas de prion (como P102L, D178N e E200K), além de polimorfismos como
N1718, E219K e delegdo na regido de octarepeat (MASTRIANNI e ROOS 2000).

Um polimorfismo comum do cédon 129 de Prnp (codificando Metionina ou
Valina) parece ser um fator genético de susceptibilidade a doengas de prion, e a
homozigosidade tanto de M como de V ¢ fator de risco para desenvolvimento de
CJD esporadico. Além disso, o fendtipo da doenga de prion causada pela mutagdo

D178N pode ser tanto FFI (Insonia Familial Fatal) como CJD, dependendo se a



mutacdo estd em cis com metionina ou valina no codon 129 (MASTRIANNI e
ROOS 2000).

O EVA study — The Etude du Vieillissement Artériel — consiste de um estudo
longitudinal sobre o envelhecimento vascular e cognitivo realizado entre junho de
1991 e julho de 1993. A partir desse estudo populacional BERR et al. (1998)
selecionaram 1163 individuos nascidos entre 1922 e 1932 que foram submetidos a
avaliagdo do performance cognitivo medido pelo MMSE (Mini-Mental State
Examination) e agrupados segundo gendtipo do cédon 129 de Prap. A conclusdo de
que o risco de prejuizo cognitivo (definido por uma pontuagdo de MMSE menor que
24) ¢ significativamente aumentado em individuos gendtipo V/V para codon 129
chamou atengdo para a relagdo de polimorfismos de Prup e doengas
neurodegenerativas que ndo aquelas causadas por prion.

A Doenca de Alzheimer assim como as Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (doencas pridnicas) sdo caracterizadas pelo acimulo de proteinas de
estrutura anormal no cérebro levando a neurodegeneragdo. Na Doenga de Alzheimer
peptideos B-amildide formam agregados extracelulares enquanto nas Encefalopatias
Espongiformes a isoforma infecciosa de PrP acumula-se nos neurdnios e em
agregados amildides extracelulares. DERMAUT et al. (2003) recentemente
descreveram uma prevaléncia aumentada do genoétipo V/V do cédon 129 de Prnp em
pacientes com inicio precoce de doenga de Alzheimer. Em linha com essas
descobertas, CROES et al. (2003) relataram um declinio cognitivo precoce em
pacientes homozigotos V/V bem como um numero maior de pacientes com deméncia
dentre estes. Em casos de CJD esporadico esse mesmo genotipo € significativamente

mais freqiiente em pacientes que desenvolvem a doen¢a com menos de 50 anos
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(ALPEROVITCH et al. 1999). Esses resultados sugerem uma maior susceptibilidade
a neurodegeneragio em portadores do gendtipo Prupl129 V/V.

Essa linha de estudo tem se expandido e ja existem estudos relacionando o
polimorfismo M129V até mesmo com declinio cognitivo de pacientes com sindrome
de Down (DEL BO et al. 2003). Por sua vez, BERR et al. (2003) estudaram cérebros
provenientes de autopsias de rotina (casos de deméncia foram excluidos) e
descreveram que entre a populagdo normal os portadores de pelo menos um alelo
129V tém maior risco de apresentar lesdes associadas a depdsitos B-amildides
(marcador patoldgico de envelhecimento cerebral). Parece que a tendéncia atual ¢
relacionar os polimorfismos de Prnp a outras neuropatologias e ndo apenas as

doengas pridnicas.

1.5 TRAFEGO INTRACELULAR DE PrP¢

O trafego intracelular de PrP® ainda é pouco conhecido apesar das tentativas
de correlaciona-lo com seus mecanismos de infec¢dio (KANEKO et al. 1997).

Na tentativa de esclarecer estes pontos, nosso grupo construiu uma proteina
quimérica de PrP® fusionada 4 GFP. Foi estudada compartimentalizagdo por
microscopia de confocal e observada uma localizagdo em membrana celular e numa
regido perinuclear (LEE et al. 2001), constituida de complexo de Golgi e vesiculas de
reciclagem (MAGALHAES et al. 2002). Foi verificado ainda que mutantes de
delegdo da regidio amino-terminal da molécula de PrP® apresentam alteragio da

compartimentalizacdo (LEE et al. 2001).
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De forma semelhante, IVANOVA et al. (2001) utilizaram proteinas de fusio
com GFP e microscopia confocal para demonstrar que mutagdes patogénicas alteram
a localizagdo subcelular de PrP€, isto é, os mutantes sdo parcialmente retidos no
Reticulo Endoplasmatico devido ao prejuizo no transporte para a superficie celular.

Desta forma, o uso da ferramenta GFP-PrP® e de microscopia confocal pode
ser muito importante para o esclarecimento de alguns aspectos das fungdes
biolégicas da molécula de PrPC. E importante esclarecer de que forma alteragdes na
molécula de PrP® poderiam ocasionar uma modificag@o no seu trafego intracelular e
portanto alterar sua atividade bioldgica. Ainda nessa linha, este tipo de dado podera
definir a patogenia da doenga ou, futuramente, contribuir para o desenvolvimento de

novos farmacos.

1.6 GLICOSILACAO DE PrP¢

A glicosilagdo é uma caracteristica importante da maioria das proteinas de
superficie celular, incluindo PrP®, que tem dois sitios de N-glicosilagdo
variavelmente ocupados. Os fatores que regulam a ligagdo de N-glicanos aos sitios
potenciais incluem a estrutura das cadeias laterais de aminoacidos proximas a
seqiiéncia de glicosilagdo (Asn Xaa Ser/ Thr), e o processamento adicional dos
acucares € controlado, entre outras coisas, pela estrutura tri-dimensional local dos
sitios de glicosilagdo (RUDD et al. 2002).

Ambos os sitios de N-glicosilagio de PrP® (Asnl81 e Asnl97, em
humanos) s3o variavelmente ocupados por uma série de diferentes oligossacarideos,

levando a um complexo padrao de glicosilagdo que compreende as formas nao, mono

Fundag@o Antonio Prudente

Ana Maria Rodrigues Alves Kunina:
Coordenadora Phs-Graduacis



12

e di-glicosiladas (PAN et al. 2002; MONNET et al. 2003). Acredita-se que os
glicanos estabilizam a parte estruturada da proteina (residuos 127-227), o que ¢
consistente com simulagdes moleculares que comprovam o efeito da glicosilagido na
conformacio de PrP® em funciio de mutacdes de aminoacidos (WONG et al. 2000).

Atualmente pouco se sabe a respeito a fung@o dos oligossacarideos ligados
as glicoproteinas neuronais, contudo parece bastante provavel que a alteragdo da
glicosilagio de PrP“ tenha conseqiiéncias funcionais. Nessa linha, RUSSELAKIS-
CARNEIRO et al. (2002) propuseram que um actimulo de PrP concomitante a
alteragdes graduais de seu padrdo de glicosilagdo colaboram com a patogénese de um
modelo murino de scrapie.

O padrio de bandas em SDS-PAGE é um meio de visualizar as quantidades
relativas de PrP® di, mono e nao-glicosilado. Desta forma MONNET et al. (2003),
comparando algumas linhagens neuronais com relagdo ao padrdo de glicosilag@o das
mesmas, descobriram que células B104 (linhagem de neuroblastoma de rato), quando
proliferando em baixa confluéncia, expressavam principalmente as formas
monoglicosiladas de PrP®, enquanto que em alta densidade , com a formagdo de
contatos célula-célula, as células B104 expressavam preferencialmente as formas
diglicosiladas dessa proteina. Os autores ainda propuseram que, em células B104 em
diferentes densidades celulares, o estado de glicosilagao de PrP® poderia influenciar
a funcdo fisiologica desta proteina por modular a interagio da mesma com seus
ligantes, entre eles a laminina. Sendo um dos nossos objetivos a avaliagdo da
interacio de laminina com PrP“ (nas diferentes combinagdes dos codons
polimérficos 129 e 171), achamos importante verificar o padrdo de glicosilagdo

dessas moléculas de PrPC.
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E interessante notar que PETERSEN et al. (1996), avaliando o efeito da
mutacio D178N com M ou V no cédon 129 na sintese e metabolismo de PrP,
concluiram que ha uma diminuicao das glicoformas de PrP na superficie de células
transfectadas com PrP® 178N em comparacdo ao controle (178D), principalmente da
forma nao-glicosilada. Além disso, a diminui¢do desta glicoforma ¢
significativamente maior nas células expressando 129M/178N em relagdo aquelas
expressando 129V/178N. Frente a observagdo de que a forma nao-glicosilada do
alelo mutante com 129V ¢é mais estavel e portanto consegue atingir a superficie
celular mais facilmente, os autores sugerem que a presenga de M ou V no cédon 129
associada a mutagdo D178N resulta em diferengas nas razdes das glicoformas e na
conformagdo protéica o que poderia explicar os diferentes fendtipos causados pela
mesma mutagdo: 129M/178N causa FFI enquanto 129V/178N causa CJD.

Todos os aspectos relacionados aqui apontam para varias fungdes celulares
da molécula de PrP® e para variagdes nesta proteina que poderiam estar envolvidas
com perda de fungdo levando a alteragdes fisioldgicas que podem relacionar-se a
algum tipo de patologia.

Desta forma, este trabalho teve como objetivos clonar os alelos variantes de
PrP¢ com N ou S no cédon 171, sendo o tltimo altamente frequente em pacientes
com epilepsia do lobo mesial temporal e relacionado com uma pior resposta
cirurgica.

Além disso clonamos estes variantes em combinagio com aqueles da
posi¢cdo 129. As formas recombinantes destas proteinas humanas foram usadas para
avaliar sua capacidade de ligagdo a laminina, seu padrdao de glicosilagdo e sua

compartimentalizacao intracelular.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CLONAGEM DA FASE ABERTA DE LEITURA DE Prnp

HUMANO EM PLASMIDEO PARA CELULA EUCARIOTICA

2.1.1 Amplificacdo da sequéncia nucleotidica

Utilizando amostras de DNA de pacientes epilépticos previamente obtidas
por uma aluna do grupo a partir de leucocitos de sangue periférico, realizamos
Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR), com o objetivo de amplificar parte da fase
aberta de leitura do gene codificador da proteina prion celular humana (Prnp).

Inicialmente desenhamos primers, como sdo conhecidos os iniciadores
necessarios para a PCR, que hibridam dos nucleotideos 110 a 121 (primer FHPrPc,
NCBI GI:11079226) e 794 a 805 (primer RHPrPc) e que contém sitios de enzimas de
restricdo EcoRl e BamHI. Esses primers, bem como todos os outros por nos
utilizados, foram analisados pelo software primer premier (Biosoft International)

para assegurar que ndo havia formagao de loop, homodimeros ou heterodimeros.

Primers desenhados:

- forward (FHPrPc):5'CAT GAA TTC T AAG AAG CGC CCG3'.
EXTRA  EcoRI aa 23

- reverse (RHPrPc):5'ACT GGA TCC TCA CCC TAC TAT3".
EXTRA BamHI aa 253
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Desenhamos ainda um segundo par de primers (denominados
Jforward/reverse humano II) contendo 9 nucleotideos a mais para aumentar a
especificidade da reagdo, tendo em vista que o primeiro par de primers amplificava
sequéncias inespecificas. Esses primers hibridam dos nucleotideos 110 a 130
(FIIHPrPc) e 785 a 805 (RIIPrPc) e também contém sitios de enzimas de restri¢@o
EcoRI e BamHI, para que a sequéncia amplificada correspondente aos coédons 23 a
254 de Prnp tivesse extremidades coesivas com as do vetor.

- forward (FHIIPrPc):5'CAT GAA TTC T AAG AAG CGC CCG AAG CCT
GGA3'. EXTRA EcoR1 aa 23

- reverse (RHIIPrPc):5'ACT GGA TCC TCA ACC TAC TAT CAG AAA
GAT3' EXTRA BamHI aa 253

As condicdes da reacdo de PCR foram: hibridagiio de 60° C, Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity (seguindo portanto as concentragdes de primers,
MgSOQOy, dNTP e tampdo e também ciclagem sugeridas pelo fabricante, Invitrogen) e

200ng de DNA.

2.1.2 Purificacio do produto de PCR pelo método fenol/cloroformio

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, do
qual cortamos a banda de interesse em fungdo de seu tamanho. A banda cortada foi
centrifugada sobre 12 de vidro, e a sequéncia nucleotidica foi purificada pelo método
de fenol/cloroformio, ja bem estabelecido. Resumidamente, adicionamos ao produto
da PCR (de volume "V") 1/2V de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 e 1/2V de fenol
tamponado. Recuperamos a fase aquosa, agora livre de proteinas, e adicionamos

cloroféormio novamente, deixando a fase aquosa bem limpida. Entdo adicionamos
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acetato de sodio 1,5 M (1/10V) ao DNA e o precipitamos com etanol absoluto gelado

(3V). Depois de seco, o DNA foi ressuspenso em agua.

2.1.3 Digestio do produto de PCR

O DNA ressuspenso em agua foi digerido com as enzimas de restricdo Eco
R1 e Bam H1 (1 U/ug de DNA, e tampido apropriado) a 37° C por 16 h. Os
fragmentos digeridos foram novamente purificados pelo método de
fenol/cloroférmio (item 1.2) para serem clonados no plasmideo pEGFP-CI

(Clontech; Figura 3 Resultados e Discussio).

2.1.4 Clonagem em plasmideo para célula eucariotica

As sequéncias nucleotidicas codificadoras dos cédons 23-254 de PrP©
humano flanqueadas pelos sitios de restricdo enzimatica foram clonadas no Sitio
Multiplo de Clonagem (MCS) do vetor pEGFP-C1, entre os sitios das endonucleases
EcoRI1 e BamHI. Para isso utilizamos protocolo que ja vem sendo utilizado pelo
grupo: 100 ng de vetor (previamente digerido com EcoRI e BamHI para criar
extremidades coesivas com as do inserto) e 100ng de inserto (razdo inserto:vetor
aproximadamente 5:1) foram incubados por 16h a 4°C na presenca de enzima ligase
T4 (8U/100 ng de vetor, Biolabs) e seu respectivo tampdo. Ainda fizemos outra
rea¢do de ligagdo sem inserto (controle negativo), com o objetivo de verificar se
estava ocorrendo religagdo do plasmideo.

O produto de ligagdo PrP“-pEGFP-C]1 foi usado para transformar bactérias £

coli da cepa DHS5a.
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2.1.5 Transformacgio de bactérias quimiocompetentes

Bactérias competentes da cepa DHSa de E coli obtidas pelo método de
cloreto de calcio (SAMBROOK et al. 1989a) foram pré-incubadas com parte do
produto de ligagdo do item 1.4, por meia hora, em gelo. Entdo demos o choque
térmico: apos 2min. a 42°C a bactéria é rapidamente levada a 0°C, quando ocorre a
captura do plasmideo. A bactéria entdo recebe meio LB (Luria-Bertani broth: 1% de
triptona; 0,5% de estrato de levedura; 1% de NaCl; pH 7,5) e ¢ incubada a 37 °C por
uma hora para recuperar a parede celular. Em seguida ¢ sedimentada através de
centrifugacdo, ressuspensa em 200ul de meio LB e semeada em placas de LB-agar
(1,5% de agar), contendo kanamicina (50pug/ml), que seleciona as bactérias

resistentes (isto €, que receberam o plasmideo)

2.1.6 Purificacdo de plasmideo e seqiienciamento dos clones obtidos

Selecionamos alguns clones bacterianos (em geral 10 clones foram
selecionados por transformagdo) para serem expandidos em meio LB a 37°C/16h sob
agitagdo. Os plamidios foram entdo purificados através do kit “Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System” (Promega), e seqiienciados.

