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RESUMO

SILVA ICR. Isolamento e analise de regides de cromatina nativa contendo segmentos de
DNA na conformacdao Z em diferentes tipos celulares. [tese]. Brasilia: Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia; 2010.

O Z-DNA é uma estrutura energeticamente desfavoravel do DNA que pode ser formada sob
certas condicdes fisioldgicas e é conhecida por estar envolvida em uma série de atividades
bioldgicas como a regulacao da transcricdo. O presente estudo teve como objetivo identificar
regioes gendmicas em conformacdo de Z-DNA no genoma humano. Para a pesquisa destas
regidoes na conformacdo Z no nucleo da célula, um vetor que contém informacdo genética
para a expressao de um fragmento de anticorpo que reconhece Z-DNA (pMACIA scFvZ22NLS)
foi transfectado em linhagens celulares humanas MCF-7 e A549, anteriormente a
imunoprecipitacdo de cromatina com uso de agente fixador (XChIP) e clonagem. Outra
estratégia substituiu a transfeccdo por um anticorpo monoclonal anti-Z-DNA, em uma
estratégia ChIP sem o uso de fixadores (NChIP). Poucas sequéncias foram recuperadas
destes experimentos e foram analisadas conforme seu contelddo. Analise de dados por
ferramentas de bioinformatica mostraram trés regides no cromossomo 1 e uma no
cromossomo 12 que contém sequéncias potenciais formadoras de Z-DNA e foram
confirmadas pelos programas Z-Catcher e Z-Hunt. Dentre elas, uma no cromossomo 1
contém regido repetitivas identificadas pelo programa Repeat Masker do tipo SINE/Alu, e
tem similaridade com o segundo intron do gene TMCC2 (transmembrane and coiled-coil
domain family 2), que codifica a proteina cerebral n.11. A quantificagcdo, por meio da PCR
quantitativa em tempo Real, dos fragmentos recuperados pela estratégia de ChlIP, revelou
gue independente do tipo celular, na mesma regido, a recuperacao foi estatisticamente
igual, porém a estratégia ChlIP livre de formaldeido recuperou uma maior quantidade de
cada sequéncia formadora de Z. Estes dados sugerem a presenca de sequéncias potenciais
formadoras de Z-DNA que podem ser investigadas como potenciais elementos regulatérios.

Descritores: Z-DNA. Linhagem de células humanas. NChIP. XChIP.



ABSTRACT

SILVA ICR. Isolation and analysis of native chromatin regions containing Z conformation
DNA segments in different cell types. [thesis]. Brasilia: Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia; 2010.

Left handed Z-DNA is an energetically unfavorable DNA structure that could be formed
under certain physiological conditions and is involved in a number of cellular actives, such as
transcription regulation. The present study focuses on identifying the distributions of Z-DNA
regions in the human genome. To search for Z-DNA regions in the cell nucleus, a vector that
codes for an antibody fragment that recognize Z-DNA (pMACIA scFvZ22NLS) was transfected
into human cancers MCF7 and A549 cell lines, prior to a chromatin immunoprecipitation
with fixeR agent (XChIP) and cloning approach. Another strategy used a monoclonal
antibody against Z-DNA in a ChIP without fixer agents (NChIP). Few sequences were
recovered from these experiments and they were analyzed for their nucleotide sequences.
Bioinformatics analysis pointed three regions at chromosome 1 and one at chromosome 12
that presented potential Z- regions and these results were corroborated by the Z-Hunt and
Z-Catcher softwares. Among them, one located at human chromosome 1, identified by the
Repeat Masker software for harboring SINE/Alu repetitive elements, has similarity with the
second intronic region of the TMCC2 (transmembrane and coiled-coil domain family 2) gene,
which encondes for the cerebral protein n. 11. The quantification, through Real time
guantitative PCR, of the fragments recovered by ChIP strategy, revealed that independently
of cell type the Z-DNA conformation was present in the same region of the genome. The
recovery of these segments was statistically similar in both strategies used; nevertheless the
one free from formaldehyde ChIP recovered quantitatively most sequences. These data
suggest the presence of physiologically relevant Z-DNA forming sequences in the human
genome which may potentially play a role as regulatory elements. Hence, further
investigations to determine its function are required.

Keywords: Z-DNA. Cell line. XChIP. NChIP.
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1 INTRODUCAO

1.1 Z-DNA

1.1.1 A conformagao Z-DNA

O Z-DNA é uma conformacdo alternativa do DNA, geralmente adotada em regides de
alternancia de purinas — pirimidinas na sequéncia polinucleotidica, sendo a repeticdo dGdC a
mais favordvel. A relacdo entre o Z-DNA e o mais conhecido B-DNA foi estabelecida na
década de 70 (Wang et al., 1979).

Experimentos demonstraram que a exposicdao de sequéncias de DNA poli d(GC) a
altas concentra¢des de sal (4M de NaCl) resultava na inversdao do espectro de dicroismo
circular, devido a formacdo de uma estrutura secundaria de DNA ndo usual (Pohl e Jovin,
1972). Posteriormente, a analise estrutural detalhada deste tipo de amostra por cristalografia
de raios-X mostrou que o DNA forma uma estrutura em hélice orientada a esquerda, com
pontes glicosidicas se alternando em conformac3o anti e syn'. Nesta estrutura, o esqueleto
fosfato assume uma orientacdo em zig-zag - o que caracteriza o termo Z-DNA. Observou-se
ainda que o estado menos energético da molécula de DNA em solucdo fisioldgica era o de
conformacdo B, enquanto a conformacdo em Z, o estado energético mais elevado.

Devido ao fato que as purinas podem formar conformacdo syn sem grandes perdas

energéticas, tornou-se perceptivel que uma sequéncia especifica de pares de bases era

1 . . ~ . ~ . i1 . ~
Os termos syn e anti referem-se a orientagdo da ligagdo glicosidica. As purinas assumem duas conformagdes:
anti ou syn. As pirimidinas, como sé tém um anel, ocorrem na conformacgao anti.
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importante na determinacdo da energia necessdria para a mudanca de B-DNA para Z-DNA
(Rich et al., 1984). As sequéncias que mais prontamente eram convertidas tinham
alternancias de purinas e pirimidinas, especialmente de C e G. Esta mudanc¢a também ocorria
facilmente com alternancias de CA em uma fita e TG na outra (Nordheim et al., 1981;
Haniford e Pulleyblank, 1983). Porém, foi demonstrado que outras sequéncias sdo capazes de
formar Z-DNA, como a TT (Feigon et al., 1985).

A figura 1 apresenta um modelo esquematico da comparagao do B-DNA e Z-DNA.

Figura 1 — Diagramas de linhas das conformagdes B e Z do DNA. O pareamento das bases em ambas as
estruturas é do tipo Watson-Crick. Os nucleotideos estdo codificados por cor (a citosina estd representada em
amarelo; guanina em azul, timina em verde e adenina em vermelho). O B-DNA é uma dupla hélice orientada a
direita com passo de 3,4nm e 10 pares de bases por volta. O Z-DNA é uma dupla hélice com orientagdo a
esquerda, forma um zig-zag com passo de 4,5nM e 12 pares de bases por volta.

Fonte: Morange (2007)
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1.1.2 Atividades bioldgicas que facilitam a formacao de Z-DNA in vivo

As descobertas sobre Z-DNA estimularam os quimicos a estudarem as mudancas
conformacionais do DNA. No entanto, a relevancia biolégica do Z-DNA tem sido controversa
desde a sua descoberta. Apesar das condicdes iGnicas que foram adequadas para estabilizar
o0 Z-DNA em muitos experimentos serem diferentes das condigdes celulares, demonstrou-se
que a metilagdo de citosinas, e cdtions esperminas e espermidinas também podem
estabilizar o Z-DNA in vivo (Behe e Felsenfeld, 1981). Posteriormente, a descoberta de que o
superenovelamento negativo dos plasmideos em procariotos poderia estabilizar o Z-DNA
(Haniford e Pulleyblank, 1983) reforcou a hipdtese de que o Z-DNA ocorre in vivo.

Outras andlises foram efetuadas para determinar a energia que era requerida para o
superenovelamento de um plasmideo com uma sequéncia particular que alterna da forma B
para a forma Z. A energética destas conformacgdes foi estudada para diferentes sequéncias
(Ellison et. al., 1985). Este conhecimento levou Ellison et al (1985) a desenvolverem um
algoritmo para predizer a propensao de qualquer sequéncia do DNA alternar da forma B para
a forma Z, o Z-Hunt. Posteriormente, este algoritmo foi atualizado por Champ et al. (2004)

para o mapeamento do Z-DNA no cromossomo 22.

1.1.3 Z-DNA como antigeno

Contudo, o fundamento em direcdo a demonstracdo da funcdo biolégica do Z-DNA
veio da pesquisa no ramo da imunologia. Isto foi possivel porque diferentemente do B-DNA,

o Z-DNA ¢ altamente antigénico: tanto anticorpos policlonais (Lafer et al., 1981) quanto
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monoclonais (Moller et al., 1982) podem se ligar as moléculas de Z-DNA. A caracterizacao
destes anticorpos levou a descoberta de que anticorpos anti-Z-DNA s3do encontrados em
doencas auto-imunes humanas, especialmente o lupus eritematoso sistémico (Lafer et al.,
1983).

Alguns anticorpos anti-Z-DNA tém sido preparados, os quais apresentam varia¢do de
especificidade quanto a diferentes sequéncias formadoras de Z-DNA. Este fato pode levar a
crer que o Z-DNA apresente mais de um determinante antigénico na sua estrutura (Sanford e
Stollar, 1990). Dois diferentes modelos de especificidade para anticorpos anti-Z-DNA foram
identificados em varios anticorpos monoclonais gerados em camundongo C57BL/6: O Z44 e o
222.

O anticorpo monoclonal Z44 liga-se ao Z-DNA somente quando a sequéncia
nucleotidica estd em perfeita alternancia dG-dC (Nordheim et al., 1986). Por outro lado, o
anticorpo monoclonal Z22 reconhece o Z-DNA em variadas sequéncias de bases, incluindo
(dG-dC)n. (dG-dC)n; (dT-dG)n.(dC-dA)n; (dG-dme5C)n. (dG-dme5C)n e (dG-dBr5C)n.(dG-
dBr5C)n (Moller et al., 1982). Sanford e Stollar (1990) demonstraram um intimo contato de
Z44 com o préton do carbono C5 da citosina. Por isso, quando o Z-DNA se encontra metilado
nesta posicdo [d(G-m5C)3], observa-se uma diminuicdo da ligacdo do Z44 a sequéncia de Z-
DNA.