Para as reagdes de seqiiéncia foram utilizados primers FIHPrPc e RIHPrPc
(que foram desenhados para clonagem em vetor pRSET, conforme veremos mais
adiante) e kit Dynamic'™ ET terminator cycle sequencing (Amersham Pharmacia),
segundo instrugdes do fabricante, e o processamento das mesmas foi realizado no
sequenciador automatico ABI Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer).

Baseando-nos no sequenciamento escolhemos clones que continham os

polimorfismos de interesse e estes foram novamente expandidos em meio LB para
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purificagdo plasmidial em larga escala, através do “Plasmid maxi kit” (Qiagen). Os

plasmideos assim purificados foram utilizados para transfecc¢do de células eucariotas.

2.2. CLONAGEM DA FASE ABERTA DE LEITURA DE Prnp

HUMANO EM PLASMIDEO PCR 2.1

2.2.1 Amplifica¢ido da sequéncia nucleotidica

Numa segunda abordagem realizamos PCRs utilizando um par de primers
que ja vinha sendo utilizado por outra aluna do grupo. Esses primers hibridam do
nucleotideo 62 ao 79 (F1, forward) e 842 ao 859 (R2, reverse) do cDNA de Prp©
(Pub Med, GI: 11079225). Os reagentes do kit Platinum® Tag DNA Polymerase
High Fidelity foram utilizados nas concentragdes sugeridas pelo fabricante bem
como a ciclagem, sendo 63°C a temperatura de hibridagao dos primers.

Os fragmentos obtidos foram purificados pelo método fenol/cloroférmio
conforme descrito no item 1.2 e clonados no plasmideo pCR 2.1 do TA Cloning® kit
(Invitrogen) seguindo protocolo do fabricante. O produto de ligagdo PrPC-pCR foi

utilizado para transformar bactéria E coli competente da cepa de DH5a

2.2.2 Transformacio de bactérias quimiocompetentes

Bactérias competentes foram transformadas conforme item 2.1.5 e entdo
semeadas em placas de LB-agar (1,5% de agar), contendo ampicilina para selecionar
células que receberam plasmideo; e IPTG e X-Gal, que possibilitam screening

blue/white: bactérias que receberam o plasmideo com inserto formam coldnias
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brancas e aquelas que receberam plasmideo sem inserto processam a galactose e
ficam azuis.

Apds 24 horas alguns clones brancos e isolados foram selecionados da placa
(em geral selecionamos 10 clones por transformagido) para que suas sequéncias de
Prnp fossem amplificadas por PCR e triadas em fun¢@o da presenca/auséncia dos

polimorfismos de interesse.

2.2.3 Digestdo por enzima de restricio e eletroforese em géis de poliacrilamida

Para a digestdo por enzimas de restricdo foram feitas amplifica¢gdes (PCR) de
parte da fase aberta de leitura do gene de PrP®, tanto de DNA gendmico como do
inserto de Prnp clonado em pCR 2.1, em um volume de 20ul por reagdo, com
diferentes primers. O produto de PCR obtido foi purificado através de precipitagio
com 400ul de 2-propanol seguida de lavagem com 400ul de 70% etanol e
ressuspensdo do DNA e 4gua (concentragdo aproximada de 20ng/upl). A
endonuclease Bbvl (New England Biolabs) foi usada para analise do codon 171
(FINK et al. 1994). A enzima Bbvl foi incubada com substrato (1 U de enzima/ pg de
DNA) e tamp@o indicado pelo fabricante a 37°C por16 horas e inativada (20 minutos
a 65°C) para término da reagéo.

O produto das digestdes foi separado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% (solug@o de acrilamida: bisacrilamida 29:1, persulfato de amoénio e
TEMED) a 100V por aproximadamente 60 min. O gel foi entdo incubado em solugdo
fixadora (acido acético glacial 0,5%, etanol absoluto 10%) sob agita¢do. Apos 10min
adicionou-se nitrato de prata a essa solug@o e incubou-se por mais 5 min. Entdo o gel

foi lavado rapidamente com agua e revelado com solugdo reveladora (hidroxido de



20

sodio 30% e formaldeido 0,5%) sob agita¢do por 10-15 min. Apds nova incubagdo

com solug¢ao fixadora o gel foi seco entre folhas de papel celofane.

2.3 TRANSFECCAO DE CELULA EUCARIOTA

As células da linhagem HEK 293 (human embryonal kidney) -ATCC
Number: CRL 1573- foram transfectadas utilizando protocolo de transfec¢do por
fosfato de calcio (SAMBROOK et al. 1989b).

Células HEK 293 foram mantidas em meio MEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB). 10° células foram passadas para placas de cultura de 100mm de
diametro e transfectadas apds 24 horas.

O precipitado que propicia a transfecg¢@o foi obtido colocando-se num tubo
conico de 15ml 750uL de H,O, 12ug do DNA de interesse, 250uL de CaCl, IM e
ImL de soluggdo BBS (50mM de BES (N,N-bis[2-hidroxietil]-ac.2-
aminoetanosulfonico), 280mM NaCl e 1,5mM NaHPO42H,0, pH6,95)
delicadamente. Apos formagao do precipitado adicionou-se MEM 10% SFB ao tubo,
e tranferiu-se essa solug@o para a placa ja sem meio de cultura.

As células foram incubadas com o precipitado por 5 horas a 37°C e 3% de
CO;. O meio contendo o precipitado foi entdo aspirado, as células foram lavadas com
PBS (137mM NaCl, 2.6mM KCL, 10mM Na,HPO,4 e 1.8mM KH;PQOy4) e receberam
mais meio ficando a 37°C e 5% de CO; por 48 horas, apds as quais observou-se a

distribuicio de *PrP¢ "PV'"IN.GFP e PrP¢ "¥Y'"'S_GFP por microscopia de confocal

? Alelo selvagem: Prp© '2M17IN
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e também de fluorescéncia, utilizando-se microscopio Olympus IX70 sob flitro UV

(SWB).

24 SUBCLONAGEM DA FASE ABERTA DE LEITURA DE Prnp
HUMANO EM PLASMIDEO PARA EXPRESSAO EM CELULA

PROCARIOTICA

2.4.1 Amplifica¢do da sequéncia nucleotidica e clonagem

Amplificamos a sequéncia nucleotidica que corresponde aos aminodcidos 23
a 230 de PrP® por PCR, com kit Platinum® 7ag DNA Polymerase High Fidelity
(conforme visto no item 1.1), e como DNA molde utilizamos plamideos pEGFP-C1
(0,5uL de produto de Wizard® Plus Minipreps) nos quais estdo clonados sequéncias

e PrPClZ‘)VH?]S

nucleotidicas correspoondentes a prpC129MITIN , obtidos conforme

descrito no item 1. A PCR foi realizada com temperatura de hibridagio de 50°C.

- forward (FIHPrPc):5'CAT GGA TCC AAG AAG CGC CCG3'.

EXTRA BamHI aa 23

- reverse (RIHPrPc):5'ACT GAA TTC CGA TCC TCT CTG3'.
EXTRA  EcoRl  aa230
Os primers utilizados hibridam dos nucleotideos 110 a 121 (FIHPrPc) e 722 a
733 (RIHPrPc) do cDNA (NCBI GI 11079225) de Prup. A sequéncia correspondente
aos codons 231 a 254 é removida para adi¢cdo da ancora de GPI e nado precisa ser
clonada no vetor de expressdo para célula procariotica.
Esses primers contém ainda sitios de enzimas de restricdo BamHI (primer

forward) e EcoRl (primer reverse), assim, como produto de PCR, obtemos a
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sequéncia nucletidica correspondente aos cédons 23 a 230 de PrP¢ flanqueados pelos
sitios de enzimas de restri¢do BamHI (extremidade 5°) e EcoRI (extremidade 37),
ficando as extremidades do inserto coesivas com as do vetor pRSET-A (Invitrogen).
Conforme itens 2.1.2 a 2.1.4, o fragmento de DNA contendo os nucleotideos
que codificam para os aminoacidos 23-230 da proteina PrP® humana foi clonado
entre os sitios de restrigdo Bam HI e Eco RI do plasmideo pRSET-A (Invitrogen) que
foi gentilmente cedido por Dr. Zahn (ZAHN et al. 1997), e previamente digerido
com enzimas Bam HI e Eco Rl para criar extremidades coesivas com as do inserto. A

ligagdo ocorre a 4°C por 16h na presenga da enzima ligase Ty € respectivo tampdo.

2.4.2 Transformacio de bactérias quimiocompetentes e purificacio de
plasmideo

Transformamos cepa de £ coli DH5a (conforme item 2.1.5) com os produtos
de ligagdo PrPC-pRSET, selecionamos clones resistentes (dois ou trés) em placas de
meio LB contendo ampicilicina (100pg/mL), e estes foram expandidos em meio LB
para obten¢do de plasmideo utilizando kit “Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System” (Promega). Apds sequenciamento (item 2.1.6) dos clones
selecionados, escolhemos um deles para transformar cepa BL-21 de E coli, que
apresenta boa expressdo de PrP€. Entdo seguimos protocolo de purificacdo de

proteina prion celular.
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2.5 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE Hise-PrP¢ EM BACTERIA

(Conforme Zahn et al. 1997)

Cultura de E coli cepa BL-21 (DE3-Stratagene) transformada recentemente
com plasmideo para expressdo da proteina PrP¢ (Hise-PrP®) foi crescida em 1litro de
meio LB (Luria-Bertani) contendo 100pg/ml de ampicilina, a 37°C. Quando atingida
a Absgo=0.7, a expressdo da proteina recombinante foi induzida com 1,5mM de
IPTG (B-D tiogalactopiranosideo de isopropila), por 13 horas a 30°C. As bactérias
foram entdo sedimentas por centrifugac¢do, a 4000xg por 10 minutos a 4°C. O
precipitado foi ressuspenso em tampao G (6M cloreto de guanidina, 10mM de Tris,
100mM Na,;HPO4, 10mM de glutationa reduzida, pH 8,0) e lisado sobre alta pressao
(16.000 psi), com auxilio da prensa French Press (ThermoSpectronic).

O lisado foi centrifugado e o sobrenadante incubado por 16h a 4°C com 10ml
de resina de agarose acido niquel-nitrilotriacetico (NTA-Qiagen), previamente
equilibrada com tampdo G. Apds algumas lavagens da resina com 250ml de tampao
G montou-se uma coluna com a mesma, a qual aplicou-se um gradiente (com auxilio
de uma bomba peristaltica) de 80ml de tampao B (10mM Tris, 100mM Na,HPO,, pH
8,0) ao tampdo G. Proteinas ligadas a resina inespecificamente foram removidas
através de lavagem com 200ml de tampao B contendo 50mM de imidazol. A eluigdo
da proteina recombinante Hisg-PrP° foi realizada com a passagem de 50ml de tampao
E (10mM Tris, 100mM Na,HPOy4, S00mM de imidazol, pH 5.8). Varias fragdes (de
Iml) foram coletadas e aquelas contendo Hiss-PrP¢ (fragdes foram dosadas através
do método de Bradford, utilizando leitor de microplaca Benchmark BioRad) foram

combinadas e entdo dialisadas contra agua por 16h a 4°C. Apos dialise a proteina foi



24

dosada, sendo que o rendimento médio foi de S5Smg por litro de cultura de bactéria,

aliquotada e acondicionada a -20°C.

2.6 WESTERN BLOT E IMMUNOBLOT

Dez pg das proteinas recombinantes (Hisg-PrP¢ 'PMI7IN ¢ Higg-Prp© 12V/1718)

foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com SDS
(dodecilsulfato de sddio), transferidas e imobilizadas em membranas de nitrocelulose
(0,45 pwm, Schleicher & Schuell, Alemanha) durante 1 hora sob corrente constante no
sistema Nova blot (Pharmacia) em tampao de transferéncia (39mM de glicina, 48mM
de Tris, 0,037% de SDS e 20% de metanol). Para verificar a eficiéncia da
transferéncia corou-se a membrana com corante Ponceau (Sigma).

A membrana foi entdo bloqueada (durante 2 horas) com TBST (120mM de
NaCl, 20mM de Tris e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado
liofilizado (Molico, Nestle) e incubada com anticorpo anti His-PrP® de camundongo
policlonal (1:1000) produzido em camundongo nocaute para Pranp (GRANER et al.
2000a). Como controle negativo foi utilizado soro pré-imune de camundongo na
mesma dilui¢do.

Depois de lavada abundantemente com TBST, a membrana foi incubada com
o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase, diluido
1:5000 em TBST, por 1 hora. Ap6s lavagem com TBST a membrana foi tratada com
solugdo reveladora do kit ECL Western blotting analysis system (Amersham) e

filmes radiograficos (Kodak) foram expostos as membranas.
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2.7 ENSAIOS DE LIGACAO

2.7.1 Marcacio de y1-BSA com '*°I

Peptideo y1-BSA (peptideo RNIAEIIKDI da cadeia y1 de laminina conjugado
a BSA, sintetizado pela Neosystem) foi marcado com 500uCi de Na'*’I (Amersham
Pharmacia) utilizando-se "lodo beads" (Pierce), durante 15 minutos, a temperatura
ambiente e sob agitagdo. A reagdo foi interrompida removendo-se os "beads" da
solugdo. O peptideo marcado foi separado do Na'*I usando uma coluna de gel
filtragao (Sephadex G-25-Amersham Pharmacia). As fragdes contendo 1251v1-BSA
foram entdo combinadas, uma aliquota de 2ul foi contada (contador gama 1275
Minigamma LKB Wallac) e os calculos de concentragao e atividade especifica foram

feitos.

2.7.2 Curva de liga¢iio entre peptideo Y1-BSA marcado e Hisg-PrP¢

Hisg-PrPC "PPM17IN o Higo-PrPC V1718 foram adsorvidas em micropogos de
poliestireno (quatro microgramas por pogo) por 16 horas a temperatura ambiente. Os
pogos foram lavados com TBS e bloqueados com solugdo 1% de albumina sérica
bovina (BSA) por 2 horas a temperatura ambiente, para evitar ligagdes inespecificas.
Apds serem novamente lavados com TBS os pogos foram incubados com '251-}'1-
BSA (concentragdes crescentes) em TBS (20mM Tris-Cl, pH 7.5; 150mM NaCl) a
4°C por 16 horas

Apoés abundante lavagem a radiagdo dos pogos foi medida utilizando-se

contador gama (1275 Minigamma LKB Wallac). A partir do céalculo da atividade
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especifica de '*’I-y1-BSA pudemos obter a massa de peptideo marcado que se ligou a
prpC 129M/I7IN  p.pC 129V/171S.

Ainda construimos uma curva de ligacdo inespecifica, adicionando-se aos
pogos adsorvidos com Hisg-PrP€ "PMI7IN o4 Hisg-PrPC V1718 além do peptideo
marcado, uma quantidade 5 vezes maior de peptideo ndo marcado em relagdo ao
marcado. Subtraindo-se os valores inespecificos dos valores totais correspondentes
obteve-se uma curva denominada especifica. Como controle utilizamos His-PrP¢ de
camundongo, tratado conforme as proteinas recombinantes humanas.

A curva especifica € entdo linearizada pelo método de SCATCHARD (1949),
o que permite a determinag¢do do Kd (constante de dissocia¢do no equilibrio) da

interacio y1-BSA/ His-PrPC.

2.8 DETERMINACAO DO PADRAO DE GLICOSILACAO

Culturas celulares de HEK293 transfectadas com pEGFP-PrP¢ '®V/I7IN ¢
pEGFP-PrPC 1VATIS - conforme item 2.3, foram visualizadas em microscopio
Olympus IX70, filtro SWB, para verificar eficiéncia de transfec¢do, que se mostrou
alta. As células tranfectadas foram lavadas 2x com tampdo de lavagem gelado
(20mM tris HCL pH 7,5; NaCl 8,8 mg/mL) e delas obtivemos extratos celulares
utilizando tampao de lise gelado (10mM tris HCL pH 7,5; EDTA 2mM, SDS 1% e
inibidores de protease na concentragdo indicada pelo fabricante) e ciclos de
congelamento (em gelo seco) e descongelamento (em gelo). Os sobrenadantes de
cada transfec¢do obtidos apds centrifugagdo (20000xg, por 20 min a 4°C) foram

submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (foram aplicadas quantidades
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correspondentes a 50ug de proteina de cada extrato) e Immunoblot conforme item

2.6.
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3 RESULTADOS

Nosso trabalho teve inicio em fun¢do de dados obtidos pelo grupo que
sugeriam uma alta prevaléncia de variantes alélicas provenientes de alteragdes em
trés cdédons (110, 117 e 171) em pacientes com esclerose hipocampal, em
comparagdo aos controles. Com o intuito de verificar se essas altera¢des implicariam
em prejuizo da fungdo fisiolégica de PrP®, principalmente interagdo da proteina com
seus ligantes, e também na distribui¢do celular de PrP, decidimos produzir proteinas
recombinantes com essas alteragdes. Para isso amplificamos e clonamos a fase aberta
de leitura de Prnp humano, apresentando essas variagdes na sequéncia de

aminoacidos, em vetores apropriados.

31 AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA
CODIFICADORA DE PrP HUMANO ATRAVES DE REACOES EM

CADEIA DA POLIMERASE

Para amplificar a sequéncia nucleotidica que codifica a proteina PrP® humana
desenhamos primers, como sdo conhecidos os iniciadores necessarios para as
Reagdes em Cadeia da Polimerase, que flanqueiam a fase aberta de leitura de Prap.
Com base no cDNA (NCBI GI 11079225) deste gene foram sintetizados primers que
hibridam dos nucleotideos 110 a 121 (primer FHPrPc) e 794 a 805 (primer RHPrPc),

conforme Figura 1 (caixas azuis).
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tgagggaggc ggtatccacc
Figura 1 - Nucleotideos 1 a 900 do cDNA dePrP“ humano (NCBI GI 11079225)
mostrando a fase aberta de leitura, em negrito, e locais de hibrida¢do dos primers
FHPrPc e RHPrPc (caixas azuis), FIIHPrPc e RIIHPrPc (caixas rosas), FIHPrPc e
RIHPrPc (caixas verdes) ¢ F1 e R2 (caixas vermelhas).

Esses primers contém ainda sitios de enzimas de restricdo EcoRI (“primer
Forward™) e BamHI (“primer Reverse”), necessarios para clonagem da sequéncia
amplificada no vetor para célula eucaridtica. Utilizando esses primers obteriamos
como produto de PCR a sequéncia nucletidica correspondente aos codons 23 a 254
de PrP", flanqueados pelos sitios de enzimas de restri¢io EcoRI (extremidade 5°) e
BamHI (extremidade 3°).

Optamos por realizar a PCR utilizando Platinum® Tag DNA Polymerase High

Fidelity (Invitrogen) que € composta por Tag DNA Polymerase recombinante,

polimerase termoestavel de Pyrococcus e “Platinum® Taq antibody”. Essa mistura
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assegura uma fidelidade maior da reacdo, pois a polimerase de Pyrococcus tem
atividade de exonuclease (3'—5"), sendo capaz de corrigir um possivel erro durante a
adi¢do de um nucleotideo. Além disso, o “Platinum® Taq antibody” € um reagente
(anticorpo) que liga-se a polimerase, bloqueando sua agdo a temperatura ambiente. A
atividade da enzima s6 € recuperada apds o passo de denaturagdo do DNA na
ciclagem de PCR (94°C). Essa caracteristica faz com que a inespecificidade da
reacgao seja reduzida.

Ainda assim, nas reacgdes iniciais obtivemos além da banda especifica de
aproximadamente 700 pares de bases (pb) vérias bandas inespecificas conforme
mostra canaleta 1 do gel de agarose representado na Figura 2. Ao aumentar a
temperatura de hibridagdo com o intuito de diminuir a inespecificidade da reagdo,
verificamos que nao havia amplificagdio da banda de interesse (canaleta 6).
Utilizando o mix de reagentes “PCR SuperMix High Fidelity” (Invitrogen) ndo
obtivemos amplificagdo quer a 48° (canaleta 2) quer a 50° (canaleta 7). Fizemos ainda
uma PCR utilizando como DNA molde um produto de PCR diluido (1:1000) que
apresentava bandas inespecificas, e o resultado também se mostrou insatisfatério

(canaleta 3, hibridacdo a 48° e canaleta 8 a 50°).
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Figura 2 - Gel de agarose mostrando produtos de PCRs obtidos a temperatura de
hibridagdo de 48°C (1,2, 3 e 4) e 50 °C (6, 7 e 8) com taq platinum (1, 4 e 6) ou com
“SuperMix High Fidelity” (2,3, 7 e 8). Os produtos representados em 3 e 8 sdo
referentes a PCR efetuada a partir de um produto de PCR diluido (1:1000) também
efetuada com “SuperMix High Fidelity” como DNA molde. Controle negativo
(auséncia de DNA molde) e marcador 100pb estdo respectivamente nas canaletas 4 e
5

Resolvemos entdo desenhar um novo par de primers (denominados FITHPrPc
e RIIHPrPc e indicado por caixas rosas na Figura 1; cada um contendo 9
nucleotideos a mais que os iniciadores desenhados anteriormente, para aumentar a
especificidade da reagdo).

Entdo foram realizadas diferentes PCRs variando-se temperatura de
hibridagdo dos primers, enzima/kit (PCR SuperMix High Fidelity, Platinum® Tag
DNA Polymerase High Fidelity) ¢ massa de DNA molde. As condigdes que
proporcionaram uma reagdo bastante especifica foram hibridagdo de 60° C, enzima
Platinum® 7ag, e 200 ng de DNA.

O produto da PCR foi separado eletroforeticamente em gel de agarose 1%,

para que pudessemos cortar do gel (Figura 3) apenas a banda especifica de

aproximadamente 700 pb.
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Figura 3 - Gel de agarose 1% mostrando produto de PCR obtido a partir de DNA
genomico (heterozigoto para os polimorfismos nos codons 129 e 171) e primers
FIIHPrPc e RIIHPrPc (canaletas superiores) e controle negativo da reagdo, auséncia
de DNA molde (canaleta inferior a esquerda). Canaleta superior a esquerda mostra
marcador 100 pb.

3.2 CLONAGEM DA SEQUENCIA AMPLIFICADA DE PrP¢ EM
VETOR PARA EXPRESSAO EM CELULA EUCARIOTICA (pEGFP-

C1)

Das bandas especificas cortadas do gel representado na Figura 3, obtivemos o
fragmento de DNA desejado (inserto) através de purificagdo pelo método de
fenol/cloroférmio. Este inserto foi entdo digerido com as enzimas de restri¢do Eco
R1 e Bam HI, para tornar suas extremidades coesivas com as do plasmideo pEGFP-
Cl. Apos digestdo os insertos foram novamente purificados pelo método de fenol/
cloroférmio e entdo clonados no plasmideo pEGFP-C1 (Clontech, Figura 4), digerido

com as mesmas enzimas.
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Figura 4 - Mapa do plasmideo pEGFP-C1 (Clontech) utilizado na clonagem de PrP®
entre sitios de restri¢do Eco RI e Bam HI presentes no sitio multiplo de clonagem
(MCS).

Nosso objetivo inicial era clonar o alelo selvagem do gene da proteina prion
celular humana e os alelos com as altera¢des nos codons 110, 117 e 171 encontradas
a principio nos pacientes com Esclerose Hipocampal. Para isso, escolhemos
inicialmente duas amostras de DNA de pacientes que supostamente continham as

alteragdes dos codons 110 ¢ 117, e apos amplificar, purificar, digerir e clonar o

inserto em pEGFP-C1, partimos para o sequenciamento dos clones obtidos.



'Il f M A I I ih: il R
TR i\ a N l“*'!n\ J ags £ :&l;-)t
peil !‘;\\' I';.‘. ‘i'-lt 'lj | 1 ’In!|_ | P "-j,l"ﬂ" \ | al A |
\-'t\ )D,;&. ~AN A Y 2 !{’\L:_\' : [-‘L':k_ !l'l ﬁ'}i ié 'n;’ LI }f. '[{ \lfu \J
5¢ 5d
Figura 5 - Sequenciamento de fragmento de fase aberta de leitura de PrP® clonada
em pEGFP-C1 mostrando gendtipos selvagens dos codons 110 (a) e 117 (b),
sublinhados, e sequenciamento de fragmento da fase aberta de leitura de PrP® obtida
a partir de amplificacdo direta do DNA mostrando dois picos (indicados por flechas)
nos codons 110 (c¢) e 117 (d) sugerindo a presenca de polimorfismos em heterozigose
nessas posi¢des, sublinhadas.

Verificamos diferengas entre o sequenciamento resultante de nossa clonagem
(Figuras 5a e b) e o sequenciamento direto do DNA do paciente, realizado por outro
membro do grupo (Figura 5c e d), com relagdo aos cddons 110 e 117.

Realizamos outras clonagens desses e de outros DNAs sem contudo encontrar
as alteracdes de interesse. Buscamos entdo na literatura mais artigos que trouxessem
informagdes sobre sequenciamento de Prnp. Em um de seus artigos WINDL et al.
(1999) utilizaram trés metodologias para detectar alteragdes na sequéncia de Prnp:
digestdo com endonucleases de restri¢ao, sequenciamento direto do produto de PCR

e sequenciamento apés clonagem de parte do produto de PCR. A combinagdo das

metodologias assegura a identificacdo de uma alteracdo que poderia ter sido mal
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interpretada, por exemplo em fungdo da dificuldade em sequenciar regides ricas em
citosinas e guaninas (CG). De fato a incorporag@o de cromoforos nessas regides € um
pouco dificultada, o que pode acarretar em erros de interpretagdo do sequenciamento
(FINN et al. 2002). Levando-se em conta que os codons 110 e 117 encontram-se
numa regidao rica em C e G, passamos a questionar a presen¢a dessas variantes
alélicas em nossos pacientes ¢ decidimos selecionar outro método de identificacdo de
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em Prup. Optamos por utilizar o método
de digestdo com endonucleases que baseia-se na criagdo ou extingdo de um sitio
enzimatico em fun¢éio da troca de nucleotideo de interesse e também DHPLC
(denaturing high-performance liquid chromatography), tarefas realizadas por outro
membro do grupo.

O ressequenciamento do DNA de todos os pacientes epilépicos bem como a
metodologia de DHPLC e o uso de endonucleases mostraram que alguns de nossos
pacientes apresentavam um polimorfismo silencioso do cédon 117 (GCA—-GCG)
mas nenhum deles apresentava a variante alélica A117V (GCA—GTA) que era
inicialmente nosso objeto de estudo. Ja no cddon 110 ndo havia alteracdo alguma.
Por outro lado a alteragdo N171S confirmou-se presente em 23% de nossos pacientes
(em heterozigose) e em nenhum dos controles (WALZ et al. 2003) (Anexo 1). Tendo
em vista que o alelo 17IN—>S nao é responsavel por um fendtipo e também ¢
encontrado em individuos normais, optamos por nos referir a essa alteragdo como
polimorfismo. Além disso, FINK et al. (1994) ja haviam considerado essa alterag@o
como um polimorfismo raro. Recentemente esse polimorfismo também foi
encontrado em maior frequéncia em tribos africanas e seus descendentes (MEAD et

al. 2003).
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Um outro polimorfismo (M129V) foi encontrado na mesma frequéncia nos
casos e controles. Essa posicdo encontra-se dentro de uma regido de grande
importancia estrutural da molécula de PrP® (RIEK et al. 1998) e poderia ter um papel
importante na sua fung@o fisiologica. O polimorfismo no cddon 171 pode estar ou
nao associado aquele no codon 129 portanto nosso objetivo passou a ser a obtengdo
da proteina prion celular selvagem (PrP® '™!"'™) proteina com o polimorfismo no
aminoacido 129 (PrP® "Y'y "¢om o polimorfismo no 171 (PrP¢ "?M1715) ¢ com

Vit7
PC 129V/1718

as duas alteragdes (Pr ) em fusdo com GFP (green flurescent protein) e

também as proteinas recombinantes correspondentes.

3.3 SEQUENCIAMENTO DA FASE ABERTA DE LEITURA DE

Prup E SELECAO DO ALELO DE INTERESSE

As sequéncias nucleotidicas correspondentes aos codons 23-254 (254 ¢ stop
codon, NCBI GI:11079226) de PrP® humano, obtidas por Reagdes em Cadeia da
Polimerase como visto anteriormente e flanqueadas pelos sitios de restri¢do
enzimatica, foram clonados no Sitio de Clonagem Multiplo (MCS) do vetor pEGFP-
C1 (Clontech Laboratories) entre os sitios de enzimas de restri¢do EcoRI e BamHI.

O plasmideo pEGFP-CI codifica uma variante da proteina fluorescente verde
(GFP). A 5' do gene EGFP ha um sitio de inicio da tradug¢do chamado "Kozak
consensus" que aumenta eficiéncia de traducdo em células eucaridticas. O Sitio de
Clonagem Muiltiplo (MCS) em pEGFP-C1 esté entre as sequéncias codificadoras de
EGFP e do sitio de poliadenilagdo de SV40. Genes clonados no MCS serdo

expressos fundidos ao C-terminal da EGFP (Figura 6) se estiverem na mesma fase de



leitura de EGFP e ndo houver cddons de parada da tradugdo. Os sinais de
poliadenilacdo de SV40 a 3° do gene EGFP direcionam o direto processamento da
extremidade 3 do mRNA. O cassete de resisténcia a neomicina que consiste de um
promotor precoce de SV40, do gene que confere resisténcia a neomicina/kanamicina
¢ de sinais de poliadenilagdo do gene de Timidina Kinase do virus Herpes simplex
permite que células eucaridticas transfectadas permanentemente sejam selecionadas
com uso de G418 (pEGFP-C1 Vector Information, www.clontech.com).