Para o Z22, os mesmos autores demonstraram que o préton do carbono C8 da
guanidina, localizado préoximo ao esqueleto acucar-fosfato, desempenha um papel
importante na interagdo antigeno-anticorpo. Porém, diferentemente de Z44, a ligacdo do
Z22 ao Z-DNA ndo é bloqueada pela presenca do grupo metil no carbono C5 da citosina.
Estudos complementares apontaram que estes anticorpos monoclonais reconhecem

diferentes regides do DNA: o Z44 se liga as bases expostas na superficie que substitui a fenda
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maior; e, o Z22 interage, pelo menos em parte, com o esqueleto fosfodiéster do DNA.
Posteriormente, Brigido e Stollar (1991), clonaram e sequenciaram o cDNA dos dominios de
cadeia leve e de cadeia pesada V| e V dos anticorpos Z22 e Z44.

Anticorpos anti-Z-DNA também s3o uma poderosa ferramenta para avaliar a
organizacdo do cromossomo. Eles ligam-se a regides de interbandas de cromossomos
politénicos de Drosophila e esta ligacdo é particularmente forte em regides de puff, onde ha

sitios com atividade transcricional aumentada (Nordheim et al., 1981).

1.1.4 Z-DNA e a transcrigao

Outras pesquisas indicaram uma associacao da formacgdo de Z-DNA a transcricdo. Esta
hipétese baseia-se no fato de que frente ao movimento da polimerase sdo desenvolvidas
tor¢Oes positivas das fitas. Apesar das topoisomerases atuarem no relaxamento da superficie
do DNA, o movimento continuado das RNA polimerases gera mais tor¢cbes negativas na fita
do que as topoisomerases sdo capazes de relaxar. Quando cessa a transcri¢dao, as
topoisomerases rapidamente agem convertendo o DNA de volta a conformacdo B. Entdo, o Z-
DNA foi visto como uma conformacdo transiente, servindo de tampdo para o
superenovelamento negativo, que é formada e desfeita, dependendo da atividade fisioldgica.

Para estudar mais diretamente a associacao entre Z-DNA e transcri¢cdo, pesquisadores
utilizaram células de mamiferos encapsuladas em microcapsulas de agarose e tratadas com
detergente suave para lisar a membrana plasmatica, sem alterar o nucleo, o que permite
reproduzir a taxa de transcricdo in vivo (Jackson, Yuan e Cook, 1988). Com o uso de

anticorpos monoclonais biotinilados contra o Z-DNA, o nivel de Z-DNA foi determinado
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nestes nucleos e demonstrou-se ser regulado pela tor¢cdo da fita (Wittig, Dorbic e Rich,
1989). Além disso, um aumento na atividade transcricional dos nucleos embebidos
resultaram em um aumento paralelo da quantidade de Z-DNA especifico (Wittig, Dorbic e
Rich, 1991). Por meio do uso de raios ultravioletas para a determinacdo da ligacdo cruzada de
proteina — DNA, eles ligaram anticorpos anti-Z-DNA biotinilados ao DNA. Assim, foi possivel
isolar fragmentos restritos de DNA que eram ligados aos anticorpos e investigar as
sequéncias de nucleotideos especificas (Wittig et al., 1992).

Em um estudo posterior foram encontradas trés regides préoximas aos promotores do
gene c¢c-MYC (conhecido protooncogene) que formavam Z-DNA quando este gene era
expresso, e os nucleotideos desta regido foram identificados. Entretanto, essas regidoes
rapidamente se revertiam a B-DNA se a transcricdao do c-MYC fosse desligada (Wolfl, Wittig e

Rich, 1995).

1.1.5 Z-DNA emerge como regulador

No inicio dos anos 2000, foi observado que o Z-DNA serve como substrato da enzima
Uracil Desaminase interferindo com o processo de edicdo de RNA. Essa reafirmacdo do Z-
DNA como alvo de regulacdo, realimentou a hipdtese de sua participacdo em processos
fundamentais do metabolismo informacional (Oh, Kim e Rich, 2002; Gagna e Lambert, 2003).
Liu et al (2001) também levantaram a possibilidade que o Z-DNA pode ser um
componente importante na regulacdo de certos genes de mamiferos. A pesquisa sobre os

genes regulados pelo fator BAF, um complexo de remodelagem de cromatina em mamiferos,
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andlogo ao complexo SWI/SNF de leveduras, sugeriu a fun¢do do Z-DNA como regulador da
transcricdo quando acoplado com o fator nuclear | (NFI).

Naquele estudo, arranjos de DNA foram usados para fazer uma triagem de uma
biblioteca de genes que eram reguladas pelo complexo BAF em mamiferos. A triagem
identificou 80 sequéncias de mRNA cujos os niveis eram elevados e dois sofreram supressao
pelo complexo BAF. Uma analise bioquimica detalhada do gene do fator de crescimento
estimulante da col6nia-l (CSF-1), associado a um dos mRNAs induzidos, revelou uma
formacdo de Z-DNA cldssica (do tipo repeticdo CA/TG), imediatamente a montante do sitio
consenso NFI. A substituicdo desta sequéncia repetitiva CA/TG por uma sequéncia aleatoria
resultou em uma atividade supressora do promotor do gene CSF-1.

No trabalho de Champ et al. (2004), questionou-se o mecanismo de acoplamento da
ativacdo do NFI com Z-DNA induzido por transcricdo poderia ser Unico para o gene CSF-I, ou
se seria caracteristico para uma ampla classe de genes regulados similarmente. No estudo
atual, sequéncias que tém um forte potencial termodinamico para formar Z-DNA e se ligar ao
NFI foram identificadas no cromossomo 22 humano. Os resultados indicaram que um grupo
bem definido de genes humanos pode ser regulado pelo acoplamento do Z-DNA com fator

de transcricdo NFI de eucariotos.

1.1.6 Proteinas Ligantes a Z-DNA

Devido ao fato que a conformacao Z-DNA ter sido postulada para funcionar com um
elemento cis, a identificacdo de proteinas que se ligam de um modo especifico a estrutura do
Z-DNA tem auxiliado na tentativa de identificacdo das func¢des bioldgicas do Z-DNA in vivo.

Nas décadas passadas, algumas proteinas ligantes ao Z-DNA foram identificadas em Vaccinia
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virus, Escherichia coli, Drosophila, galinha, rato, boi, e no nucleo de células humanas
(Rothenburg et al., 2002). Apesar das funcGes da maioria destas proteinas ligantes a Z-DNA
ndo terem sido completamente estabelecidas, as evidéncias mostram que elas participam de
vias importantes na expressdo génica, na recombinacdo do DNA, na edicdo do RNA, na
patogenicidade viral e no desenvolvimento tumoral, revisto por Rich e Zhang (2003). A
enzima Desaminase de Adenosina de RNA-fita dupla (ADAR1), E3L e DLM-1 estdo entre as
proteinas estudadas. O dominio de ligagdo a Z-DNA destas proteinas, Z-alfa, demonstra alta
similaridade de sequéncia adotando conformacao wiged-helix e liga-se a estrutura do Z-DNA

de maneira especifica.

1.1.6.1 ADAR1

ADAR1 é um membro da familia das desaminases cuja expressdo é induzida por
interferon (IFN). Pela conversdo de adeninas em inosinas, ADAR1 é uma importante molécula
para geracdo da diversidade de RNA e de proteinas. Existem dois motivos de ligacdo ao Z-
DNA: Z-alfa e Z-beta. O Z-alfa pertence a familia das proteinas winged-helix e é capaz de se
ligar especificamente ao Z-DNA com K4 de ~4 mM (Oh, Kim e Rich, 2002). Uma interacdo
entre Z-alfa (ADAR1) e DNA plasmidial superenovelado contendo insertos GC(13) ou
GC(2)CGC(10) foi observada em microscopia de forca atébmica (Kim et al., 2004). A ligacdo de
ADAR1 em uma estrutura Z-DNA pode aumentar a eficiéncia da edicdo A-para-l in vitro

(Koeris et al., 2005).

Propde-se que a estrutura de Z-DNA induzida pela movimentacdo da enzima RNA
polimerase em uma sequéncia apropriada seja capaz de recrutar a proteina ADAR1 no sitio

de transcricdo ao lado da maquinaria de transcricdo para edicdo da nova fita de RNA
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sintetizado (Oh, Kim e Rich, 2002). Além de revelar a edicdo de RNA, o estudo utilizou um
gene reporter sob o controle de um promotor minimo com uma sequéncia formadora de Z-
DNA na vizinhanga, e demonstrou que a interagao Z-DNA e ADAR1 aumentam a atividade do
promotor. Quando Z-alfa (ADAR1) é expresso na célula, ocorre um aumento substancial da
transcricdo do gene repodrter, e esse resultado sugere que a formacdo de Z-DNA na regido

promotora é induzida ou estabilizada pela proteina ligante ao Z-DNA.

1.1.6.2 Proteina EL3 de Vaccinia virus (VV)

E3L é uma proteina codificada pelo gene de resisténcia a interferons no VV. O dominio
N-terminal da proteina E3L tem similaridade de sequéncia a regido de Z-alfa encontrada
ADAR1 e DLM-1, mas tem baixa afinidade de ligagdo a Z-DNA quando comparada com suas
homdlogas, devido ao residuo Y48 no dominio Z-alfa, que adota uma conformacao diferente
na cadeia quando requer um rearranjo para ligacdo de Z-DNA. Ambos os dominios de ligacdo
a dupla fita de RNA: Z-alfa e C-terminal sdo convocados para replicacdo de VV em inumeras
células hospedeiras (Beattie et al., 1996), e para patogenicidade no modelo murino (Brandt e

Jacobs, 2001).

Os Vaccinia virus que contém uma delecdo na regido N-terminal (incluindo o dominio
de ligacdo a Z-DNA) de E3L sdo atenuados para neuropatogenicidade e falham na infec¢do de
pulmd&es ou cérebros apds instalagdo intranasal em camundongos C57BL/6. Pesquisadores
tém considerado o uso de virus recombinantes como vacinas para protecdo contra sarampo
devido ao decréscimo da neuroviruléncia (Brandt et al., 2005). Os VV preservam sua a
patogenicidade quando os dominios ligantes a Z-DNA da proteina E3L sdo trocados por

dominios de ligacdo a Z-DNA similares aos de ADAR1 e DLM-1 (Kim et al., 2003).
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Recentemente estudou-se que a proteina E3L (ou apenas o dominio Z-alfa) aumenta a
expressdao do gene repoérter de cinco a dez vezes, nas células Hela, quando um promotor
minimo contendo elementos IL-6,NF-AP ou p53 a jusante do TATA Box estd presente; e até
mesmo aumenta duas vezes a expressdao com um promotor basico contendo somente TATA
box, mas ndo mostra efeitos sobre o gene repdrter se houver a perda do TATA box ou se
contiver elementos CREB, AT-1 ou NF kappa B a montante do TATA box. A proteina E3L, seu
dominio Z-alfa, ou proteinas quiméricas cujo dominio Z-alfa foi trocado pelo dominio Z-alfa
de ADAR1 ou DLM-1, protegiam significativamente células Hela da apoptose induzida por
higromicina-B em um experimento dose-tempo dependente (Kwon e Rich, 2005). Se uma
delecdo ou uma mutacdo de ponto for introduzida na regido Z-alfa, o efeito da protecao

desaparece, indicando que a ligacdo a Z-DNA é essencial para essa atividade.

1.1.6.3DLM-1

DLM-1 é também conhecida como a proteina 1 ligante a Z-DNA(ZBP1). A capacidade
ligante a Z-DNA desta proteina foi identificada pela busca de sequéncia em bancos de dados
com homologia a regido de Z-alfa ADAR1 (Schwartz et al.,, 2001). DLM1 é uma proteina
associado a um tumor, predominantemente expressa em tecidos linfaticos. A expressdo de
DLM-1 é induzida por IFN-gama ou lipo-polissacaridios nos macréfagos peritoneais de
camundongos. Sendo assim, especula-se que esteja envolvida nas respostas do hospedeiro

contra estresse celulares, incluindo tumoregénese e infeccdo viral (Fu et al., 1999).

A potencial funcdo de DLM-1, e particularmente a sua potencial func¢do de ligacdo a Z-
DNA, no desenvolvimento do tumor e na resposta ao estresse permanece por ser

esclarecida.
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Proteinas ligantes a Z-DNA compartilham caracteristicas estruturais comuns; por
exemplo, peptideos com alterndncia de lisinas (como os KGKGKGK) podem ligar-se
especificamente ao Z-DNA (Kim et al., 2006) e este tipo de sequéncia pode ser encontrada
em muitas proteinas. Estas observacdes fornecem uma forte evidéncia que interacdo do
dominio de ligagdo a Z-DNA e a estrutura de Z-DNA é crucial a fungdo bioldgica dessas

proteinas.

1.1.7 Doeng¢as Humanas e Z-DNA

1.1.7.1 Z-DNA e Pontos de translocacdao cromossomal em Canceres nos Tecidos Sanguineos

As translocacdes cromossomais estdo entre as alteracdes genéticas mais comuns em
canceres de tecidos sanguineos (leucemias, linfomas e mielomas). Genes de receptores para
imunoglobulinas e células-T estdo entre os loci que frequentemente sofrem translocacdes,
pois as quebras de DNA dupla fita ocorrem naturalmente durante a recombinacdo V(D)J para
producdo de anticorpos rearranjados ou de genes de receptores de antigenos (Sadofsky,
2001). Curiosamente, muitos pontos quentes de quebra encontrados em oncogenes ndo tém
homologia com nenhuma sequéncia V(D)] nem com sitios com reconhecimento da
recombinase, indicando que eles, entdo, ndo sdo o resultado de uma recombinacao V(D))
(Hecht e Aster, 2000). Por outro lado, eles freqlientemente estdo associados a regides

formadoras de Z-DNA ou de estruturas ndo-B-DNA.

Um exemplo disto é a translocacdo t(12;21)(p13g22),que fusiona os genes ETV6 e
AML1. Esta é a translocacdo cromossomal mais freqlientemente associada com leucemia

linfoblastica aguda infantil em precursores de células-B. Varios pontos quentes de quebra e
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polimorfismo de insercdo foram encontrados proximos a sitios de alternancia purina-

piridimidina formadores de Z-DNA no gene ETV6 (Thandla et al., 1999).

Boehm et al. (1989), examinaram os pontos de quebra de trés transloca¢des tumores-
especificas nas quais os genes relatados de ambos cromossomos ndo estdo ativamente
transcritos. Todas as trés translocacdes estudadas, uma translocacdo tumor-especifica de
célula B t(11;14)(q13;32), e duas transloca¢des associadas as células T- t(11;14)(p13;q11) e
t(7;10)(q35;24), possuiam residuos de alternancia purina-pirimidina préximos de uma regiao
de quebra, a saber: células com uma sequéncia formadora de Z-DNA de 800 bp (préxima ao
ponto de quebra do cromossomo 11q13); células com uma translocagdo t(11;14)(p13;q11)
com regido formadora de Z-DNA adjacente com 62 bp no 11p13; e células com uma
sequéncia de 32 bp de alternancia de purina-pirimidina foi encontrada no sitio de

translocagao 10q24.

1.1.7.2 Z-DNA e outras doencas

Além das translocacdes em canceres de tecidos sanguineos, existem evidéncias que
sugerem a associacdo do Z-DNA com outras doencas humanas. Por exemplo, um aumento da
guantidade de Z-DNA tem sido detectada no DNA no hipocampo de pacientes com
Alzheimer, quando comparados com DNA de cérebro normal, embora a participacdo exata do

Z-DNA nesta diferenca ndo esteja completamente estabelecida (Suram et al., 2002).

Por outro lado, a resisténcia natural associada ao gene da proteina 1 do macréfago
(NRAMP1) parece influenciar a susceptibilidade a doencgas auto-imunes em humanos (artrite
reumatoide, diabetes do tipo 1, doenga de Crohn) e infeccciosas (tuberculose, leprose). Uma

sequéncia potencial formadora de Z-DNA no promotor do gene NRAMP1 esta envolvida na
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sua regulacdo, e um polimorfismo associado a repeticdo de dinucleotideos que compdem o

Z-DNA contribui diretamente para susceptibilidade a doenca (Takahashi et al., 2004).

A carcinogénese induzida por metais também pode ser devida a presenca de Z-DNA.
Estudos apontam que ions metalicos como o niquel podem induzir ou estabilizar estruturas

em conformacdo Z (Liquier et al., 1984).

1.1.8 A instabilidade genética pode ser induzida pela presenca de Z-DNA

A instabilidade genética é apontada como causa de muitas doencas incluindo cancer e
distuirbios neuroldgicos. Ha evidéncias significantivas que estruturas com conformacoes
diferentes da B-DNA possam induzir a instabilidade genética (Wang e Vasquez, 2006).
Expansdes de trinucleotideos repetidos sdo agentes associados a doencas como a Sindrome
do X-fragil, a Coréia de Huntington, a ataxia de Friedreich e a distrofia miotonica (Bowater e
Wells, 2001), e podem estar associados a formacdo de Z-DNA. Certos sitios frageis ou pontos
guentes de mutacdo do genoma candidatos a apresentarem quebras de DNA, translocacgdes,
insercoes, delecdes e amplificacbes sdo associados com variacdes na estrutura do DNA. Uma
possivel explicacdo para este fato pode ser a questdo apontada por Zhang e Rowley (2006)
gue colocalizaram sitios de quebra pela topoisomerase Il e sitios hipersensiveis a DNasel com
pontos quentes de quebra genOmica e varias transloca¢cdes cromossémicas em leucemias.
Notavelmente, a estrutura do DNA, além da sequéncia primaria, pode ser responsavel pela
quebra pela topoisomerase Il e DNase | in vivo (Borde e Duguet, 1998). O Z-DNA é um dos
elementos mais freqiientes que ocorrem nestes sitios pontos quentes de mutagdo. A enzima

DNase | cliva a fita simples de DNA na juncao B-Z e a topoisomerase Il tem preferéncia por
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clivar sequéncias formadoras de Z-DNA (Sabourin et al., 2003) .

A hipdtese que o Z-DNA esta associado com a instabilidade genética é apontada na

figura 2.

170 240

10 (I

Delegao

Translocagao

Figura 2 — A estrutura do Z-DNA induz instabilidade genética em células de mamiferos. A caixa vermelha
mostra a estrutura de Z-DNA formada in vivo, que é reconhecida e clivada por enzimas ainda indefinidas. Este
processo resulta em quebras na dupla fita de DNA. O reparo inadequado da dupla fita pode resultar em
delegdes, translocagdes ou rearranjos. Fonte: Wang e Vasquez (2007).
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1.2 Imunoprecipitag¢do de cromatina: principios, aplicagcdes e variagdes da estratégia

1.2.1 Principios da Imunoprecipitacao de Cromatina

A interacdo entre as proteinas e o DNA é essencial para muitas fungdes celulares
como a replicacdo e o reparo do DNA, a manutencdo da estabilidade genémica, a segregacao
dos cromossomos durante a divisdo celular e a regulacdo da expressao génica. A transcri¢ao
é controlada pela associacdo dinamica de fatores de transcricdo ou modificadores de
cromatina com sequéncias alvo do DNA dentro das regides regulatérias do gene. Estas
associagées sao moduladas por modificacdes do DNA (metilagdo de dinucleotideos CpG),
modificacOes pds traducionais de histonas (fosforilagdo, ubiquitinacdo, acetilagdao, metilagao)
e a incorporagdes de variantes de histonas. Se forem herdadas, estas alteragbes sao
denominadas como modificagdes epigenéticas.

Ha varios registros de métodos desenvolvidos para a compreensdo dos eventos de
interacdo DNA-proteina, dentre as estratégias, destaca-se a imunoprecipitacdo de cromatina
(ChIP). O principio da técnica é utilizar um anticorpo para identificar a presenca de proteinas
especificas (e, se for o caso, com modificacdes estruturais) associadas as regidoes de DNA em

estudo.

1.2.2 Etapas do experimento

Segundo Spencer et al. (2003) o ChIP padrdo é composto das seguintes etapas: as
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células sdo incubadas por um curto periodo com um agente fixador, para promover a ligacdo
covalente do DNA com suas proteinas. Em seguida, a amostra é fragmentada por sonicacao,
e o lisado é centrifugado para remover debris celulares insoltveis. O lisado é incubado com
um anticorpo primario, e os complexos antigeno- anticorpo sdao capturados com bilhas de
proteina A ou G sefarose (a depender da natureza do anticorpo). A sefarose é lavada muitas
vezes com tampdes contendo diferentes concentracbes de sal e detergentes, e os
imunocomplexos sdao eluidos das bilhas de sefarose com um tampao de eluicdo com alta
concentracao de detergentes. Por fim, efetua-se a reversao da ligacdo DNA — proteina, e o
DNA de interesse é isolado por extracdo fendlica e precipitacgio com etanol. O esquema

basico do experimento esta descrito na figura 3.

Ligacdo cruzada

induzida por
formaldeido g - g™
S~ = g "~
LA ——— T Bl
Sonicacdo para T e e
fragmentar a Anticorpo contra histona acetilada
cromatina Y Jm,
mﬂé' et et
-fCD’
m’m, AP Imunoprecipitacdo

Nucleossomo-acetilados;
Reversdo da ligacdo cruzada

Obtencdo do DNA para outras Histonas ’ a
estrategias de analise , como a *

PCR.