Além de possuir essas caracteristicas, o plasmideo pEGFP-C1 (Figura 4) por
nos utilizado foi modificado por uma aluna do grupo que inseriu, imediatamente a 5°
do gene EGFP, a sequéncia codificadora do peptideo sinal de PrP“ de camundongo,
que ¢ clivada ao enderegar a proteina para a superficie celular (LEE et al. 2001). Essa
ferramenta ¢ bastante 1til pois permite que a proteina fluorescente verde continue
fusionada a PrP® ap6s clivagem do peptideo sinal. Por isso é que, conforme visto
anteriormente, a sequéncia amplificada a partir da fase aberta de leitura de Prup ¢
que foi clonada em pEGFP-C1 n3o compreendia os nucleotideos correspondentes aos

codons 1 a 22, que codificam o peptideo sinal.

EGFP GPI

L 173 178 oy
F !

Pep. sinal Lig. a Laminina

Figura 6 - Aminoéacidos 23 a 253 de PrP® em fusdo com a proteina flurescente
verde. Este produto é obtido através da clonagem da sequéncia nucleotidica de Prp©
no vetor pPEGFP-C1. Sequéncia codificadora de peptideo sinal de camundongo foi
previamente clonado a 5° do gene de EGFP, pois é clivado quando do enderecamento
da proteina quimérica para a superficie celular.
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A Figura 7 corresponde ao sequenciamento de parte da fase aberta de leitura
de Prnp amplificada a partir de DNA purificado de um de nossos pacientes, a
sequéncia confere com o cDNA de Prup (NCBI GI 11079225). E possivel observar
dois picos na posi¢do da primeira base do cédon 129 (indicado pela flecha azul)
correspondente aos nucleotideos A e G. Sendo ATG o gendtipo mais frequente na
populagdo e codificador do aminoacido metionina, convencionou-se chamar o
genotipo GTG (codificador do aminoacido valina) de polimorfico. Também é
possivel notar dois picos na posicdo da segunda base do cédon 171 (indicado pela
flecha rosa) que correspondem aos nucleotideos A e G, sendo o genétipo AAC o de
maior prevaléncia na populagdo e o gendtipo AGC (presente em 23% de nossos
pacientes) responsavel pela troca de asparagina para serina nesta posi¢do. Através
desse sequenciamento, realizado por outro membro do grupo, pudemos classificar o
paciente como heterozigoto tanto para 171 como para 129.

O produto amplificado a partir desse DNA (representado na Figura 7) foi
clonado em pEGFP-C1. E necessario lembrar que O DNA amplificado a partir da
fase aberta de leitura de Prup ¢ proveniente de dois alelos, o alelo selvagem e o alelo
portador do polimorfismo em 171, visto que nossos pacientes sdo heterozigotos para
171. Portanto é necessario fazer uma triagem do produto de clonagem PrP®-pEGFP.
Com esse intuito o produto da ligagdo PrP“-pEGFP-C1 foi utilizado para transformar
bactérias E coli da cepa DHSa, que ¢ muito eficiente na produgdo de plasmideo.
Alguns clones bacterianos foram selecionados (em geral 10 clones foram triados por
transformacgéo) e expandidos em caldo Luria-Bertani para purificagcdo plasmidial (em

pequena escala) e sequenciamento do alelo clonado.

i t
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Apo6s avaliagdo dos clones pudemos obter vetores de expessdo contendo o

alelo selvagem (PrP® "*™'7'N: Figura 8a) e PrP®'>*Y'7'S (Figura 8b).

Figura 7 - Sequenciamento de parte da fase aberta de leitura de Prnp, DNA
gendmico, mostrando heterozigosidade do cédon 129 (M/V indicado pela flecha

azul) bem como do cédon 171 (N/S indicado pela flecha rosa).

I
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Figura 8a - Sequenciamento de parte da fase aberta de leitura de Prnp clonado em
pEGFP-C1 mostrando cddons 129 (ATG) el71 (AAC), indicados pelas flechas em

verde. que correspondem a PrptleaLIN L sequéncia confere com o cDNA de Prnp
(NCBI GI 11079225).



l f
1 -
gy mﬂ\L

PN e B A

Figura 8b - Sequenciamento de parte da fase aberta de leitura de Prnp clonada em
pEGFP-C1 mostrando cédons 129 S

GTG) el71 (AGC), indicados pelas flechas em
preto, que correspondem a PrPC1?V/ITIS A sequéncia confere com o cDNA de Prip
(NCBI GI 11079225).



42

| ) I I\
| I 1 |I|

L\\ . *\M. [ “ L&J B\\ -\ | L[\'\ .i_— A

|
0\ | r
' | W )& 5{\ |

oy A A A oA AL _ ﬁ | ﬁl
EANNVARANAR AR W\/A\& PAARA /\A F AARNAY i[\,f\j\t‘
AL A WA

!
| - /\ |
ARV AN Y VY “ "L\J\(‘w& lA\N\ RAAA f VA j w /\f\,j\hfi

Figura 8c - Sequenciamento de parte da fase aberta de leitura de Prnp clonada em
pEGFP-C1 mostrando cédons 129 (GTG) indicado Cpela flecha preta el71 (AAC)
indicado pelas flecha verde, que correspondem a PrP EOVIIAN A sequéncia confere
com o cDNA de Prap (NCBI GI 11079225).
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Paralelamente passamos a buscar os alelos Pept LRYAN, o pept BRI, O

primeiro foi facilmente obtido (Figura 8c) a partir da clonagem de um produto
amplificado de DNA extraido de um paciente heterozigoto para 129 e sem o
polimorfismo N1718S.

Selecionamos entdo um DNA previamente classificado como heterozigoto
para 171 e homozigoto para metionina no cddon 129, e iniciamos nova clonagem
conforme ja descrito anteriormente. Apds transformar bactéria £ coli obtivemos
algumas poucas coldnias bacterianas as quais foram expandidas para obtencdo de
plasmideos cujos insertos de Prnp foram sequenciados, e se mostraram todos alelos

do tipo selvagem. Selecionamos entdo outro DNA com as mesmas caracteristicas do



43

anterior e o resultado obtido foi 0 mesmo, ou seja, todos os clones correspondiam ao
alelo selvagem de Prnp.

Uma possivel explicagdo para o insucesso das tentativas de clonagem do alelo
PrPC' M!S seria a de que os primers FIIHPrPc e RITHPrPc poderiam estar
hibridando, e portanto amplificando, preferencialmente a um dos alelos (selvagem)
em detrimento do alelo de interesse (PrPC 'ZQM”“S), por isso decidimos amplificar a
fase aberta de leitura com o mesmo par de primers (F1 e R2) que vinha sendo usado
pela aluna do grupo responsavel pelo sequenciamento do DNA gendmico de nossos
pacientes. Essa nova abordagem ainda teria a vantagem de fornecer um melhor
rendimento de PCR e de eliminar um dos passos de nossa antiga abordagem, o de
digerir os fragmentos resultante da PCR com endonucleases, o que implica em uma
segunda purificagdo e portanto em perda do produto. Isto torna-se especialmente
importante se considerarmos que a reagao de ligacdo (e portanto também a
transformacio) ndo estava sendo eficiente devido a dificuldade de obter a quantidade

necessaria do inserto apds purificacdo do produto de PCR com nossos primers

FIIRPrPc e RIIPrPc.

34 NOVA ABORDAGEM: AMPLIFICACAO DA FASE ABERTA
DE LEITURA DE PrP® COM PRIMERS F1 E R2 E CLONAGEM DA

SEQUENCIA AMPLIFICADA EM pCR 2.1

Os primers F1 e R2 hibridam nos nucleotideso 65 ao 82 (“forward”) e 841 ao
861 (“reverse”) (caixas vermelhas, Figura 1) do cDNA de PrP¢ (Pub Med, GI:

11079225). Tendo em vista que o produto dessa reagdo compreende a sequéncia de
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interesse (nucleotideos110 a 805) foi possivel clona-la no plasmideo pCR 2.1
seguindo protocolo do fabricante. E necessario esclarecer que essa sequéncia nio
pode ser clonada em pEGFP-CI diretamente por dois motivos: além de conter
nucleotideos a mais e ndo estar na fase de leitura correta para poder ser expressa em
fusdo com a proteina fluorescente verde também nao esta flanqueada pelos sitios de
endonucleases EcoRI e BamHI e portanto ndo apresenta extremidades coesivas com
o vetor. Esses problemas foram contornados através da clonagem da sequéncia em
pCR 2.1 (TA Cloning® Kit, Invitrogen) que apresenta a vantagem de ndo requerer
primers que contém sitios de restricdo enzimatica. O Kit baseia-se na atividade da
Taqg polimerase de adicionar uma tnica deoxiadenosina (A) as extremidades 3° dos
produtos de PCR. O vetor linearizado fornecido pelo Kit tem um tnico residuo de
deoxitimidina (T) nas extremidades 3’, o que permite que os insertos de PCR liguem-
se eficientemente a esse vetor (TA Cloning® Kit Instruction Manual, Invitrogen).

O produto de ligagdo pCR 2.1- PrP® foi utilizado para transformagdo de
bactérias quimiocompetentes. Segundo a abordagem que vinhamos seguindo, apds
expansdo dos clones bacterianos e purificagdo plasmidial, deveriamos sequenciar a
inserto de Prnp inserido no vetor. Porém optamos por realizar uma abordagem mais
simples e rapida que consiste em selecionar alguns clones bacterianos, amplificar o
inserto de Prnp de seus plamideos e digeri-los a endonuclease Bbv I que permite

identificar a presen¢a do polimorfismo no cédon 171.
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3.5 DIGESTAO COM ENDONUCLEASES Bbv I, ELETROFORESE EM

GEL DE POLIACRILAMIDA E COLORACAO COM PRATA

Realizamos uma Reacdo em Cadeia da Polimerase com o intuito de
amplificar as sequéncias clonadas no vetor pCR 2.1. Nesta PCR foram utilizados os
primers F1 e R2. O produto de PCR foi precipitado com isopropanol, ressuspenso em
agua e digerido com Bbv 1.

A endonuclease BbvI reconhece o sitio GCAGC e corta o DNA oito
nucleotideos a 3’ desta sequéncia (GCAGC(N)s"NNNN). Como ja comentado
anteriormente, o polimorfismo 171 ¢ caracterizado pela troca do nucleotideo A
(AAC) por G (AGC), e essa troca cria um sitio adicional para a enzima Bbv/. O alelo
selvagem que, amplificado com os primers F1 e R2, apresenta 9 sitios reconhecidos
por essa endonuclease, passa a ter mais um sitio em fung@o desse polimorfismo, que
é facilmente reconhecido pela presenga de uma banda de 160 pb na eletroforese dos

fragmentos resultantes da digestdo (Figura 9a).
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#  Ends Coordinates lg)l;gth e e

(bp)

1 (RigB}:th; d) 550-797 248 1 (RigB;‘gl; d) 550-797 248
2 BbvI-Bbvl  344-549 206 2 BbvI-Bbvl  344-503 160
3 (LE%E?@' 1-98 98 3 (Lgif?d)' 1-98 98
4 Bbvl-Bbvl  217-312 96 4 Bbvl-Bbvl  217-312 96
5 BbvI-Bbvl  120-168 49 5 BbvI-Bbvl  120-168 49
6 BbvI-Bbvl  313-340 28 6 BbvI-Bbvl  504-549 46
7 BbvI-Bbvl  169-192 24 7 Bbvl-Bbvl  313-340 28
8 BbvI-Bbvl  193-216 24 8 Bbvl-Bbvl  169-192 24
9 BbvI-BbvI 99-119 21 9 Bbvl-Bbvl  193-216 24
10 BbvI-Bbvl  341-343 3 10 BbvI-Bbvl 99-119 21
11 BbvI-Bbvl  341-343 3

Figura 9a - Tabela a esquerda mostra fragmentos obtidos do inserto de Prup 171N
amplificado com F1 e R2 e digerido com BbvI Tabela a direita mostra fragmentos
obtidos do inserto de Prup 171S amplificado com F1 e R2 e digerido com Bbv/, note
que a presenga do polimorfismo em 171 cria novo sitio enzimatico identificado pela
banda de 160 pb que ndo existe na tabela a esquerda.
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Figura 9b - Gel de poliacrilamida corado com prata mostrando fragmentos
resultantes da digestdo do inserto de Prmp amplificado com primers F1 e R2 e
digerido com Bbv I. E possivel notar que nenhum dos clones possui o polimorfismo
em 171, que ¢ caracterizado pela presenca de uma banda de 160 pb
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Tendo em vista que nenhum dos clones apresentava a banda de 160 pb
(Figura 9b), e portanto ndo apresentavam o polimorfismo 171 N—S, resolvemos
digerir o inserto (amplificado com F1 e R2) utilizado na clonagem em pCR 2.1. Na
Figura 10 podemos notar que o DNA utilizado nessa clonagem (canaleta 4)

realmente ndo apresentava o polimorfismo em questéo.

400 —
300 —
200 —

100 —

12 3 4

Figura 10 - Gel de poliacrilamida corado com prata mostrando fragmentos
resultantes da digestdo do inserto de Prnp amplificado com primers F1 e R2 a partir
de DNA purificado e digerido com Bbv I. Canaleta 1 mostra marcador 100pb, 2 e 3
mostram produtos da digestdo de insertos amplificados a partir de DNAs
heterozigotos para 171, confirmado pelas bandas de 160 e 206. Canaleta 4
corresponde a inserto clonado em pCR2.1, note que a banda de 160 pb esta ausente,
portanto o0 DNA utilizado nesta clonagem néo possuia o polimorfismo em 171.

Desta forma, foram obtidos inicialmente os clones contendo os alelos de PrP©

1 171N 129V/171 29VN171
20M/ ePrPC 9 5 PC19 1 N.O

, € logo apds obtivemos também o clone de Pr

clone PI‘PC 129M/1718

ndio foi obtido durante o curso deste trabalho. E possivel que
tenha ocorrido uma troca de DNA e tenhamos clonado um DNA errado. O grupo

continua em busca do alelo PrP® *M171S ;mag este trabalho continuou com andlise

dos alelos obtidos.
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Com o intuito de verificar se o polimorfismo N171S seria capaz de

influenciar a distribuigao celular de PrP® decidimos expressar, em célula eucariotica,
209V/

PrPC 129V/1718S

C 129V/17IN " ,
e PrP humanos em fusdo com a proteina fluorescente verde

(GFP). Para isso lancamos méo de técnicas de transfec¢do e das construgdes Prp°-

pEGFP-C1.

3.6 TRANSFECCAO DE CELULA EUCARIOTA COM O VETOR

pEGFP-C1

A linhagem celular HEK 293 foi transfectada com vetores pEGFP-C1 nos

" A . rqr ; V/17IN
quais estavam clonados as sequéncias nucleotidicas correspondentes a Prp© '?V/17!

e
prp¢ 12VITIS, Optamos por transfectar células HEK 293 porque sdo facilmente
cultivaveis, apresentam expressio muito baixa de PrP® ndo interferindo com a
proteina recombinante, por apresentarem alta eficiéncia de transfec¢do e ainda por
serem de origem humana.

O método de transfeccdo utilizado foi o de captura de DNA mediada por
precipitado de fosfato de célcio: os fons Ca™ e PO, reagem para formar o
precipitado de Ca,(PO,),(OH), com o0 DNA em solugéo, que ¢ entdo capturado pela
célula. Este ¢ um método simples e eficiente.