Figura 3 — Representagao do protocolo basico de imunoprecipitagdo de cromatina. Neste caso, o estudo
exemplificado enfoca a busca por histonas acetiladas associadas ao DNA.
Fonte: Kuo e Allis (1999)
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Varios artigos apresentam diferentes versdes do protocolo padrdo de ChIP. Estas
alteragdes, juntamente com reflexdes sobre os pontos cruciais do ensaio, serao discutidas a

diante.

1.2.3 Parametros criticos do ChIP

1.2.3.1 Tamanho da amostra

Um dos grandes pontos criticos dos protocolos de ChIP é justamente a quantidade de
células empregadas. O protocolo classico sugere que o nimero de células seja entre 10° e
10’ células, mas ha autores que descreveram um nimero superior, como foi o nimero usado
por Martone et al (2003), no mapeamento dos sitios de ligacdo de NF-kB ao longo do
cromossomo 22 humano (5X10°2 células).

Porém, nem sempre a amostra a ser estudada se trata de uma linhagem celular,
obtida com abundancia nos laboratérios de cultura de células, mas sim de amostras de
bidpsia de paciente ou até mesmo de células tronco de um embridao em fase de
diferenciacdo. Para isto, pesquisadores desenvolveram adaptacdes elegantes ao protocolo de

ChIP, com intuito de reduzir o numero de células a serem analisadas.

1.2.3.1.1 Q2 ChIP- Quick and Quantitative Chromatin Immunoprecipitation assay

Outra proposta foi feita por Dahl e Collas (2007). O protocolo é livre de agentes
radioativos, e pode ser aplicado as amostras com 1.000 a 100.000 células. A estratégia
permite o uso de agentes fixadores, assim pode ser empregada tanto no estudo de histonas,

guanto para fatores de transcricdo. A analise dos fragmentos imunoprecipitados é feita por
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meio de PCR quantitativa em tempo real. No ano seguinte, Dahl e Collas (2008) propuseram
uma metodologia para avaliagdo de um numero mais reduzido de células — 1.000 células —

com intuito de observar modifica¢cdes nas histonas H3 em bidpsias de osteosarcoma.

1.2.3.2 Uso de agentes fixadores

Os fixadores promovem a ligacdo covalente cruzada entre as proteinas e o DNA, e
assim, facilitam o isolamento de proteinas complexadas com DNA. A seguir, a descricdo do

fixador mais utilizado- formaldeido, e outras opgdes de fixadores.

1.2.3.2.1 Formaldeido

O formaldeido (HCHO), ou metanal, € um agente desnaturante que induz a ligacao
cruzada covalente entre proteinas-DNA, proteinas-RNA, e proteina-proteina e a reversao
desta ligacdo é facilmente realizada em laboratério, com adicdo de solucdo com alta
concentracdo de sal (Orlando, 2000; Buesa, 2008).

Uma das primeiras demonstracdes da ligacdo cruzada proteina-DNA em presenca de
metanal foi feita por Solomon et al. (1988), com intuito de se estudar, em drosofilideos, a
estrutura da cromatina de Proteinas de Choque Térmico HSP707, sob diferentes situacdes de

temperatura. Aproximadamente 15x10° células intactas de Drosophila melanogaster foram

? 0 termo Proteinas de Choque Térmico HSP70 segue a tradugao recomendada pelo Descritores de Ciéncias da
Saude, alterado em 2006.


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&task=exact_term&previous_page=homepage&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Proteínas%20de%20Choque%20Térmico%20HSP70
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tratadas com HCHO 1% por oito minutos, e em contraste com outro experimento realizado
pelos pesquisadores com um tempo de fixacdo com metanal de 100 horas, foi possivel
observar que o tempo inferior de fixacdo é adequado para induzir a ligacdo cruzada histona-
DNA, e minimiza a possibilidade de produzir ligacdes cruzadas entre as histonas. Como
resultado, os autores puderam avaliar que a histona H4 permanece ligada a regido génica,
independente da taxa de transcrigao.

O formaldeido reage principalmente com as cadeias laterais das lisinas e argininas
presentes nas proteinas e com componentes das purinas e piridiminas do DNA. Por outro
lado, o formaldeido ndo reage com o DNA fita dupla livre, e assim evitar dano ao DNA
(Orlando, Strutt e Paro, 1997).

A figura 4 mostra as principais reacdes quimicas entre o DNA e as proteinas

provocadas pela rea¢do cruzada com indugdo do formaldeido.
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Figura 4- Representacdo das reag6es quimicas durante a ligagdo cruzada do DNA e proteinas induzidas pelo
formaldeido. Formaldeido (HCHO) é um composto reativo dipolar em que o dtomo de carbono é um centro
nucleofilico. Grupos amino e imino das proteinas (por exemplo, as cadeiras laterais das lisinas e das argininas) e
dos acidos nucléicos (por exemplo, citosina) reagem com o HCHO, e pode levar a formacdo de uma base de
Schiff. Este intermedidrio pode reagir com um segundo grupo amino (reacdo Il), e promove a reagdo de
condensagﬁo3. As ligagGes cruzadas podem ser revertidas com tampdes contendo Tris-HCI. Isto leva a uma
queda de pH e protonagdo dos grupos aminos, assim forca o equilibrio na diregdo reversa. (a) ligagdo cruzada
do formaldeido com as cadeias lateriais de duas lisinas, (b) ligacdo cruzada que envolve citosina e lisina. Fonte:

3 Areacdo de condensacdo, segundo o IUPAC Compendium of Chemical Terminology, pode ser definida como
a reagdo quimica em que duas moléculas combinam-se para formar uma Unica molécula, e é acompanhada
da formagdo de dgua ou outra molécula pequena como a amonia.
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Orlando, Strutt e Paro, (1997)

1.2.3.2.2 Outros agentes fixadores

O formaldeido fornece poucos pontos para ligacdo cruzada e ndo é eficiente para
avaliar proteinas que estdo indiretamente associadas com o DNA, como os coativadores e
correpressores transcricionais. Por isso, outros agentes fixadores foram usados em
experimentos de imunoprecipitacdo de cromatina (Zeng et al., 2006).

Spencer et al. (2003) sugerem o uso de cisplatina como agente alternativo para
induzir ligacdo cruzada, ja que a resolugdo é o dobro do formaldeido (4 A), sendo de grande
utilidade para estudos de proteinas da matriz nuclear e sua ligacdo ao DNA. Por outro lado,
Nowak, Tian e Brasier (2005) utilizaram duas etapas de fixacdo em células Hela - a primeira
com o formaldeido e a segunda com éster de N-hidroxisuccinimida (NHS) - para avaliar as
redes de controle genético induzidas pelo fator de transcricado NF-kB, e verificaram que os
resultados foram mais reprodutiveis do que com apenas o formaldeido.

A tabela 1 resume os principais fixadores que podem ser utilizados nos experimentos
com ChlIP.

Tabela 1- Propriedades quimicas dos agentes de reagao-cruzada disponiveis para ChIP

Agente Grupo quimico Resolugéo N. de Solucdo Solucdo de trabalho
indutor (A) grupos estoque (mM)
Cisplatina Organometalico 4 2 100 nM 0,3-1,0
DMA Imidoester 8,6 2 -- 10
DMP Imidoester 9,2 2 -- 10
DMS Imidoester 11 2 -- 10
DSG NHS-ester 7,7 2 0,5M 2
DSS NHS-ester 11,4 2 0,5M 2
DSG NHS-ester 16,1 2 0,5M 2
Formaldeido Ponte de 2 2 37%(p/p) 1%(p/p)

metileno

Nota: DMA = dimetil adipidato; DMP=dimetil pimelimidato; DMS = dimetil suberimidato; NHS= N-
hidroxisuccinimida; DSS = disuccinmidil suberato; DSG = disuccinidil glutarato; EGS = succinimidilsuccinato
Fonte: Nowak, Tian e Brasier (2005)
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1.2.3.2.3 Problemas com a fixagdo e a Imunoprecipitagdo de cromatina nativa

A maioria dos epitopos reconhecidos por anticorpos contra histonas modificadas
podem ser rompidos ou destruidos pela acdo de agentes quimicos que provocam a reacao
cruzada, particularmente as reacdes que envolvem as lisinas das por¢des N-terminais das
proteinas. Estes e outros problemas, como a presenca de outras proteinas no sitio de
interacdo DNA-proteina alvo podem ser descritos na figura 5.

@ (i)

(iiii) (iv)

/'-‘-\
'_ J Nucleossomo
My DNA . Anticorpos o Proteinas
. . i S AN 4
n  ModificagGes nas L
| . LigagGes cruzadas
L! Histonas

Figura 5 — Complica¢des possiveis no experimento de ChIP - Formagao diferencial da liga¢dao cruzada de
proteinas-DNA. No caso ideal, nucleossomos ndo modificados (i) e modificados (ii) sdo eficientemente ligados
ao DNA. No caso (iii), a presenca de uma proteina que se liga a histona, ou ao DNA, previne a interagdo DNA-
proteina de interesse, por bloquear o motivo de ligagdo. No caso (iv), a presenga de uma lisina modificada
previne a ligagcdo-cruzada eficiente entre a histona e o DNA. Fonte: Hanlon e Lieb (2004)

Com intuito de eliminar estes problemas, os pesquisadores desenvolveram a
estratégia de Imunoprecipitacdo de Cromatina Nativa (NChIP). No inicio, a preparacao, livre
de agentes fixadores, utilizou nuclease de micrococo para isolar as regides da cromatina de

interesse (Gregory et al., 2001). As vantagens de NChIP, comparadas as de XChIP ( ChIP com
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agentes fixadores) podem ser resumidas na tabela 2.

Tabela 2- Vantagens e desvantagens da imunoprecipitacdo de cromatina usando cromatina fixada ou

nativa (XChIP e NChIP, respectivamente)

NChIP XChlIP

Vantagens Desvantagens Vantagens Desvantagens

A especificidade do N3o é uma ferramenta  Aplicavel a proteinas  E frequentemente ineficiente

anticorpo é atil para analisar nao-histona que se devido ao interrompimento
previsivel proteinas diferentes de ligam fracamente (ou do epitopo
histonas indiretamente) ao DNA
Preparacdo eficiente A digestdo seletiva Minimiza o rearranjo Uma fixacdo transiente ou
(o DNA e as da nuclease pode das histonas interacdes fortuitas podem
proteinas podem ser alterar as regides da fornecer resultados falso-
analisados) cromatina a serem positivos sobre as interacdes
estudadas DNA-proteina

Fonte: O’'neill e Turner (2003)

1.2.3.3 Anticorpos e os ensaios ChlIP: problemas de interpretacdo e quantificacdo

Os anticorpos sdo os fatores mais importantes para o sucesso de ChIP. O sucesso de
um anticorpo especifico em outros tipos de experimento, como Western blotting e
imunocitoquimica, nao significa automaticamente que este anticorpo era apropriado para
ChIP, e ele deve ser testado.

Neste sentido, Suka et al (2001) mostraram - com o uso de mutagdes sitio especificas
em histonas de leveduras e estratégias para validacdo dos anticorpos- que as
imunoglobulinas capazes de reconhecer as variagdes na estrutura quimica da proteina
podem falhar na especificidade quando forem utilizadas em ChlP.

Dentre outros problemas de interpretacdo de ChIP, podemos ressaltar que as

preparacoes diferentes de anticorpos tem propriedades distintas, e isto pode afetar os



36

resultados de ChlP. Anticorpos estdo disponiveis nas preparacdes monoclonais ou policlonais.
Anticorpos monoclonais tém alta especificidade quando comparados com soro policlonal,
mas o soro policlonal pode reconhecer uma série de epitopos da molécula-alvo, aumentando
os niveis de sinal de amostras com pouca abundancia. Para demonstrar este fato,
Edmondson et al. (2002) observaram que o anticorpo policlonal contra lisina 9 e 14 da histina
H3 (Upstate #06-599) reconhecem principalmente a lisina 9.

Além disso, a presenca de modificacdes de histonas adjacentes pode previnir o
reconhecimento pelo anticorpo. Por exemplo, o fosfato na serina 10 impede a ligagdo do
mesmo anticorpo policlonal anti-lisina 9/14 na cauda acetilada da histona H3 (Thomson,
Clayton e Mahadevan, 2001).

A figura 6 representa os principais problemas com o reconhecimento de anticorpos.

(b)

(i) (i) (i)
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Figura 6 — Complicacoes possiveis no experimento de ChIP - Acessibilidade variavel ao epitopo. Em todos os
trés casos apresentados, o nucleossomo contém uma modificagdo na histona de interesse. No caso (i), a

modificagdo poderia ser detectada por ChIP, entretanto nos casos (ii) e (iii) o epitopo ndo sera detectado
corretamente, devido ao bloqueio por competicdo direta (ii) ou bloqueio causado por uma proteina ligada a
alguma modificagdo na vizinhanga daquela em estudo (Hanlon e Lieb, 2004)
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Outro fator que altera os resultados de ChIP é a relacdo quantidade de DNA versus
anticorpo. Para garantir se diluicdes do material a ser imuprecipitado afetam na eficiéncia de
ChlP, Haring et al (2007) recomendam a titulacdo de cromatina em relacdo ao anticorpo
fixado. A comparacdo foi feita com o anticorpo contra histona H4 hiperacetilada (Upstate,
#06-946) e outro que reconhece um dominio invariante de H3 (H3 core, Abcam #AB1791).
Em ambos experimentos, os seguintes fatores de diluicdes de cromatina foram utilizados:
0, 1:2, 1:4; somente no experimento com H3 core uma maior diluicdo de cromatina aumenta

a recuparagao do material imunoprecipitado.

1.2.3.4 Controles para ChIP

Para assegurar a acuracia dos dados de ChlIP, Haring et al. (2007) sugerem o uso de
duas amostras controles especificas para o experimento ChIP: uma amostra de entrada
(input) e uma amostra sem adicdo do anticorpo. Se o experimento posterior for uma PCR, os
mesmos iniciadores devem ser utilizados para a amostra de interesse deverdo ser utilizados
na amplificagdo dos controles.

A finalidade destes controles é a seguinte: a amostra input serd um indicativo
guantitativo de cromatina usada na reacdo de ChIP. Trata-se de uma aliquota tomada do
experimento antes do preclearence com bilhas de sefarose, mas é submetida a reversdo da
ligacdo cruzada, para liberacdo do DNA. Além de servir como controle positivo, os dados
derivados da amostra input poderdo compor a normalizacdo dos resultados. Jd o controle
“anticorpo ndo relacionado” é uma amostra de cromatina na qual um anticorpo diferente do

especifico foi adicionado. Se o experimento posterior for uma gPCR, o resultante das
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amostras “anticorpo ndo relacionado” indicam que um background de sinal ocorreu na
preparacdo dos fragmentos ChIP. Este problema pode ser diminuido ao aumentar o nimero

de lavagens na etapa com bilhas de sefarose.

1.2.4 Tipos de abordagens que utilizam ChIP como ferramenta de analise

1.2.4.1 Estudo de modificagcdes em histonas

As fungdes regulatérias da cromatina sdo mediadas em parte por modificagdes pds-
traducionais nas por¢des N-terminais das histonas, tais como a metilagdao, acetilagao,
fosforilacdo e a ubiquitinacdo. Muitas destas modificacdes foram relacionadas a mecanismos
de ativagdo ou repressao do processo transcricional, enquanto outras regulam o reparo ao
DNA ou a replicagdo, como revisto por (Hawkins e Ren, 2006).

As modificagdes em histonas podem ser avaliadas por meio da estratégia de ChIP.
Entre as pesquisas realizadas, Puppo et al. (2005) avaliaram os niveis de acetilacdo de
histonas (por meio de screening com anticorpos contra histona H4 tetracetilada), em células
com diferentes graus de expressio endégena de RET' — células IMR32 (neuroblastoma
humano — expressa RET em niveis baixos); células MTC-TT (carcinoma da regido medular da
tiredide humana — possui alto nivel de expressdo de RET). Os pesquisadores notaram que
existe uma forte correlacdo entre a acetilacdo da histona e a expressdo de RET enddgeno em
cada linhagem celular: IMR32 mostram uma baixa acetilacdo global, exceto na regido do

promotor minimo de RET, e MTC-TT apresentam altos niveis de acetilacdo quando

‘o proto-oncogene RET (Rearranged during Transfection) codifica um receptor de tirosina quinase nas células
neuronais e neuroepiteliais, conforme descrito por (Hansford e Mulligan, 2000).



39

comparadas com IMR32.

1.2.4.2 Estudos de fatores de transcricao em regides promotoras

A regulacdo tecido- especifica de genes depende de uma série de fatores de
transcricdo expressos em células e sua ligacdo com regibes promotoras contidas na
cromatina. O ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina pode fornecer acesso direto a estas
interacGes DNA/proteinas em um promotor especifico, em um tecido-especifico e dado
estagio de desenvolvimento ou sob influéncia hormonal.

Weinmann et al (2001) verificaram que ChIP pode ser usado para identificar
promotores regulados pelos fatores E2F (com sitios de ligagdo consenso e ndo-consenso), e
nem todos promotores regulados por E2F mostram perfis de expressdo idénticos. Em
Weinmann e Farnham, (2002), a mesma equipe de pesquisadores utilizou a estratégia ChIP
para identificar genes que sdo alvos especificos do fator de transcricdo E2F1, e ndo de outros
da mesma familia. Eles checaram que apesar da familia E2F estar envolvida na regulacdo de
genes atuantes na progressao do ciclo celular ou do reparo ao DNA, o fator E2F1 pode
regular genes com fungdes distintas, por exemplo, em células de camundongos C3H/HeJ, a
auséncia deste fator de transcricdo provoca a queda de transcritos do gene da tioester S-
metiltransferase, que codifica uma importante enzima do metabolismo de compostos

contendo selénio e enxofre.
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1.2.5 Estratégias para andlises de dados de ChIP

1.2.5.1 ChIP-chip

ChlIP-chip combina as técnicas ChIP e microarranjo. Em resumo, o desenho
experimental do ChIP segue o mesmo do cldssico, porém o DNA recuperado e os controles
experimentais sao marcados com fluoréforos e aplicados a laminas para analise dos
microarranjos (Wu et al., 2006).

Assim, experimentos com ChlP-chip sdo utlizados para reconhecer quais genes sao
ligados por um dado fator de transcricdo. Ren et al (2000) identificaram novos alvos para os
fatores de transcricdao Gal4 e Stel2, por meio de ChlIP-chip, em um arranjo de DNA
intergénico de levedura.

A extensdo da aplicacdo ChIP-chip depende, em parte, do desenvolvimento da
tecnologia de microarranjo de DNA, especialmente da disponibilidade de laminas presentes
para analises dos organismos. Em humanos, um dos primeiros experimentos ChlP-chip
adotou o arranjo com ilhas CpG para selecionar novos alvos de E2F4. A razdo desta
abordagem deve-se ao fato que as ilhas de CpG estdao frequentemente associadas com a
regido promotora ou ao primeiro exon do gene (Weinmann et al., 2001). A figura 7 resume o

experimento de ChlP-chip.
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Figura 7- Descrigao da estratégia ChIP- chip. Brevemente, os DNA e as proteinas sofrem reagdo-cruzada in vivo
com formaldeido. O DNA ligado a proteina é sonicado e reduzido a fragmentos de 200 a 2000 pb. Entdo sdo
imunoprecipitados com anticorpos especificos contra a proteina. Assim, o DNA purificado apds a reversdo da
ligagdo cruzada é recuperado, e juntamente com os controles, sio marcados com substancias fluorescentes (Cy5
e Cy3, repectivamente) e aplicados as laminas para analise do microarranjo. Fonte: Hawkins e Ren (2006)

1.2.5.2 ChIP-cloning

Uma das primeiras modificacGes ao procedimento de ChIP foi redesenhar a estratégia
para se obter clones com regides promotoras especificos, ja que as amostras precipitadas
podem conter uma ampla colecdo de fragmentos gendmicos com regides que interagem com
o fator em estudo. Por isso, parece razoavel, estrategicamente, a prepara¢dao de uma
biblioteca.

Segundo o recomendado por Weinmann e Farnham (2002), com base em dados

estudados pela equipe em Weinmann et al (2001), uma das modificagcdes que deve ser feita
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no protocolo padrdo é tornar os fragmentos competentes para clonagem. Durante o passo da
sonicagao, o DNA é fragmentado e cria extremidades rand6micas nas pontas 5' e 3'. Estes
overhangs precisam ser modificados para uma clonagem eficiente. Uma maneira é usar a
enzima T4 DNA polimerase para criar extremidades abruptas que podem ser clonadas em um
vetor com extremidades abruptas para posterior caracterizagao.

Por outro lado, (Huang et al., 2006), recomendaram outros passos adicionais: a) no
passo da imunoprecipitacdo e bilhas de sefarose, efetuar lavagens criteriosas , € em passos
seqlenciais, com litio, alto sal, baixo sal e tampao TE. Adicionalmente, efetuar a digestdo do
material imunoprecipitado, ainda em presenca de bilhas de sefarose, com enzimas de
digestdo que reconhecam 4 pb (Sau3Al). b) Efetuar a clonagem em um vetor pZero-2

(Invitrogen) digerido com a enzima BamH]I. O detalhe desta proposta esta na figura 8.