As células transfectadas com os plasmideos pEGFP foram observadas em
microscopia confocal e de fluorescéncia e apresentaram boa eficiéncia de
transfecgao.

A microscopia de confocal € uma ferramenta valiosa na obtencao de imagens

com alta resolug@o e na reconstrucdo tridimensional de uma variedade de amostras
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biologicas. A fina espessura do campo de varredura (0,5 a 1,5 micrometro) permite
que a informagdo seja coletada a partir de uma se¢do Optica bem definida,
eliminando a fluorescéncia fora de foco e resultando em um aumento no contraste e
na intensidade do sinal detectado.

Outra vantagem da Microscopia Confocal é a possibilidade de se observar
células vivas, sem fixagdo ou artefatos de seccionamento fisico, 0 que traz novos
esclarecimentos quanto a estrutura e fungdo celular.

As imagens obtidas por microscopia confocal nos permitem concluir que
GFP-PrP¢ '"#VI171S o GFP-PrP¢ '"PV'IN 30 corretamente enderecadas para a
superficie celular e encontram-se nos mesmos compartimentos intracelulares que
correspondem a complexo de Golgi e vesiculas de reciclagem (LEE et al. 2001) ndo

apresentando diferenca na distribuigdo celular (Figura 11).

11a

Fi%_gra 11a - Imagem de microscopia confocal mostrando distribuigio de GFP-PrP“
129VITIN em células HEK293.
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Fi%ura 11b

11b

- Imagem de microscopia confocal mostrando distribuicdo de GFP-PrP©

1715 em células HEK293.
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3.7 AVALIACAO DO PADRAO DE GLICOSILACAO DE GFP-PrP¢

129V/17IN 129V/171
E GFP-PrP¢ s

A glicosilagdo € uma caracteristica importante da maioria das proteinas de
superficie, incluindo a proteina prion celular, que possui dois sitios variavelmente
ocupados de N-glicosilagao, Asnl181 e Asnl197, em humanos. Tendo em vista que o
polimorfismo N171S ndo altera a distribuigdo celular de PrP® e estd préximo aos
sitios de glicosilagdo, decidimos avaliar se 0 mesmo poderia alterar o padrido de
glicosilagdo da proteina. Para isso, obtivemos extratos de HEK293 transfectadas com
pEGFP-PrPC BRWE. pEGFP-PrF’C I9VATIS conforme descrito em materiais e
métodos, os quais foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%.
Apos transferéncia para membrana de nitrocelulose, realizamos um Immunoblot
(anticorpo primario que reconhece PrPC), através do qual pudemos identificar trés
bandas correspondentes a GFP-PrP®  nio glicosilado, monoglicosilado e
diglicosilado. Na Figura 12 podemos observar que GFP-PrP“'?V!"1S (coluna 1) e

GFP-PrP“'®Y™N (¢coluna 2) apresentam mesmo padrao de glicosilagdo.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e reagfo de immunoblot de
extratos de cultura celular de HEK293 transfectadas com pEGFP-PrP¢ '#V171S (1)e
pEGFP-PrPC S (2) mostrando bandas correspondentes aos trés estados de
glicosilagio de PrP®, diglicosilado (banda superior), monoglicosilado (banda
intermedidria, mais sutil) e ndo-glicosilado. A direita esta indicado peso molecular.

O peso molecular apresentado pela proteina recombinante GFP-PrP¢ de
aproximadamente 60 kDa, corresponde a 27 kDa de GFP e 33-35 kDa de PrP®.
Apesar do anticorpo anti-PrP® reconhecer a proteina endogena, a banda equivalente

ao PrP® enddgeno nido ¢ detectada neste ensaio devido 4 sua baixa expressao.
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&nci i £1; 2 V/1718
A alta frequéncia de variantes alélicas de Prp¢ '*V/'7'S

em pacientes com
epilepsia sugere que uma perda de fungdo parcial da proteina pode estar envolvida no
mecanismo epileptogénico. Uma vez que este polimorfismo (N171S) esta localizado
proximo ao dominio de liga¢do a laminina (173 a 180) (GRANER et al. 2000a;

3COITINHO et al.), a mudanga poderia alterar a interagdo PrPC-LN. Para avaliar essa

hipétese produzimos proteinas PrP® recombinantes.

3.8 SUBCLONAGEM DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE
prpC 1PWITIN p pppC 29VITIS HUMANOS EM VETOR DE EXPRESSAO

PARA CELULA PROCARIOTICA

A partir de vetores pEGFP-C1 nos quais estavam clonados PrP'?™!7IN ¢
PrPC' V7S amplificamos a  sequéncia nucleotidica que corresponde aos
aminodcidos 23 a 230 de PrP® através de Reagdes em Cadeia da Polimerase. Os
primers utilizados hibridam dos nucleotideos 110 a 121 (FIHPrPc) e 722 a 733
(RIHPrPc) (caixas verdes, Figura 1) do cDNA (NCBI GI 11079225) do gene de PrP¢
(Prnp). A sequéncia correspondente aos codons 231 a 254 ¢ removida para adicdo da
ancora de GPI nas células eucariotas e ndo precisa ser clonada no vetor de expressao
para célula procariotica.

Esses primers contém ainda sitios de enzimas de restricdo BamHI (“primer
Forward”) e EcoRI (“primer Reverse”), assim como produto de PCR obtemos a

sequéncia nucletidica correspondente aos codons 23 a 230 de Prp© flanqueados pelos

sitios de enzimas de restricdo BamHI (extremidade 5°) e EcoRI (extremidade 3°),

? Coitinho AS. Dados nio publicados.
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ficando as extremidades do inserto coesivas com as do vetor pRSET-A
(Invitrogen'™).

O produto da PCR foi separado eletroforeticamente em gel de agarose 1%,
para que pudessemos cortar do gel a banda especifica de aproximadamente 650 pb.
Da banda cortada obtivemos a sequéncia nucleotidica desejada (inserto) apos
purificagdo pelo método de fenol/cloroférmio. Este inserto foi entdo digerido com as
enzimas de restricdo Eco R1 e Bam HI para tornar suas extremidades coesivas com

as do vetor e apés digestdo o inserto de PrP® foi novamente purificado pelo método

de fenol/ cloroférmio e clonado em pRSET-A (Figura 13).

Figura 13 - Mapa do (Plasmideo pRSET-A (Invitrogenm) utilizado na clonagem de
prp¢ 1PMITIN o prpC I2VITIS ohtre o sitios de restrigdo Bam HI e Eco RI.

O fragmento de DNA contendo os nucleotideos que codificam para os
aminoacidos 23-230 da proteina PrP¢ '™ hymana foi entio clonado no
plasmideo pRSET-A (Invitrogen™™) que foi gentilmente cedido por Dr. Zahn (ZAHN

et al. 1997). O mesmo foi feito com o inserto de PrP® '#V/17!S,
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O vetor pRSET-A (Figura 13), possui o promotor T7 que regula expressdo do
gene heterologo, um sitio de ligagdo do ribossomo situado no vetor de forma a
permitir uma tradug@o eficiente, um fag N-terminal composto de 6 residuos de
histidina (N-terminal 6xHis tag) que permite a purificagao da proteina recombinante
em resinas que quelam metal além do gene de resisténcia a ampicilina que possibilita
a selecdo de células transformadas com o plasmideo.

Os produtos de clonagem Prp© |2%”””'N-pRSET e PrP© 'zgw'?'s-pRSET foram
utilizados para transformar cepa de E coli DH5a. Entdo selecionamos clones
resistentes (dois ou trés) em placas de meio LB contendo ampicilicina, e estes foram
expandidos para obtengdo de plasmideo utilizando kit Wizard Plus® Minipreps
(Promega). Apos sequenciamento dos clones selecionados, escolhemos um deles
para transformar cepa BL-21 de E coli, que apresentam boa expressdo de PrP“. Entdo

seguimos o protocolo de purificag@o da proteina prion celular de ZAHN et al. (1997).

3.9 EXPRESSAO DE HIS«-PrP® EM BACTERIA, WESTERN BLOT E

IMMUNOBLOT

As proteinas recombinantes produzidas em bactéria (rendimento de
aproximandamente 5 mg por litro de cultura de bactéria) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% no qual aplicamos 10ug de cada proteina

recombinante: Hisﬁ-PrPc' de camundongo (mouse), HiSG'PrPC WY o Hisg-

PrP!PVIS e marcador de alto peso molecular. O gel foi corado com azul de

3

Coomassie (Figura 14a), e pudemos ver a presenga de bandas do mesmo tamanho de
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Hiss-PrP® de camundongo (aproximadamente 27 kDa), conforme esperado para as
proteinas recombinantes humanas.

N
PC‘ 129M/171 e

Em uma segunda abordagem, proteinas recombinantes (Hisg-Pr
- C 129V/1718 : G S <
Hisg-PrP ) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e
transferidas para membranas de nitrocelulose. Para verificar a eficiéncia da
transferéncia usou-se corante Ponceau.

A membrana foi entdo bloqueada com TBST contendo 5% de leite desnatado
liofilizado e incubada com anticorpo primério policlonal que reconhece PrP“ de
camundongo produzido em camundongos nocaute de Prpn (pelo grupo). Aplicamos
no mesmo gel PrP¢ de camundongo como controle positivo € como controle negativo
foi utilizado soro pré-imune de camundongo na mesma dilui¢do. Depois de lavada
com TBST, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase e revelada com o substrato para essa
enzima.

Filmes radiograficos (Figura 14b) foram expostos as membranas: as canaletas

; : . CI129V/171S - C
3 e 5 mostram as proteinas recombinantes humanas Hise-PrP e Hisg-PrP
129M/17IN ; Z g : ;

, Tespectivamente, que sdo especificamente reconhecidas pelo anticorpo que
reconhece PrP“. Além disso seu tamanho corresponde ao esperado, sendo semelhante
ao de PrP® de camundongo previamente mostrado pelo grupo (canaleta 1). A

v/ = i
PrPCIPVITIS 130 deve ter alterado o ensaio

pequena degradagao observada em Hisg-
de ligagdo realizado posteriormente. Nas canaletas 2, 4 e 6 nenhuma banda foi

reconhecida com o soro pré-imune de camundongo.
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que encontra-se o sitio de ligagdo a Prp© (*COITINHO et al.). Ensaio semelhante foi
realizado com PrP® de camundongo e a proteina recombinante STI-1 (ZANATA et
al. 2002).

Obtivemos curvas de ligagdo (ug de peptideo marcado adicionado X pg de
peptideo marcado ligado) total, inespecifica (com peptideo ndo marcado em
concentragdo 5x maior em relagdo ao peptideo marcado), e especifica (diferenca das
ligagdes inespecifica e total).

Para construir essas curvas os valores fornecidos pelo gamma-counter em
cpm (contagem por minuto) foram convertidos em massa de peptideo marcado
(obtido a partir da atividade especifica de I'**y1-BSA), com esses dados calculamos a
concentragdo do mesmo que ficou ligada em cada poco.

A partir da razdo concentragdo de peptideo ligado/peptideo livre (bound/free)
obtivemos o grafico de Scatchard (SCATCHARD 1949). Esse grafico fornece uma
reta através da qual podemos calcular o Kd (constante de dissociagdo), que é o
inverso do seu coeficiente angular.

Aqui estdo representados graficos correspondentes a um dos ensaios
realizados. Entretanto foram realizados mais dois ensaios de ligagdo de PrP¢ de
camundongo e humanos com I'y1-BSA (em dias diferentes), que forneceram
resultados semelhantes aos mostrados. Nesses ensaios, ndo houve ligagdo
inespecifica do peptideo marcado com BSA (dados nao mostrados)

Observamos que a interagdo Hise-PrPC "2MW!7IN / 112501 _BSA ¢ especifica
(Figura 15a), e apresenta um Kd (constante de dissociagdo aparente) de 8x107 M

(Figura 15b), o que indica uma alta afinidade. Na Figura 16 vemos que a interacdo

* Coitinho AS. Dados nio publicados.
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Hise-PrP®© 22V171S I'y1-BSA também & especifica (16a) e apresenta um Kd de
11x107 M (16b), sendo portanto bastante semelhante a interagéo HiSﬁ'PTPC VAMHR ¢
I'*y1-BSA. Sabe-se que quanto maior a constante de dissocia¢do, menor a afinidade
da ligac@o, mas neste caso obtivemos Kds muito proximos. Portanto podemos dizer

que o polimorfismo N171S nio altera a afinidade de PrP® pelo peptideo da cadeia y1

de LN pelo menos in vitro.

-
(4]

-
o

[—— total _l I
—#— inespecifico |
| especifico '

0 10 20 30
peptideo adicionado (10°M) ‘

pep. ligado (10°M)
t

Figura 15a

ligadollivre (107)
[o)]

0 2 4 6 8 10 12 ‘
peptideo ligado (10°M) |

Figura 15b

Figura 15a - Curvas total, inespecifica ¢ especifica da interagao entre PrpCA2aATIN
recombinante ¢ o peptideo da cadeia yl de laminina (Imyl-BSA). A curva
representando a ligag@o especifica foi construida subtraindo-se a ligacdo inespecifica
da total. b) Grafico de Scatchard obtido a partir dos valores da curva especifica.

Pode-se calcular o Kd da interagéo PrP© "M17IN /11251 BSA (8x107 M), dado pelo
inverso do coeficiente angular da reta.
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o

—o—total |
—#— inespecifico
~_especifico |

pep. ligado (10°M)

0 10 20 30
peptideo adicionado (10°M)

Figura 16a

ligado/livre (107)

10 |

peptideo ligado (10°M)

Figura 16b

Figura 16a - Curvas total, inespecifica e especifica da interacdo entre pipt 1BVIIS

recombinante ¢ o peptideo da cadeia yl de laminina (I'"*y1-BSA). A curva
representando a ligag@o especifica foi construida subtraindo-se a ligag@o inespecifica
da total. b) Grafico de Scatchard obtido a partir dos valores da curva especifica.

Pode-se calcular o Kd da interagdo PrP“*V/171S / 1123y 1.BSA (11x10” M), dado pelo
inverso do coeficiente angular da reta.

Como controle do ensaio utilizamos PrP® de camundongo (fig 17) e
obtivemos um Kd de 14x10” M que é maior (menos especifico) daquele determinado
previamente para a interagdio PrP® de camundongo/laminina integra (10°*M,
GRANER et al. 2000a). Isto pode ocorrer devido a variagdo de estrutura do peptideo
inserido na molécula de laminina em relag@o ao peptideo em solugdo. Comparando-

se as curvas especificas das fig. 15a, 16a e 17a pode-se dizer que a interagdo do
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peptideo y1-BSA com PrP® de camundongo é equivalente aquela das proteinas

recombinantes humanas.

H |
) S B ]
% | —e—total M
S |-—I—inespecifico |
= especifico |
o
2 i
30
peptideo adicionado (10°M)
Figura 17a

g 8 | ‘
= 6-
g . ;
1 .
= 0+ — : Na® ;

0 5 10 15 20

peptideo ligado (10°M) |

Figura 17b

Figura 17a - Curvas total, inespecifica e especifica da interagdo PrP® recombinante
de camundongo e¢ o peptideo da cadeia yl de laminina (Ius}'l—BSA). A curva
representando a ligacdo especifica foi contruida subtraindo-se a ligagdo inespecifica
da total. b) Grafico de Scatchard obtido a partir dos valores da curva especifica.
Pode-se calcular o Kd da interagdo PrP® de camundongo/ I'**y1-BSA (14x107 M),
dado pelo inverso do coeficiente angular da reta.