- AR A
-9 OO 1. Ligac3o cruzada DNA — Proteina in vivo.
- i;\,_ ::; @ 7~ 2. Fragmentaggo aleatéria por sonicagio
1@ b & 3. Imunoprecipitagdo
= R 4. Digestdao com enzimas de restricao
. fti 5. Eluigdo e reversdo da ligagdo cruzada
v 6. Reac3o de preenchimento (e/ou PCR)
e 5 7. Clonagem

|“"‘ Nucleossomo ® proteinaalvo l Anticorpo

Vetor de DMNA com

clonagem DNA eluido +— Extremidades cegas

Figura 8- Diagrama esquematico da estratégia modificada para clonagem de fragmentos ChIP (Chip cloning).
A estratégia tradicional de clonagem requer os passos de preenchimento e a ligagdo na extremidade cega
(passos de 1 a 3; 5 a 7), enquanto a proposta recomendada por Huang e colaboradores adiciona uma etapa com
enzima de restricdo antes da eluigdo das contas de sefarose, o que dispensa o preenchimento e a ligagdo na
extremidade cega (passos 1 a 5;7). Fonte: Huang et al., (2006)
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1.2.5.3 PCR quantitativa em tempo real

Na literatura atual, a técnica de PCR convencional é a mais utilizada para analisar
dados de ChIP de amostras oriundas de cultura de células animais e de plantas. Neste
método, a intensidade da banda de DNA no gel de agarose nem sempre reflete a abundancia
inicial de um fragmento especifico imunoprecipitado. Como a interpretacao da quantificacdo
do resultado da imunoprecipitacdo de cromatina é ponto crucial na avaliacdo, alguns autores
sugerem a aplicagdo de PCR quantitativa em tempo real

O método Q® ChIP — Quick and Quantitative Imunoprecipitation assay, foi uma
adaptacdo desenvolvida por (Dahl e Collas, 2007). A suspensdo da reagao de liga¢do cruzada
¢ feita com butirato (um inibidor de deacetilase de histonas- para menter o estado de
acetilagdio das células), e, em seguida, sdo efetuadas lavagens extensivas do
imunoprecipitado, e a reversdao do cross-linking é combinada com a digestdo de proteinas, o
que reduz o tempo experimental. Posteriormente, analisa-se, por meio de uma PCR
guantitativa em tempo real (realizada no sistema de deteccdo MyiQ, com uso de iQSYBR
Green) o material imunoprecipitado em triplicatas de 5uL do DNA template. A figura 9

apresenta o esquema da metodologia.
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Figura 9 — Diagrama resumido do procedimento Q> ChIP. Abreviaturas: bp = pares de bases; PCl=
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico; PF= paraformaldeido. Fonte: Dahl e Collas (2007)
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2 OBIJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo identificar regides gendmicas em conformacao
de Z-DNA na cromatina nativa por meio de imunoprecipitacdo cromossomal (ChIP), e
investigar a possivel associacdo dessas regides a elementos regulatdrios da expressdo génica
e diferenciacdo celulares.

O projeto envolveu basicamente a transfec¢do de células em cultura com sequéncias
génicas para a expressao de fragmentos de anticorpos anti-Z-DNA ou uso de anticorpos
monoclonais que reconhecem regides em conformacdo Z, imunoprecipitacio do material
contendo Z-DNA, clonagem dos fragmentos, sequenciamento e bioinformatica para clones
génomicos de diferentes tipos celulares e quantificacdo dos fragmentos recuperados por PCR

guantitativa em tempo real.
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Abordagem Experimental com uso de agente fixador

1- Transfection 2- ChiP cloning, LM-PCR and Real Time PCR
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Figura 10- Uma das abordagens experimentais utilizadas neste trabalho: transfecgdo seguida por imunoprecipitacdo de cromatina para posterior clonagem, amplificagdo por
LM-PCR ou quantificacdo dos fragmentos recuperados por PCR quantitativa em tempo real (adaptado de Dahl e Collas (2007)
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Materiais e Métodos
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Células

3.1.1.1 Linhagem Bacteriana XL1-Blue

XL1-Blue (Stratagene®) - recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclqZ

M15Tn10 (Tet®)] (Sambrook e Russel, 2001).

Essa linhagem foi utilizada nos procedimentos de transformacdo bacteriana, para a
clonagem dos fragmentos de imunoprecipitacdo de cromatina em um vetor, e em seguida

executar a analise das sequéncias produzidas pelo seqliienciamento.

3.1.1.2 Linhagens de Células de Humanas

3.1.1.2.1 MCF-7

A linhagem de células humanas MCF-7 (adenocarcinoma de mama) expressa

receptores de hormonios estrégenos, derivadas de uma paciente do sexo feminino, com 69

anos. Sdo células aderentes, com nivel de biosseguranca 1 e de tempo de duplicacdo de 29h
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(ATCC Cat. N. HTB-22).

Um estudo feito por Zwelling, Kerrigan e Lippman (1983) estudaram a hipdtese de que
células MCF-7 que receberam tratamento com hormoénio estrogénio apresentaram mais
qguebras no DNA do que aqueles que ndo receberam este tratamento, e levantaram a
hipdtese de que este fato pode ser atribuido a que o tratamento poderia induzir a formacao
de Z-DNA.

Esta linhagem foi utilizada para os estudos de regides potenciais formadoras de Z-DNA

por meio das estratégias de imunoflorescéncia de células em cultura e ChlP.

3.1.1.2.2 A549

A linhagem A549 (ATCC CCL-185) é constituida por células oriundas de um
adenocarcinoma do epitélio basal alveolar humano. Foi desenvolvida pela primeira vez em
1972 pelo pesquisador D.J. Giard e seus colaboradores de um tumor explantado de um
homem caucasiano com 58 anos.

Estas células foram utilizadas em um estudo, desenvolvido por Li et al (2009), para
identificacdo de Z-DNA com ChIP utilizando a precipitacdo da ligacdo do dominio Zalfa de
ADAR1 e Z-DNA

Neste trabalho, estas células também foram utilizadas nos estudos de identificacdo de

Z-DNA por ChlP.
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3.1.2 Plasmidios utilizados

3.1.2.1 pMACIA scFvZ22NLS

O vetor pMACIA scFvZ22NLS foi contruido por Quilici (2008), para clonar o gene que
codifica o fragmento de anticorpo na forma de scFv anti-Z-DNA Z22. Além desta informacdo
genética, contém sequéncias codificadoras de um sinal de localizagdo nuclear (NLS); para
proteina A de Staphylococcus aureus e His-TAG, para detec¢do e isolamento da proteina
posteriormente expressa. O esquema do vetor é representado na figura 11.

Neste trabalho, o vetor foi utilizado nos experimentos de transfeccao de células

humanas.

SV40-polid

seFvZIINLS

PMACIA
scFvZ22

NLS
6500 pb

Bl

Figura 11- Representagao esquematica do vetor pMACIA scFvZ22NLS. O vetor para a expressdao em células de
mamifero pMACIA contem um promotor de CMV e intron A. Os sitios para as enzimas de restrigdo utilizadas
foram evidenciados em vermelho. A seta azul identificada por “bla” é o gene da B-Lactamase, que confere
resisténcia a ampicilina para a amplificagdo dos plasmidios em bactérias. Fonte: Quilici (2008).

3.1.2.2 pCMV-Bgal

O plasmideo de 7200pb pCMV-Bgal (Clontech), contém o gene lacZ de Escherichia coli,
codificador da enzima B-galactosidase. Assim, o lacZ foi utilizado como gene repdrter para a
eficiéncia da transfecccdo. A atividade hidrolitica de B-galactosidase, sobre a ligacdo

glicolitica so substrato sintético Xgal, produz um mondémero indoxil sem cor, o 5-bromo-4-
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cloro-indoxil. A oxidacdo ndo enzimatica e a dimerizacdo ocorrem na presencga dos ions
ferroso e férrico, e resulta no 5,5"-di-bromo44’-dicloro-indigo, um composto estavel e

insolUvel de cor azul escura.

3.1.2.3 pGEM®-T Easy

O plasmideo pGEM®-T Easy (Promega), possui 3015 pb, e contem o gene de resisténcia
a ampicilina (amp) como marca de selec¢do, a origem de replicacdo bacteriana (ori), parte do
gene alacZ, sitio multiplo de clonagem na regido codificadora do gene lacZ e os promotores
T7 e SP6 flanqueando a regido de clonagem.

Este plasmideo foi utilizado para o seqienciamento dos fragmentos de Z-DNA

recuperados por ChlP.

3.1.3 Oligonucleotideos utilizados para seqiienciamento

Os oligonucleotideos utilizados, sintetizados pela IDT (Integrated DNA Tecnologies),
foram recebidos na forma de um liofilizado, posteriormente ressuspendido em Tris-HCI 5 mM
pH 7, para uma concentragao final de 100 uM.

Para o sequenciamento, foram utilizados os oligonucleotideos M13 Universal (5’

GTAAAACGACGGCCAGT 3’) e M13 Reverso (5" CAGGAAACAGCTATGAAC 3’).

3.1.4 Solucgodes estoques de inibidores de proteases
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3.1.4.1 PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride)
Solubilizado em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano. E um
inibidor de serino e tiol proteases como, por exemplo, tripsina, quimiotripsina, trombina,

papaina etc. Adicionar a uma concentracao final de 1 mM.

3.1.4.2 Aprotinina

Solubilizada em 34gua e estocada a -20°C por seis meses. A aprotinina (Roche) é
polipeptideo monomérico, de pequena massa molecular, extraida do pulmao bovino com
propriedade de inibir serino-proteinases (proteinases, em sua maioria de origem animal, que
possuem o0s aminodcidos serina, histidina e aspartato, como por exemplo: tripsina,

quimotripsina, plasmina, e calicreina). Adicionar a uma concentragdo final de 1 pug/mL.

3.1.4.3 Pepstatina A
Solubilizada em dagua e estocada a -20°C por um més. A pesptatina (Roche)
especificamente inibe aspartico proteinases, como por exemplo, pepsina, renina, catepsina

D, quimosina. Adicionar a uma concentracdo final de 1 pg/mL.

3.1.5 Meios de Cultura e solugbes para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)
Peptona de caseina 1,0% (p/V)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)

NaCl 1,0% (p/v)



pH 7,2.

Meio LB agar

Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a 1,4% (p/v).

Meio SB (Super Broth)

Peptona de caseina 3,0% (p/v)
Extrato de levedura 2,0% (p/v)
MOPS 1,0% (p/v)
pH 7,2.

Meio SOB

Bacto-triptona 2,0% (p/v)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)

NaCl 0,06% (p/v)

KCI 0,002% (p/v)

pH 7,2.

Meio SOC

Meio SOB 98 mL
2+

Solugdo estoquede Mg 2 M 1mL

Solugdo estoque de glicose 2 M 1mL

Solugdo estoque de glicose 2 M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.
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Solugao estoque de Mg 2 M

MgCl. 1M

Mgs0, 1M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.
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Apos dissolver os reagentes em dgua, todos os meios de cultura foram autoclavados a 120°C

por 20 minutos.

3.1.6 Meio de cultura e solugdes para cultura de células de mamiferos

Meio RPMI 1640 com L-glutamina a 2 mM Suplementado (GIBCO, n catalogo: 31800-014)

Meio Base 1 pacote
NaHCO3 2g
dHZO g.s.p 1L
pH 7,4

Meio de Congelamento de Células
RPMI
Soro Fetal Bovino 20% (v/v)

DMSO 5% (v/v)



Solugao salina balanceada sem Calcio e Magnésio (BSS.CMF)
Nacl 8¢g
KCI 04g

NaZHPO4 0,048 g
KH_PO 0,06 g
2 4

Glicose lg
Vermelho de fenol 0,01g

dHZO g.s.p. 1L

pH 7,4

Tripsina-EDTA (GICBO, n catalogo: 27250-018)
Tripsina 25g

EDTA 0,38¢g

BSS.CMFgsp 1L

pH 7,4

Soro Fetal Bovino (GIBCO, n catalogo: 10438-026)
Estocar de -5 a-20 °C.

Adicionado ao meio de cultura RPMI com L-glutamina a concentragdo de 10% (v/v).

Azul de Tripan
Corante Azul de Tripan 400 mg

PBS pH 7,2 g.s.p. 100 mL
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Reagente de transfecgdo Lipofectamine LTX (kit LipofectamineTM LTX (Invitrogen Cat.N.
15338-100)
Esse reagente de transfeccdo é um lipideo que permite a transfeccdo de diversas linhagens

de células de mamiferos.

3.1.7 Solugbes e tampoes de uso geral

Azida Sdédica — Solugao estoque 100X
Azida sddica 5% (p/v)
Esta solugdo era utilizada para a conservacdao do tampao PBS nas solugdes estoque dos

anticorpos em concentragdo final de 0,05% (p/v).

Tampao TE
Tris-HCl pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM

Tampado PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4
NaCl 1,5M
Na2HPO4 0,1 M

NaN3  0,02% (p/v)
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3.1.8 Material para preparo de células competentes e transformagao — bactéria

Glicerol 50% (v/v)

Esterilizado por filtragcdo e estocada a 4°C

Cubetas de eletroporagdo (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, Biorad®, no catdlogo: 165-

2086)

3.1.9 SolugOes e reagentes para eletroforese em gel de agarose

Tampao de corrida TEB 10X
Trizma base 0,89 M
Acido Bérico 0,89 M
EDTA 0,02 M

dHZO gs.p. 1L

pH 8,0

Tampao de corrida TAE 50X
Tampao Tris-Acetato 2 M
Trizma-base 242g

Acido Acético Glacial 57,10 mL
EDTApHS8,0 0,05M

dHZO gs.p. 1L



Tampao de amostra para gel de agarose 10X

Tamp3do de corrida TEB 20X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)

Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno Cianol 0,1% (p/v)

Solucdo de brometo de etideo 20.000X
Brometo de etideo 10 mg/mL

3.1.10 Marcadores moleculares para DNA

1 kb plus DNA Ladder — (Invitrogen® n2. catalogo. 10787-026)
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Fragmentos de DNA em pb: 100; 200; 300; 400; 500; 650; 850; 1.000; 1.650; 2.000; 3.000;

4.000; 5.000; 6.000; 7.000; 8.000; 9.000; 10.000; 11.000; 12.000.

1 kb DNA Ladder - (Invitrogen® n2. catdlogo. 15615-016)

Fragmentos de DNA em pb: 201; 220; 298; 344; 396; 500; 517; 1.018; 1.636; 2.036; 3.054;

4.072; 5.090; 6.106; 7.126; 8.144; 9.162; 10.180; 11.198; 12.216.

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen®

n2. catdlogo. 10068-013)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e 100.

Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 20; 10 e 5 ng,

respectivamente.
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High Mass DNA Ladder (Invitrogen®

n2. catdlogo 10496-016)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000; 3.000; 2.000 e
1.000. Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 30; 20 e 10 ng,

respectivamente.

3.1.11 Kits comerciais

®

QIAGEN Plasmid Maxi Kit 25 — Para preparagao plasmidial em larga escala (Qiagen , n<.

catdlogo 12163).

®

QlAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala (Qiagen ,

nQ. catalogo 27106).

®

Qiaquick Gel Extraction kit 50 — Para extracdo de DNA de gel de agarose (Qiagen , n2.

catdlogo 28704).

Colunas para extragdo de DNA de gel de agarose por Freeze Squize — Ultrafree DA

®

Centrifugal Unit (Millipore , n2. catalogo 42600).

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay kit — Para imunoprecipitagdo de cromatina

(Millipore, n. catalogo 17-295 e n. de lote DAM1560176)
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Fast SYBR Green kit — Para experimentos de Real Time PCR (Applied Biosystems, n. catalogo

N4385612 e n. de lote 1002033)

3.1.12 Anticorpos utilizados no ensaio de Imunoprecipitacao de cromatina

His-probe (G-18) (Santa Cruz, Cat. n. sc-804)
Anti histona H3 (Abcam, Cat n. ab1791)
mAbZ22 (Moéler et al., 1982)

Utilizados na concentragdo de 2ug/ 2 x10° células

3.1.13 Materiais para imunofluorescéncia de células em cultura

e (Células MCF-7 mantidas em meio RPMI 1640 completo (suplementado com L-glutamina -
GIBCO Cat. N. 31800-014; 0,2% p/v de bicarbonato de sédio) e 10% de soro fetal bovino
(GIBCO Cat. N 16000028). A cultura foi mantida a 37°C com 5% de CO2.

e Plasmideo pMACIA scFvZ22NLS na concentracdo de 1pg/pL.

e LipofectamineTM LTX (Invitrogen Cat.N. 15338-100).

e Placas de 6 pogos para cultura de células (TPP Cat. N. 92006)

e Materiais suplementares (micropipetas, ponteiras, tubos tipo Eppendorf).

e Laminulas redondas de 20 mm? autoclavadas.

e Laminas para microscopia.

e Pinca estéril.
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e Tampao fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4.2H,0 9,1 mM, KH,PO,
1,8 mM, pH 7,4.

e Solucdo de bloqueio (PBS-leite 5%).

Solucdo para fixacdo (3,7% de formaldeido diluido em PBS).

Tampao de permeabilizagao (0,2% de Triton X-100 em PBS).

e Camara Umida.

Anticorpo IgG Coelho (Sigma Cat. N. | 8140) e anticorpo anti IgG de Coelho (H+L)
produzido em Cabra conjugado com fluorescein isothiocyanate- FITC (KPL Cat. N. 02-15-06)

e Solucdo para montagem das laminas (Prolong Antifade).

e Diacetato de 4,6 diamino 2-fenilindol —DAPI (Sigma, # D-8417; Lote: 123k4060).

e Microscopio confocal de varredura a laser Leica SP5.

3.1.14 Materiais para Imunoprecipitacdao de cromatina

e Fixador: formaldeido 3,7%(v/v)/PBS

e Inibidores de protease: adicionados no momento do experimento (fluoreto de
fenilmetilsulfonil-PMSF 1mM, aprotinina 1ug/uL e pepstatina A 1ug/ulL)

e Tampao de lise SDS: 1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris, pH 8,1

e Solucdao 5M de NaCl

e Tampao de diluicgdo do ChIP: SDS 0,01%; Triton X-100 1,1%; EDTA 1,2mM; Tris-HCI
16,7mM, pH 8,1; NaCl 167 mM

e Proteina A agarose (Roche)
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e Tampao baixa concentragdao de sal: SDS 0,1%; Triton X-100 1%; EDTA 2mM; Tris-HCI
20mM, pH 8,1; NaCl 150mM

e Tampao com alta concentracdo de sal: SDS 0,1%; Triton X-100 1%; EDTA 2mM; Tris-HCI
20mM, pH 8,1; NaCl 500mM

e Tampao TBS 10x : Tris-HCI 100mM, pH 7,5; NaCl 500mM; CaCl, 30mM; MgCl, 20mM

e Tampio TBS/Tween: 1% Tween 40 (v/v)/ TBS

e Tampao TBS/sucrose 1: sucrose 25%(p/v)/TBS

e TBS/sucrose 2: sucrose 50%(p/v)/TBS

e Solugdo de cloreto de litio: LiCl 0,25M; IGEPAL-CA630 1%; deoxicolato de sédio 1%; EDTA
1mM; Tris-HcL 10mM pH 8,1

e Tampao TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM

e Tampao de Elui¢dao: 0,1 M NaHCO3 e 1% SDS

e Solugdo de remogdo de proteinas contaminantes: Proteinase K 10 mg/mL; EDTA 0,5 M e
Tris-HCI 1M, pH 6,5 (utilizar separadamente no experimento)

e Clorofane: Fenol (equilibrado em pH 7,6) 1V e Cloroférmio 1V. Solucdo equilibrada com
Tris-HCl 100mM pH 8,0

e Clorofil: Cloroférmio 24v; Alcool isoamilico 1v . Solucdo equilibrada com 0,25v de tamp3o

TE.
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3.2 Métodos

3.2.1 Teste da transfeccao de MCF-7 por trés diferentes metodologias

A linhagem celular MCF-7 tem sido relatada como de dificil transfec¢ado. Como os
estudos da localizacdo de Z-DNA utilizaram um vetor com a informacdo génica para codificar
um fragmento de anticorpo contra o DNA, o desafio de estabelecer uma estratégia que
eficientemente produziu a transfeccdo desta linhagem celular foi a primeira etapa deste
trabalho. Foram testadas trés estratégias: transfeccdo por fosfato de célcio, por
eletroporacdo ou por lipideos cationicos, e o vetor utilizado foi o com o vetor pCMV-Bgal
(Clontech). O resultado da transfeccdo foi identificado pela contagem do nimero de células
que apresentaram coloragdo azul, apds 48h do ensaio de transfeccdo, num campo de cem
células (escolhido aleatoriamente), em trés diferentes pocgos (triplicatas) de trés momentos

experimentais diferentes, para cada metodologia de transfec¢ao.