Além da proteina recombinante Hise-PrP® de camundongo utilizada como
controle do ensaio de ligagdo, o grupo possui outra proteina recombinante Hiss-PrP*

de camundongo que foi renaturada na presenga de Cu'”. Sabe-se que PrP“ atua no

metabolismo do cobre, sendo que a capacidade de ligar este ion pode modular a
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atividade de superoxido dismutase (enzima antioxidante) e portanto proteger a célula
contra o estresse oxidativo (BROWN et al. 2002). Assim, achamos interessante

verificar se a associagio de Cu'? a proteina recombinante modificava a afinidade da

mesma pelo ligante (peptideo da cadeia y1).

E 4 -
= 5 e o
<31 |—e—total ,
o 2 - .+inespecifico!
2, ! especifico |
ir - ohpeoiion
20
30
peptideo adicionado (10°°M)
Figura 18a
| ~15 |
2 1 —l |
2 | e |
e 1 |
= |
| £
305 =
(1]
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0 R N
| 0 05 1 15 2 25 |
|
. peptideo ligado (10°°M) |
Figura 18b

Figura 18a - Curvas total, inespecifica e especifica da interagio PrP® de
camundongo renaturado na presenca de Cu*’e o peptideo da cadeia yl de laminina
(I'"y1-BSA). A curva representando a ligagdo especifica foi contruida subtraindo-se
a ligagdo inespecifica da total. b) Grafico de Scatchard obtido a partir dos valores da
curva especifica. Pode-se calcular o Kd da interagéio PrP® de camundongo renaturado

na presenga de Cu?'/ Ilzsyl-BSA (l6x10’7 M), dado pelo inverso do coeficiente
angular da reta.
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Comparando-se as curvas especificas das Figuras 17a e 18a observamos que a
curva especifica da interagio PrP de camundongo renaturado na presenga de cobre/
1'y1-BSA parece atingir saturagdo com uma menor concentragio de I'*y1-BSA
adicionado. Tendo em vista que a afinidade das proteinas renaturadas na presenga e
auséncia de Cu’" sdo bem semelhantes (Kds de 16x107 M e 14x107 M
respectivamente), pode-se concluir que o numero de sitios ligantes de PrP¢ de
camundongo renaturado na presen¢a de cobre ¢ menor. Sabendo-se que as proteinas
foram dosadas antes de serem adsorvidas aos pogos do ensaio de ligag¢do, pode-se
pensar que parte das moléculas de PrP® renaturadas na presenga de cobre nio liga y1-
BSA, o que seria compativel com uma pequena degrada¢do ocorrida durante o
processo de renaturacio da proteina.

A nao existéncia de alteragoes na interagdo de y1-BSA com PrP® renaturado
na presenga de cobre indica que provavelmente nenhuma altera¢do deve ocorrer nas

proteinas humanas. Assim, ndo realizamos a renaturagio dos proteinas

recombinantes humanas na presenc¢a de cobre.

C 129V/17IN
P

j<+)

A variante alélica Pr clonada em pRSET s6 foi obtida apods

realizagdo destes ensaios de ligagdo. Além disso o grupo ainda estd clonando a

o~

variante PrP¢ ™17 Entretanto acreditamos que a mudanga no cédon 129, que
comumente encontrada, ndo deve interferir na ligagdo in vitro de PrP® 4 LN, uma vez

que o raro polimorfismo em 171 nao alterou essa ligagao.

Fundacé@o Antonio Prudente

Ana Maria Rodrigues Alves Kuninari
Coordenadora Pds-Graduagdo
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4 DISCUSSAO

O agente infeccioso protéico denominado PrP% ¢é uma isoforma de uma
proteina celular, PrP®, e sabe-se que essas moléculas diferem apenas na conformagao
protéica (PRUSINER 1998a). Ja foi demonstrado que PrP¢ estd envolvido com
varias fungdes fisiologicas incluindo homeostase de ions cobre e protecdo contra
estresse oxidativo (VASSALLO e HERMS 2003), adesdo neuronal, extensdo e
manuten¢do de neuritos (GRANER et al. 2000a e b) e transduc¢do de sinal
(MOUILLET-RICHARD et al. 2000; CHIARINI et al. 2002).

A geragao de camundongos com delegdo do exon codificador de Prp©
possibilitou a realizagao de estudos que levaram a descoberta de que a auséncia de
Prnp causa alteragGes eletrofisiologicas no hipocampo (in vitro) que resultam em
aumento da excitabilidade neuronal e poderiam promover atividade epileptiforme
(COLLINGE et al. 1994; COLLING et al. 1996; MALLUCCI et al. 2002). Além
disso, esses camundongos apresentaram alteragdes nas fibras de Mossy (hipocampo)
semelhantes aquelas encontradas em epilepsia de lobo temporal (COLLING et al.
1997) e ainda prejuizo da inibi¢ao mediada por receptor GABAA no hipocampo
(COLLINGE et al. 1994). In vivo estes animais apresentam maior sensibilidade a
convulsdes induzidas quimicamente (WALZ et al. 1999) o que, associado as
evidéncias de que PrP® protege contra estresse oxidativo (VASSALLO ¢ HERMS
2003) e que sua perda induz hiperexcitabilidade neuronal (MALLUCCI et al. 2002),
nos levou a propor que a perda total (camundongos nocaute) ou parcial (em

humanos) da fungdio de PrP® poderia predispor  epileptogénese (WALZ et al. 2002).
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Para abordar essa idéia nosso grupo comparou sequéncias de Prup de pacientes
tratados cirurgicamente para epilepsia de lobo temporal relacionada a esclerose
hipocampal com seqiiéncias de Prnp de individuos sadios.

A epilepsia ou sindrome epiléptica ¢ um grupo de doencgas de alta prevaléncia
e incidéncia (a cada ano 100 mil novos casos de epilepsia sdo diagnosticados nos
EUA). Crises convulsivas frequentemente ocorrem como parte de uma sindrome
epiléptica e sdo sintomas de uma patologia de base que pode ser genética, traumatica,
metabolica, infecciosa, maligna ou farmacolégica (BROWNE e HOLMES 2001).
Alguns tipos de epilepsia sdo refratarias a tratamento farmacolodgicos, e a principal
delas ¢ a epilepsia de lobo mesial temporal relacionada a esclerose hipocampal
(MTLE-HS), que também ¢ responsavel pelo maior niimero de cirurgias realizadas
em pacientes epilépticos pelo Centro de Cirurgia de Epilepsia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto (USP). Em fun¢@o desses pontos pacientes com MTLE-
HS foram inicialmente selecionados para anélise de Prup. Além disso, como visto
anteriormente, camundongos nocautes de Prnp apresentam alteragdes fisiologicas
hipocampais, o que também tornava a esclerose hipocampal o tipo de epilepsia mais
interessante para dar inicio ao estudo de Prup. Alguns estudos ja foram iniciados
pelo grupo na tentativa de verificar se os polimorfismos que encontramos nos casos
de MTLE-HS relacionam-se também com outros tipos de epilepsia.

Este trabalho teve inicio em fun¢do dos dados preliminares do grupo que
sugeriam alta prevaléncia de alteragdes nos codons 110 (K/N), 117 (A/V) e 171
(N/S) de Prnp de pacientes com esclerose hipocampal, o tipo mais comum de
epilepsia refrataria a farmacos, tratavel cirurgicamente. Porém, com base nos

sequenciamentos dos clones obtidos a partir dos DNAs desses pacientes,
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consideramos importante realizar outros métodos de identificagao de SNPs. De fato a
identificagdo de polimorfismos ¢ uma tarefa que requer alguns cuidados, e a
associa¢do de metodologias pode evitar problemas de interpretagdo. Em um estudo
alemdo (WINDL et al. 1999) possiveis alteragdes em Prup foram confirmadas por
trés metodologias: digestdo por endonucleases, sequenciamento direto do produto de
PCR e sequenciamento a partir da clonagem de partes do produto de PCR. No caso
do polimorfismo silencioso no cédon 117, a co-segregacdo com outro polimorfismo
leva a amplificag@o preferencial deste alelo e perda da analise do outro alelo,
portanto ¢ necessario o uso de diferentes pares de primers. Essa fonte de erro foi
evitada em nossas analises pelo uso de dois pares de primers na clonagem, bem
como pela associagdo de outras metodologias. Assim, através do uso de
endonucleases de restricdo, DHPLC (denaturing high-performance liquid
chromatography) e ressequenciamento das amostras de DNA identificamos a
presenga de delegdes do dominio de repetigdes (octarepeat), do polimorfismo
silencioso no cddon 117 e principalmente do polimorfismo N171S (FINK et al.
1994) que esta presente em heterozigose em 23% de nossos pacientes € em nenhum
dos controles (WALZ et al. 2003) (Anexo 1).

Um outro polimorfismo (M129V) foi encontrado na mesma frequéncia nos
casos (podendo ou ndo estar associado aquele no coédon 171) e controles.
Interessantemente ha dados que sugerem que a presen¢a de M ou V no cédon 129
associada a mutagdo DI178N de Prmp resulta em diferencas nas razdes das
glicoformas (PETERSEN et al. 1996) e na conformagdo protéica, o que poderia
explicar os diferentes fendtipos causados pela mesma mutagdo: 129M/178N causa

FFI enquanto 129V/178N causa CJD. Além disso o aa 129 estda em uma regido
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estruturada em folha B (RIEK et al. 1998), o que pode alterar a conformagdo da
proteina com a mutagdo DI78N e contribuir para a diferenga de fenodtipos
observados. Desta forma, além da importancia na conformagao protéica, o
polimorfismo em 129 poderia ter um papel importante na sua fun¢do fisioldgica de
PrP®, e passou a ser também alvo de nosso estudo.

C 129V/1718 -
P em pacientes com

A alta frequéncia de variantes alélicas de Pr
epilepsia do lobo temporal (WALZ et al. 2003) (Anexo 1) apontam para um
envolvimento de PrP® com mecanismo epileptogénico. Ainda nessa linha, como ja
discutido anteriormente, camundongos nocaute para Prnp apresentam maior
sensibilidade a convulsdes induzidas quimicamente por trés agentes diferentes
(WALZ et al. 1999), entre eles o acido cainico.

E interessante notar que a excitotoxicidade mediada pelo 4cido cainico
envolve indugdo de tPA que atua na conversdo de plasminogénio em plasmina no
cérebro levando a degradagdio de laminina e morte neuronal (CHEN e
STRICKLAND 1997), sugerindo que a interagdo neurénio-laminina esta envolvida
com plasticidade neuronal no hipocampo. Mecanismos adaptativos envolvendo
neuroplasticidade sdo necessarios para recuperacdo da funcdo cerebral apos injuria,
porém uma disfun¢do destes mecanismos pode estar envolvida no processo
epileptogénico (WALZ et al. 2002).

As lamininas compdem uma familia de glicoproteinas de matriz extracelular
importantes para desenvolvimento e manuteng@o da organizacdo celular. Importantes
funcdes celulares atribuidas a laminina incluem estimulo de crescimento e

diferenciagdo neuronal, promog¢do do crescimento neuritico e mediagdo da

comunicagdo celular (LUCKENBILL-EDDS 1997; BECK et al, 1990). A laminina €
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um potente estimulador do crescimento neuritico e um peptideo sintético
correspondente a uma sequéncia da cadeia y1, mais tarde mostrado pelo nosso grupo
como sendo o sitio ligante de PrP® (GRANER et al. 2000a e b), possui propriedades
neuroplasticas (BECK et al. 1990).

Tendo em vista que PrP® est4 relacionado com neuroplasticidade (GRANER
et al. 2000a e b), assim como a laminina (LUCKENBILL-EDDS 1997), imaginamos
que um possivel prejuizo da interagdo PrP®-laminina em fung¢do do polimorfismo
NI171S que estd localizado proximo ao dominio de ligagdo a laminina (173 a 180)
(*COITINHO et al.) poderia predispor a epileptogénese.

Com o intuito de avaliar o possivel prejuizo da interagdo citada acima
realizamos ensaios de ligagio de proteinas recombinantes His-PrP® com peptideo da
cadeia yl de laminina e verificamos que as afinidades das proteinas recombinantes
prp® 12PMITIN o prpC I29VITIS helo peptideo y1 de laminina mostraram-se semelhantes.
Portanto podemos dizer que o polimorfismo N171S ndo altera a afinidade de PrP®
pelo peptideo da cadeia yl de laminina, pelo menos in vitro.

Sabe-se que algumas mutagdes patologicas de Prnp alteram a localizagdo
subcelular de PrPS, isto é, os mutantes sdo parcialmente retidos no Reticulo
Endoplasmatico devido ao prejuizo no transporte para a superficie celular
(IVANOVA et al. 2001). Além disso, mutagdes de aminoacidos podem ter efeito no
padrao de glicosilagdo e conseqiientemente na conformacgao de PrP© (RIEK et al.
1998; WONG et al. 2000).

Com o intuito de verificar se o polimorfismo N171S seria capaz de

influenciar a distribuigdo celular e padrio de glicosilagio de PrP® decidimos

* Coitinho AS. Dados nio publicados.
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C 129V/171S C 129V/171IN «
P e PrP humanos em fusdo com

expressar, em célula eucariotica, Pr
a proteina fluorescente verde (GFP). As imagens obtidas de microscopia confocal
nos permitem concluir que GFP-PrP© '#Y'7'S ¢ GFP-PrP¢ '**V"'"!N 530 corretamente
enderegadas para a superficie celular e encontram-se nos mesmos compartimentos
intracelulares que incluem complexo de Golgi e vesiculas de reciclagem, de maneira
semelhante a proteina de camundongo (LEE et al. 2001).

Extratos celulares com alta expressio de GFP-PrP¢ '®V'"'N e GFP-Prp©
IOVATIS obtidos apés transfecgdo de células HEK foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida e /mmunoblot, através do qual pudemos concluir que GFP-
prp¢'®VI7IS o GRpP-prp©!#V/ITIN apresentam o mesmo padrdo de glicosilagdo.

Portanto até o momento ndo encontramos evidéncias que expliquem uma
alteragio na fungdo de PrP® relacionada ao polimorfismo N171S de alta prevaléncia
em pacientes epilépticos. E possivel que este co-segregue com outro polimorfismo
em um dos intron de Prap ou até mesmo em outro gene do mesmo Jlocus e este sim
tenha implicagdes bioldgicas, mas essas sdo apenas especulagoes.

Pouco se sabe a respeito da sinalizagdo desencadeada por PrP® e seus
ligantes, mas ha evidéncias que apontam para uma ativagdo da proteina kinase Fyn
mediada por prp© (MOUILLET-RICHARD et al. 2000). Como Fyn é uma proteina
intracelular e PrP€ est4 ancorada na face externa da membrana celular é provavel que
a sinalizagdo dependente de PrP® que causa ativagdo de Fyn envolva fatores
intermediarios. Recentemente o grupo mostrou que a interagao de PrP® com seu
ligante STI-1 desencadeia sinalizag@o pelas vias de cAMP/PKA e MAPK, sendo que

a primeira delas estd envolvida com prote¢do contra morte celular programada em

neuronios retinianos (ZANATA et al. 2002; CHIARINI et al. 2002).
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O grupo tem ainda dados de que a interagio de PrP® com seu peptideo
ligante na molécula de laminina (peptideo da cadeia y1) induz aumento de célcio
intracelular (°LEE et al.). Ainda ndo sabemos se esse aumento de calcio estd
relacionado a atividade de canais i0nicos ou se ¢ um evento intermediario de uma via
de sinaliza¢do. Sabe-se que disfungdes de canais id6nicos estdo relacionadas a
diferentes tipos de epilepsia (HIROSE et al. 2000), e ainda ha estudos que revelam
que receptores de acetilcolina mutantes podem reduzir correntes de entrada de calcio
0 que poderia alterar mecanismos inibitorios neuronais e desencadear uma crise
epiléptica (HIROSE et al. 2000). Assim, pode-se pensar que o aumento do calcio
intracelular mediado pela interagio PrP“-yl poderia ser alterado pela presenca do
polimorfismo N171S, o que promoveria hiperexcitabilidade neuronal e portanto
epileptogénese. Portanto, o grupo pretende agora avaliar a sinalizagao desencadeada

por moléculas de PrP¢ com os polimorfismos nos cédons 129 e 171.

® Lee KS, et al. Dados no publicados.
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5 CONCLUSOES

Apos realizar os ensaios de ligagdo de PrP¢ humanos com lmyl-BSA
concluimos que o polimorfismo de Prup N171S nédo altera a afinidade in vitro de
PrP® e laminina.

Com relagdo & distribuicdo celular de PrP® em funcdo da presenga/auséncia
do polimorfismo em 171 é possivel afirmar que ambas as proteinas sdo corretamente
enderecadas a superficie celular e também encontram-se em compartimentos
intracelulares bem como apresentam o mesmo padréo de glicosilag@o.

Até o momento nenhuma alteragdo grosseira na fungdo de PrP® foi observada
em fun¢do do polimorfismo em alta frequéncia entre os individuos com esclerose
hipocampal. O trabalho deve ser continuado pelo grupo e alteragdes mais sutis como
mudan¢a de padroes de sinalizagdo celular dados pela interag@o PrP¢ —LN serfio

mvestigados.
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Surgical outcome in mesial temporal
sclerosis correlates with prion
protein gene variant
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Abstract—Background: Mesial temporal lobe epilepsy related to hippocampal sclerosis (MTLE-HS) is the most common
surgically remediable epileptic syndrome. Ablation of the cellular prion protein (PrP®) gene (PRNP) enhances neuronal
excitability of the hippocampus in vitro and sensitivity to seizure in vivo, indicating that PrP° might be related to epilepsy.
Objective: To evaluate the genetic contribution of PRNP to MTLE-HS. Methods: The PRNP coding sequence of DNA from
peripheral blood cells of 100 consecutive patients with surgically treated MTLE-HS was compared to that from a group of
healthy controls matched for sex, age, and ethnicity (n = 180). The presence of PRNP variant alleles was correlated with
clinical and presurgical parameters as well as surgical outcome. Results: A variant allele at position 171 (Asn—Ser),
absent in controls, was found in heterozygosis (Asnl171Ser) in 23% of patients (p < 0.0001). The PRNP genotypes were not
correlated with any clinical or presurgical data investigated. However, patients carrying the Asn171Ser variant had a five
times higher chance of continued seizures after temporal lobectomy (95% CI 1.65 to 17.33, p = 0.005) than those carrying
the normal allele. At 18 months after surgery, 91.8% of patients with the normal allele at codon 171 were seizure free, in
comparison to 68.2% of those carrying Asnl71Ser (p = 0.005). Conclusions: The PRNP variant allele Asn171Ser is highly
prevalent in patients with medically untreatable MTLE-HS and influences their surgical outcome. The results suggest
that the PRNP variant allele at codon 171 (Asnl171Ser) is associated with epileptogenesis in MTLE-HS.

NEUROLOGY 2003;61. 909-08@®

Epilepsy is a health problem with a prevalence of 5
to 10 cases per 1,000 habitants in developed coun-
tries, which may be even higher in developing coun-
tries.! Moreover, it affects people of all ages, races,
and socioeconomic backgrounds,' and accounts for a
worldwide illness burden similar to that of breast
cancer in women and lung cancer in men.?

Twenty percent of the epilepsies are medically in-
tractable and mesial temporal lobe epilepsy related
to hippocampal sclerosis (MTLE-HS) is the most
common form of surgically remediable epileptic syn-
drome.” Anterior and mesial temporal lobectomy is a

safe and effective treatment for medically intractable
MTLE-HS.? However, the literature regarding prog-
nostic factors for the surgical outcome of MTLE-HS
is often contradictory.® Although prolonged febrile
seizures, aberrant brain development, perinatal
brain damage, and gene defects have been impli-
cated, the pathophysiologic mechanisms involved in
the development of MTLE-HS have not been com-
pletely elucidated.®® An association between
MTLE-HS and polymorphism of the interleukin-la
gene has been suggested,” but not confirmed by an-
other group.® Variant alleles of the gene encoding the
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GABA(B) receptor 1 (G1465A)° and the prodynorphin
gene promoter® have also been associated with tem-
poral lobe epilepsy (TLE).

Cellular prion protein (PrP°) is a glycoprotein an-
chored to the outer cell surface whose structure con-
version is related to uncommon diseases, i.e., the
spongiform encephalopathies.'®'" PrP¢ is encoded by
a single exon of a single gene that is highly ex-
pressed, predominantly in neurons, throughout adult
life.’* This protein binds copper and has antioxidant
properties.'#'? In addition, PrP¢ interacts with lami-
nin and stress-inducible protein 1 (STI11), mediating
neuronal cell adhesion, neurite extension and main-
tenance, and signal transduction.*7

Ablation of the cellular prion protein gene (PRNP)
enhances neuronal excitability of the hippocampus
in vitro'** and sensitivity to seizure in vivo,*' sug-
gesting that total or partial modification of PrP¢
function might be related to epilepsy.*?

We describe the presence of PRNP variant alleles
in a high proportion of patients with clinically un-
treatable MTLE-HS and evaluate the association of
these variant alleles with clinical, demographic, neu-
rophysiologic, and neuroimaging data, as well as sur-
gical outcome.

Methods. Patients and controls. DNA samples were collected
from the peripheral blood cells of 100 consecutive patients surgi-
cally treated for MTLE-HS during their postoperative follow-up at
the Ribeirdo Preto Epilepsy Surgery Program between September
2000 and April 2002, The surgical treatment was indicated be-
cause seizures occurred at least monthly despite adequate use of
anticonvulsants.

The inclusion criteria were as follows® 1) seizure semiology
consistent with MTLE, usually with epigastric, autonomic, or psy-
chic auras, followed by behavioral arrest, progressive clouding of
consciousness, oroalimentary and manual automatisms, and auto-
nomic phenomena; 2) anterior and mesial temporal interictal
spikes; 3) no lesion other than atrophy and increased signal in
hippocampal formation identified by MRI; 4) histopathologic ex-
amination compatible with hippocampal sclerosis; 5) presurgical
investigation compatible with unilateral seizure onset; 6) absence
of dual pathology that could be identified by available methods
(clinical, electrophysiologic, and neuroimaging methods and histo-
pathology); 7) at least 1 year of postoperative follow-up.

The exclusion eriteria were as follows™ 1) focal neurologic ab-
normalities on physical examination; 2) generalized or extratem-
poral EEG spikes; 3) marked cognitive impairment on
neuropsychological testing.

The control group included 180 healthy adults without a previ-
ous history of neurologic or psychiatric disease selected during the
same period when we collected the cases. They were individuals
accompanying patients from the internal medicine outpatient
clinic of the same hospital as the patients. Similarly to the pa-
tients, all controls came from the same region of the state of Sao
Paulo, were not related one to another, and had no personal or
family signs or symptoms suggesting any type of spongiform en-
cephalopathy. Patients and controls came from white (European
Brazilians) and nonwhite (African Brazilians) backgrounds. There
were no Amerindians or Asians in our sample.

Our research ethics committee approved the study, and in-
formed consent was obtained from controls, patients, or persons
legally responsible for them.

Clinical parameters and preswrgical evaluation of pa-
tients. Clinical characteristics included sex, ethnicity, age at sur-
gery, age at the onset of epilepsy (recurrent seizures), duration of
epilepsy, a positive history for an initial precipitating insult (IPI),
epilepsy duration until surgery, monthly complex partial seizure
frequency impairing awareness in the year before surgery, and
side of surgery. A positive family history of epilepsy was defined
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when at least one first-degree relative reported at least two spon-
taneous seizures during his or her life.

Presurgical evaluation was performed by an experienced mul-
tidisciplinary team and included a detailed clinical history and
neurologic examination, interictal and ictal video-EEG analysis,
structural and functional imaging, psychiatric evaluation, neuro-
psychological testing, and, when appropriate, the intracarotid
amobarbital test (Wada test) for memory and speech representa-
tion.” Detailed methods of neuroimaging and video-EEG analysis
are available as supplementary data at www.neurology.org.

Surgical procedure and postoperative follow-up. The surgical
approach was similar for all patients. A neurosurgeon experienced
in surgery for epilepsy resected a maximum of 4 to 5 cm of the
anterior lateral temporal lobe. Mesial resection included the
amygdala and at least 1 to 3 em of the anterior hippocampus
(most commonly, 3.0 em).

After surgery, patients were treated with the same antiepilep-
tic drugs (AED) that they received before surgery and the dose
was adjusted to reduce side effects and maintain the necessary
serum levels. Patients were also instructed to maintain the medi-
cation dosage during the first 3 years after surgery even if they
were free of seizures.

The outecome of surgery was defined on the basis of seizure
status determined by outpatient clinical interviews. Patients were
categorized as seizure {ree if they experienced no complex partial
seizures or generalized tonic-clonic seizures after surgery. Nondis-
abling auras (Engel class Ib) were not considered seizures in our
analysis. Patients who presented a single complex partial or a
generalized tonic-clonic seizure clearly related to AED withdrawal
(Engel class Id) or during the first month after surgery (perioper-
ative period) but remained well controlled with adequate use of
medication were considered seizure [ree.

A postoperative MRI was carried out 6 to 12 months after
surgery. Surgical resection was considered satisfactory if it in-
cluded both the head and body of the hippocampus, and unsatis-
factory il no more than half of the hippocampus was resected.

Seizure outcome and postoperative MRI status were assessed
by experienced epileptologists and radiologists who were blind to
all clinical parameters, presurgical and surgical data, and the
genetic analysis.

PRNP analysis. DNA was extracted from a 3 mL aliquot of
whole blood using the Puregene Genomic DNA Isolation Kit (Gen-
tra Systems). Primers (Life Technologies, S.P., Brazil) were de-
signed to amplify two different overlapping fragments of the
PRNP open reading frame (ORF) (Gene Bank: D-00015): fragment
1—nucleotides 77 to 497 (421 bp), forward: 5' ATGCTGGT-
TCTCTTTGTG 3', reverse: 5' AACGGTCCTCATAGTCACTGC 3,
and fragment 2—nucleotides 307 to 870 (563 bp), forward: 5'
TCATGGTGGTGGCTGGGGTCA 3, reverse: 5' CGCCTCCCT-
CAAGCTGGAAAA 3. Amplification reactions were carried out
using touchdown PCR. The PCR products were sequenced with
the DYEnamic ET terminator sequencing kit (Amersham Phar-
macia Biotech) according to manufacturer’s instructions using an
ABI Prism-377 apparatus (Perkin-Elmer). We also analyzed
PRNP ORF using denaturing high-performance liquid chromatog-
raphy (DHPLC) of PCR-amplified products using forward and re-
verse primers for fragment 1 (described above) and the forward (5
ATCATACATTTCGGCAGT 3" and reverse (5' CTCCCTCAAGCT-
GGAAAAAGA 3') primers for the second half of the PRNP ORF,
nucleotides 463 to 867. A DNASep column (Transgenomic, CA)
was used and the parameters of gradient and flow rate adjusted
by the Wavemaker system control software (Transgenomic). PCR
products from the complete coding region of PRNP obtained using
the forward primer of fragment 1 and reverse primer of fragment
2 described above were digested with Puull, Nspl, and Bbul (Am-
ersham Pharmacia Biotech and New England Biolabs) to confirm
the sequence at codons 117, 129, and 171.%* In addition, due to
the experimental difficulty in defining the exact position of the
alteration within codon 117, a GC-rich DNA sequence,” we cloned
(TA-cloning kit, Invitrogen) the PCR products of the complete
coding region of PRNP from DNA from all patients and controls
who presented an alteration at this codon.

Statistical analysis. Differences in sex and ethnicity distribu-
tion between cases and controls were analyzed by the two-tailed
Fisher exact test. The proportions of cases and controls bearing a
given PRNP genotype were ascertained. The magnitude of associ-
ation between PRNP alleles and the occurrence of MTLE-HS was
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Table 1 Frequency of Prup alleles in patients and controls

Exposed (%) Crude Adjusted§
Controls Cases

Residue position Genotype n = 180 n = 100 OR (95% CI) p Value*® OR (95% CD p Value
117 Ala/Ala 173(96.1) 91(91.00 1.00 1.007

Ala/Ala;,.., 7(3.9) 9(9.00 2.44 (0.88-6.78) 0.08 2.23 (0.78-6.38) 0.13
129 Met/Met 104 (57.8) 57 (57.00 1.00 1.00%

Met/Val 68 (37.8) 32 (32.00 0.89 (0.50-1.46) 0.57 0.84 (0.49-1.44) 0.52

Val/Val 8(4.4) 11(11.0) 2.51(0.95-6.59) 0.06 2.35(0.88-6.27) 0.08
171 Asn/Asn 180 (100.0) 77 (77.0) 1.00 — —

Asn/Ser 01(0) 23 (23.0) Undefined <0.0001 NA NA
Octarepeat R12234 170 (94.4) 95 (95.0) 1.00 1.00

R12234/R1234 10 (5.6) 5(5.00 0.84 (0.28-2.69) 0.84 0.99 (0.33-3.03) 0.99

R1234 0(0) 000 - — — —

* Binary Logistic Regression.

+ Multiple logistic regression adjusted for gender, ethnicity, codon 129 distribution, and presence of the octarepeat deletion.
+ Multiple logistic regression adjusted for gender, ethnicity, genotypes at position 117, and presence of octarepeat deletion.

§ Hosmer and Lemeshow goodness.

NA = non-applicable of fit, p = 0.897.

measured by the OR and respective 95% CI. Crude and adjusted
OR were estimated by unconditional logistic regression using the
statistical program SPSS version 10.0 (Chicago, IL). To examine
the independent effect of each genotype, OR were also derived
after additional adjustment for codons 117 and 129. A p level <
0,01 was considered to be statistically significant.

Association between a certain PRNP genotype and the clinical
and presurgical evaluation data of patients was also determined.
Analyses were done using the Mann-Whitney U test for continu-
ous variables and the two-tailed Fisher exact test for categorical
ones.

The Kaplan-Meier method was used to establish the cumula-
tive probability of event-free survival. Differences between groups
were determined by the log-rank test. The Cox proportional haz-
ards model was applied to identify independent risk factors for
having seizures after surgery. Only variables with p = 0.25 (by
the log-rank test) were included in the final multiple Cox model.

For the statistical analysis of clinical and presurgical evalua-
tion results the level of significance was set at p < 0.05. Our study
fulfills the fundamental requisites when performing genetic inves-
tigations of complex multietiologic diseases.®

Results. The sex and ethnic distribution were similar in
patients and controls. Men represented 46% (n = 84) of the
controls and 44% (n = 44) of the patients (p = 0.7). Euro-
pean Brazilians represented 86% (n = 155) of the controls
and 88% (n = 88) of the patients (p = 0.7). The mean age
of patients and controls was 36.2 (SD = 10.7) and 36.5
(SD = 10.5) years.

PRNP variant alleles were confirmed using three differ-
ent experimental approaches: DNA sequencing, DHPLC,
and endonuclease digestion (for codons 117, 129, and 171},
and their frequencies in patients and in controls are shown
in table 1. Two well-described PRNP polymorphic sites
were present in our population. The single octapeptide re-
peat (24 bp) deletion (R12234)* was present in heterozy-
gosity (R12234/R1234) in 5.0% of the patients and 5.6% of
the controls (p = 0.84, OR = 0.89, 95% CI 0.28 to 2.69).
The second polymorphic site was at codon 129 (Met—Val),
which is located at the first PrP° a-helix and is important
for protein conformation.” The common polymorphism at
this codon appears to act as a genetic susceptibility factor

in familial, sporadic, iatrogenic, and new variant
Creutzfeldt-Jakob disease (CJD).*' In our population, het-
erozygous samples (Met/Val) at codon 129 had a nonsignif-
icant decrease in OR for epilepsy (p = 0.57, OR = 0.89,
95% CI 0.50 to 1.46), whereas homozygous Val/Val showed
a trend toward the opposite effect (p = 0.06, OR = 2.51,
95% CI 0.95 to 6.59), as compared to Met/Met individuals
(see table 1). The octapeptide repeat deletion and codon
129 genotype frequencies in our controls were similar to
those described in white populations.?®#

Another polymorphic site at codon 117 where a GCA is
altered to GCT without an amino acid change
(Alal17Ala.,.) was present in heterozygosis in 7 (3.9%)
of our controls and in 9 (9.0%) of the patients. This variant
allele has been described in 5 to 10% of the normal white
population,?® close to the percentage observed in our cases
and controls. A nonsignificant association with epilepsy
was observed for those individuals carrying the
Alall7Ala_,,,, allele (p = 0.08, OR = 2.44, 95% CI 0.88 to
6.78).

We additionally verified the presence of a variant allele
in codon 171 (Asn—Ser), previously described in a familial
form of atypical psychosis.®* The Asn/Ser heterozygous ge-
notype was found in 23 (23.0%) of the patients and was
absent in the control group (p < 0.0001) (see table 1),
whereas the Ser/Ser genotype was not observed in our
samples. This variant allele was first described as a rare
polymorphism?®' and very recently Colling’s group was un-
able to detect it in a total of 944 tested individuals from
East Asian, South Asian, Pacific, South American, and
European populations.® Conversely, its frequency is
around 5 to 8% in some African or African descendant
populations (Cameroon and Jamaica).* Thus, the absence
of this variant allele in our controls is in accordance with
the literature and ethnicity is not a bias because more
than 80% of both patients and controls are European
Brazilians.

The distribution of Asn/Ser heterozygous alleles in pa-
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Table 2 Surgical outcome according to Prop genotype

All Overall surgical outcome
Crude HR to
Patients Seizure-free Seizure Cumulative % remain with
Prnp variants n = 98 (%) n = 85 (%) n =13 (%)  of seizure-free  p Value seizures 95% C1 p Value
Position 117
AlafAla 891(90.8) 77 (90.6) 12(92.3) 86.6 1.00
Ala/Ala, ... 9(9.2) 81(9.4) 1(7.7 87.5 0.64 0.78 0.10-5.98 0.81
Position 129
Met/Met 56 (57.1) 49 (57.6) 7(53.8) 87.2 1.00
Met/Val 31(31.6) 27 (31.8) 4 (30.8) 86.3 1.04 0.30-3.56 0.95
Val/Val 11(11.2) 9(10.6) 2(15.4) 79.5 0.86 1.51 0.31-7.29 0.60
Position 171
Asn/Asn T6 (77.6) 70 (82.4) 6(46.2) 91.8 1.00
Asn/Ser 22(22.4) 15 (17.6) 7(53.8) 68.2 0.005 4.12 1.38-12.77 0.01
Octarepeat
R12234 93 (94.9) 80 (94.1) 13 (100.0) 86.2 1.00
R12234/R1234 5(5.1) 5(5.9) 01(0.0) 100.0 0.41 NA — —

tients was not changed by genotypes at positions 117 or
129 or octapeptide repeat deletion as verified by stratified
analysis, suggesting that this variant allele might be inde-
pendently associated with epilepsy (data not shown).

OR were also derived after additionally controlling for
the effect of genotypes at positions 117 and 129, the pres-
ence of the octarepeat deletion, sex, and ethnicity (see ta-
ble 1). Neither the Met/Val genotype at position 129 nor
the presence of the octarepeat deletion was found to be
associated with MTLE-HS, whereas a trend for a higher
frequenecy of Val/Val genotypes at position 129 was ob-
served in the patients (p = 0.08, adjusted OR 2.35, 95% CI
0.88 to 6.27). Individuals carrying the silent variant allele
Ala/Ala;.,., at position 117 also disclosed a nonsignifi-
cantly increased OR for epilepsy (p = 0.13, adjusted OR
2.23, 95% CI 0.78 to 6.38). Independent effects of geno-
types at position 171 could not be evaluated.

No other PRNP variant alleles besides those described
here were found in cases or controls. All genotype distribu-
tions studied were in good agreement with Hardy-
Weinberg equilibrium (data not shown).

Because all our patients were surgically treated we
were able to perform histopathologic examinations of re-
sected material and no spongiform degeneration was found
in brain tissue.

No differences were found between PRNP variant al-
leles and the wild type genotype (p = 0.15) with respect to
the clinical, demographic, and presurgical data investi-
gated. There was a nonsignificant increased OR (p = 0.44,
OR = 1.67, 95% CI 0.6 to 4.2) for positive family history of
epilepsy in those patients with the wvariant allele
Asnl171Ser. For more details, see supplementary data at
www.neurology.org.

The postoperative seizure outcome according to patient
PRNP genotype is shown in tables 2 and 3; data related to
patient characteristics can be found in supplementary ta-
bles E-1 and E-2 (available at www.neurology.org). Two
patients who presented surgical complications that could
affect seizure outcome (meningitis and hemorrhagic
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stroke) were excluded from this analysis. The mean time of
postoperative patient follow-up was 3.1 years (SD =1.3,
range 1.0 to 7.5 years). Of the 98 patients, 85 (86.7%)
remain seizure free after surgery. This is in agreement
with more recent data suggesting that, with careful selec-
tion of patients, a good seizure outcome may be achieved in
approximately 90% of cases.**®

The seizure outcome was not correlated with any preop-
erative clinical, neurophysiologic, or neuroimaging data
(see table 3 and supplementary data [www.neurology.org]).
Variant alleles at positions 117 (p = 0.64) and 129 (p =
0.86) and the octarepeat deletion (p = 0.41) were also not
correlated with surgical outcome (see table 2). However,
the hazard ratio to continue to have seizures after tempo-
ral lobectomy in those patients carrying the Asnl71Ser
variant allele was more than four times higher than in
those with the normal allele (p = 0.01, 95% CI 1.38 to
12.77) (see table 2). After an 18-month follow-up, the cu-
mulative probability of being seizure free was 91.8% for
patients with normal alleles at codon 171 (Asn171Asn) and
only 68.2% for those with the Asn171Ser variant allele in
heterozygosity (p = 0.005) (figure). After adjustment for
ethnicity, history of IPI, presurgical MRI findings, interic-
tal spikes, and age at epilepsy onset (see table 3), the risk
for surgical failure in those patients with the variant allele
at codon 171 remained high (p = 0.005, adjusted HR =
5.35, 95% CI 1.65 to 17.33). Positive history of IPI, bilat-
eral findings on the presurgical MRI, presence of bilateral
interictal spikes, and early age at epilepsy onset were not
independently associated with a worse surgical outcome in
our sample. Independent effects of ethnicity could not be
evaluated.

One patient showing the variant allele at codon 171 had
a generalized seizure in the first week after surgery, and
became well during the next 2-year follow-up. Among the
15 seizure-free patients showing the abnormal variant al-
lele at codon 171, one had a complex partial seizure related
to AED withdrawal (Engel Id), in comparison with 8 of the
70 showing the normal allele (p = 1.0). Patients with AED
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Table 3 Independent effect of the Prap variant allele on the surgical outcome

Variable Crude HR 95% CI Adjusted HR* 95% CI1 p Value
History of 1PI

No 1.00 1.00

Yes 1.93 0.65-5.73 0.48 0.15-1.57 0.23
MRI findings

Unilateral 1.00 1.00

Bilateral 2.53 0.53-11.4 1.75 0.36-8.40 0.48
Interictal spikes

Unilateral 1.00 1.00

Bilateral 245 0.67-9.11 1.58 0.38-6.45 0.52
Age at epilepsy onset

After the first decade 1.00 1.00

First decade 2.36 0.72-7.65 2.03 0.50-8.36 0.32
Position 171

Asn/Asn 1.00 1.00

Asn/Ser 4,12 1.38-12.77 5.35 1.65-17.33 0.005

* Hazard-ratio to continue to have with seizure after surgery adjusted for ethnicity, history of IPI, pre-surgical MRI findings, IS, and

age at epilepsy onset.
T Interictal spikes were not quantified in three patients.

IPI = initial precipitating insult.

withdrawal became well controlled with an adequate AED
scheme during a mean follow-up of 3.4 years (range 1.7 to
5.5 years).

All patients who underwent semi-invasive investigation
with foramen ovale electrodes had the Asnl71Asn
genotype.

The eight cases with bilateral MRI findings presented

100 g

90 1 .
804 '
70 -

50 +
40 +
30 4
20 -

Percentage of patients without seizures

10 -

0 . . . :
0 12 24 36 48 60

Follow-up {months)

Figure. Kaplan-Meier event-free survival curves compar-
ing the cumulative percentages of patients who were free of
seizures according to the genotype at codon 171. There
were more seizure-free patients with the Asnl71Asn allele
than patients with the Asn171Ser variant (p = 0.005 by
log-rank test). Genotype, B = Asnl71Asn; - - - =
Asnl71Ser.

symmetrically increased signals in the hippocampus but
asymmetric hippocampal atrophy, which was coincident
with the inferred epileptogenic zone (EZ). One patient with
bilateral hippocampal atrophy was excluded from the out-
come analysis due to postoperative meningitis. Finally,
among the seven patients with bilateral hippocampal atro-
phy, all the seizure-free patients (n = 5) presented the
Asn171Asn genotype; the others who persisted with sei-
zures (n = 2) had the Asn171Ser variant allele (p = 0.048).

Discussion. Using a candidate gene approach, we
found that the PRNP variant Asnl71Ser is highly
associated with medically untreatable MTLE-HS
and independently influences the postsurgical sei-
zure outcome of patients.

The association between PRNP and epilepsy and
especially with MTLE-HS is plausible and supported
by previous in vivo and in vitro experimental data.
Mice devoid of PRNP presented a higher sensitivity
to seizures chemically induced by different agents in
four different protocols.?’ This hyperexcitability can
be related or attributed to the interaction of at least
five distinct abnormalities reported in those animals:
1) disrupted Ca " *-activated K* currents, with loss of
I;ap conductance in the hippocampus'®; 2) abnormal
GABA-A inhibition in the hippocampus'?; 3) mossy
fiber reorganization in the hippocampus®; 4) higher
levels of oxidative stress in the neocortex and hip-
pocampus’®; and 5) changes in ectonucleotidases in
both hippocampus and neocortex.”” Furthermore,
postnatal PrP°¢ knockout mice showed a significant
reduction of after hyperpolarization potentials in the
hippocampus.”” These findings suggest that altered
PrP¢ functions could contribute to modifications of
the intrinsic physiology of neurons and the neural
network related to mechanisms of epileptogenesis,
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particularly in the mesial temporal lobe structures.*
The exact role of PRNP variant alleles in PrP® func-
tions and in MTLE-HS remains to be determined. Po-
sition 171 is close to the site where PrP¢ interacts with
laminin, mediating neuritogenesis,'” which is closely
related to neuroplasticity and epileptogenesis.*

It would be important to establish why modifica-
tions in an abundantly expressed neuronal protein
would affect focal epileptogenicity. A possible expla-
nation could be that changes in PrP° function (in
humans) or the absence of PrP° (in knockout mice)
do not cause epilepsy but induce a proepileptogenic
state that, in association with other inborn (genetic
or developmental) or acquired (lesion) abnormalities
(including a surgical scar), predisposes to temporal
lobe epileptogenesis. It was surprising that the
PRNP variant allele Asn171Ser does not correlate
with presurgical variables; however, this finding is
in agreement with the lack of association between
those already studied presurgical variables and sur-
gical outcome. Association between variant alleles,
seizure semiology, and ictal electrophysiology pat-
terns in MTLE-HS or even in other epileptic syn-
dromes is an important point to be investigated in
the future.

Although nonsignificant, the trend toward an as-
sociation between epilepsy and the variant allele
Val129Val is still interesting. The critical localiza-
tion of amino acid 129 at the first PrP® «-helix ren-
ders it important for protein conformation.’® We
speculate that the amino acid composition at this
position might be directly related to protein function
or interfere with other PrP® domains with biologic
activity.

The PRNP variant allele at codon 171 was found
in many but not all patients with epilepsy. In addi-
tion, despite the association of the Asnl71Ser vari-
ant allele with surgical failure, many patients who
presented the variant allele became seizure free.
These findings suggest that PRNP contributes only
partially to the penetrance of MTLE-HS and its sur-
gical outcome, possibly providing a genetic liability
for developing the condition. However, only those in-
dividuals whose liability crosses the threshold would
actually be at risk. In fact, it is well known that
epilepsies in general are caused by the interaction of
genetic and environmental factors. In these cases, as
for other non-mendelian diseases, the combination of
susceptibility alleles across the genome that is neces-
sary for disease development provides only a risk of
developing the disorder.”** The lack of association
between familial history of epilepsy or seizures and
the variant alleles also suggests that a complex pat-
tern of inheritance is involved.®

The PRNP variant allele Ans171Ser is highly
prevalent in patients with untreatable MTLE-HS
and influences their surgical outcome, suggesting
that PRNP modifications may play a role in the pro-
cess of epileptogenesis of the most common type of
surgically remediable epileptic syndrome.® If con-
firmed by studies in independent patient population
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samples, determination of PRNP sequences could
improve the diagnosis and identification of high-risk
groups, provide a basis for genetic counseling, and
possibly lead to new therapeutic targets for the pre-
vention and treatment of MTLE-HS.
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