3.2.1.1 Transfecg¢dio de células MCF-7 pelo método de fosfato de cdlcio

As células MCF-7 foram semeadas em placas de culturas de 6 pocos, a uma
quantidade de 2 X 10° células/poco, no dia anterior a transfeccio a ser realizada pelo
método de fosfato de calcio (Graham e Van Der Eb, 1973). Em cada poco, foram aplicados um
preparado contendo: 1 mL de tampdo HEPES pH 7,1; 3ug do vetor pCMV-Bgal e 20uL de

cloreto de calcio 2,5M.

A reacdo foi realizada em um tubo conico de 15 mL e a solucdo de cloreto de calcio foi
adicionada gota a gota sob agitacdo. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30

minutos, permitindo a formac¢do dos microprecipitados de fosfato de calcio/DNA. Em seguida
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foi distribuida sobre as células. Apds a incubacdo por 6h a 37°C na estufa de CO,, o meio foi

aspirado e substituido pelo meio de cultura contendo 2% SFB.

3.2.1.2 Transfecg¢do de células MCF-7 pelo método de eletroporagdo

As células MCF-7 foram coletadas por centrifugacdo a 1300 rpm por 8 minutos,
contadas na Camera de Neubauer, e 1,2 x 10° células foram suspensas em 500pL de solucdo
PBS contendo 0,1% de dextrose. Estas células foram, entdo misturadas com 3ug do vetor
pCMV-Bgal. Esta mistura foi transferida para uma cubeta de 0,4 cm e eletroporadas
utilizando-se Gene Pulser Il (BioRad) com vontagem de 300mV e 950uF de capacitancia. Apds
a eletroporacgao, as células foram ressuspensas em meio RPMI, e distribuidas em placas de 6

pOGOs.

3.2.1.3 Transfecgdo de células MCF-7 com lipideos catiénicos

As células MCF-7 foram semeadas em placas de culturas de 6 pogos, a uma
quantidade de 2 X 10° células/pogo, no dia anterior & transfeccdo. No dia seguinte, o
procedimento de transfecgio foi realizado com o reagente Lipofectamine™ LTX (Invitrogen),
com 3ug do vetor pCMV-Bgal e 10uL do lipideo. Os procedimentos foram os mesmos
indicados pelo fabricante do reagente, especificamente para células MCF-7 e estdo descritos

em <http://tools.invitrogen.com/downloads/Human_breast_cancer.pdf>
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3.2.2 Imunofluorescéncia de células em cultura transfectadas com o vetor pMACIA

scFvZ22NLS

Para esta estratégia, foi utilizado uma etapa prévia de transfeccao das células MCF-7
com o vetor pMACIA scFVZ22NLS, que continha a informagdo para codificagdo de um

fragmento de anticorpo anti-Z-DNA.

3.2.2.1 Transfecgéo de células MCF7 com uso do kit Lipofectamine™ LTX

Com uma pinga estéril, as laminulas foram posicionadas nos pog¢os. Em seguida,
aplicou-se 2 X 10° células/poco em uma placa de 6 pogos, para atingir 80% de confluéncia no
momento da transfecgdo. Seguiu-se com o procedimento de transfecgdo, com o reagente
Lipofectamine LTX e o vetor pMACIA scFVZ22NLS, recomendado pelo fabricante do kit. As

placas foram mantidas por 48h na estufa de CO,.

3.2.2.2 Imunofluorescéncia

A expressdo dos fragmentos de anticorpo anti Z-DNA e a liga¢dao ao nucleo das células
MCEF-7 foram valiadas por imunocitoquimica. Neste processo, as prepara¢les fixadas e
permeabilizadas foram incubadas com IgG de coelho que se liga a cauda de proteina A de S.
aureus (Anticorpo 1gG Coelho, Sigma Cat. N. | 8140) — e este foi considerado, entdo, o
anticorpo secundario. A localizagdo dos anticorpos secundarios foi feita com anticorpos
tercidrios conjugados com o fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC- anticorpo anti IgG
de Coelho (H+L) produzido em Cabra conjugado com FITC , KPL Cat. N. 02-15-06) . As

preparacgoes foram observadas por microscopia de fluorescéncia.
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Depois de uma breve lavagem com PBS, as células transfectadas foram fixadas com
formaldeido 3,7% e permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 em PBS, durante 10 minutos
cada. Procedeu-se, em seguida, ao bloqueio dos locais de ligacdo ndo especificos dos
anticorpos secundarios, durante uma hora, por incubacdo das células com 5% BSA da
espécie animal em que foi produzido o anticorpo secundario utilizado.

Apds a incubacdo com os anticorpos secundarios, diluidos em PBS contendo BSA a
0,5%, durante 2 horas e a temperatura ambiente. Seguiram-se trés lavagens de 5 minutos
com PBS contendo BSA 0,5%. Paralelamente foram feitos controles em que se omitiu o
anticorpo secundario. A incubagdo com os anticorpos tercidrios, ligados ao fluoréforo FITC e
diluidos em PBS contendo BSA 0,5%, foi feita durante 1 hora, a temperatura ambiente e no
escuro. Repetiu-se a lavagem (trés lavagens de 5 minutos com PBS contendo BSA 0,5%). Para
visualizacdo do nucleo usou-se DAPI diluido 1:1000 por 10 minutos. Para retirada do excesso
de DAPI, lavou-se as laminulas 3 vezes com PBS e procedeu-se a montagem das laminulas
sobre laminas.

A observacdo da fluorescéncia nas preparacdes foi feita num microscépio de

fluorescéncia Zeiss Axioskop com um filtro 450-490, FT 510, LP520 (Zeiss).

3.2.3 Transfec¢ao de células e imunoprecipitagdao de cromatina com uso de formaldeido

como agente fixador (X-ChlIP)

O protocolo de ChIP foi adaptado de Huang et 2006, com uso do kit comercial. Partiu-
se de amostras de MCF-7 transfectadas com o vetor pMACIA scFvZ22NLS. A seguir, o

descritivo de cada etapa é apresentado.
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3.2.3.1 Preparacdo das placas

Foram montadas onze placas de cultura de seis pocos para cada tipo celular
(linhagem MCF-7 ou linhagem A549), com 2 X 10° células/poco. Essas placas foram divididas
em cinco grupos:

a) Grupo 1- trés placas do grupo tratamento (sofreram transfec¢do com o vetor que
codifica o fragmento de anticorpo anti Z-DNA);

b) Grupo 2- trés placas do grupo controle negativo do ChliP;

c) Grupo 3- trés placas referentes ao grupo controle positivo do ChiP;

d) Grupo 4- uma placa do grupo controle da eficiéncia da transfec¢éo e

e) Grupo 5- uma placa do grupo controle da fragmentacgdo da cromatina.
As células foram mantidas em uma incubadora com condi¢Ges controladas (37°C, 5%

CO,, 70% de umidade).

3.2.3.2 Transfec¢Go

Apds testes preliminares, o método escolhido foi a formacdo de complexos DNA-
lipossomo com o uso do kit Lipofectamine LTX™ (Invitrogen), conforme recomendacdes do
fabricante. Para cada tipo celular, as trés placas do grupo tratamento foram transfectadas
com o vetor pMACIA scFvZ22NLS e a placa do grupo controle eficiéncia da transfec¢éo, com o
vetor pCMV-Bgal (Clontech) e incubadas em condigdes controladas (37°C, 5% CO,, 70% de
umidade) por 48 horas. As sete placas restantes para cada tipo celular (grupos controle
negativo, controle positivo de ChIP e controle da fragmentac¢do da cromatina) sofreram

apenas troca do meio de cultura.
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Apds 48h de transfeccdo, a placa referente ao grupo controle da eficiéncia da
transfecgdo foi submetida ao ensaio da B galactosidase. Somente iniciou-se o experimento

de ChIP quando a eficiéncia da transfeccao foi superior a 60%.

3.2.3.3 Ensaio da imunoprecipitacéo de cromatina com uso de agente fixador
As proximas etapas foram realizadas com os reagentes e as recomendag¢des do kit
para ensaio de Imunoprecipitacdo de cromatina (Millipore, n. catalogo 17-295 e n. de lote

DAM1560176), com algumas modifica¢des.

3.2.3.3.1 Cross-linking mediada pelo formaldeido, lise das células, sonicagao e remogao

das ligacoes inespecificas de proteina A.

As placas foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e agitacdo
constante com solucdo de formaldeido adicionado diretamente ao meio de cultura a uma
concentracdo final de 3,7%, para promover a fixacdo das células e ligagdo cruzada entre o
fragmento de anticorpo anti Z-DNA (também provoca ligacdo cruzada entre outras proteinas
gue interagem com o DNA, como os fatores de transcricdo). O meio foi entdo removido e as
células, ja fixadas, foram lavadas duas vezes com tampado PBS 1x na temperatura a 4°C, com
contendo inibidores de protease adicionados nesta etapa do experimento (fluoreto de
fenilmetilsulfonil-PMSF 1mM, aprotinina 1pg/uL e pepstatina A 1pg/pL). Com um
tratamento utilizando tripsina/EDTA, as células foram recuperadas de cada placa de cultivo,
coletadas em microtubos (uma placa/microtubo) e centrifugadas a 2000 rpm por 4 minutos a

4°C. O sobrenadante foi descartado.
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A lise das células foi feita pela incubacdo dos microtubos por 10 minutos e no gelo
em 200uL de tampdo de lise SDS® (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris, pH 8,1) contendo
inibidores de protease nas mesmas concentra¢des descritas anteriormente.

A fragmentagdo da cromatina por sonicacdo foi realizada, em seguida, com o uso do
aparelho Vibra Cell Ultrasonic Processor (Sonics and Materials, INC) com a programacao para
pulsos de ultrassom de 59 segundos, com intervalo de 15 segundos, por 15 min (por
microtubo). Durante a sonicagao, as amostras foram mantidas no gelo.

Para se verificar a eficiéncia desta fragmentacdao, no microtubo referente ao grupo
controle da fragmentagdo da cromatina, foram adicionados 8uL da solugdo 5M de NaCl > e
reversao da ligacdo cruzada proteinas-cromatina a 65°C por 4 horas. A recupera¢dao do DNA
foi feita por extragdo fenol/cloroférmio e a corrida em gel de agarose 2% para visualizagdo do
tamanho dos fragmentos produzidos.

Os demais microtubos (trés do grupo tratamento, trés do grupo controle negativo de
ChIP, e trés do grupo controle positivo de ChIP, para cada tipo celular) foram centrifugados a
13000 rpm por 10 minutos a 4°C, para precipitacdo dos restos celulares. O sobrenadante de
cada microtubo, contendo o DNA fragmentado, foi dividido em uma aliquota de 200uL e
outra de 20puL. Cada aliquota de 20uL foi identificada como input e armazenada a -20°C, e
serviu como controle da quantidade inicial de DNA utilizado no ensaio de ChIP. Por outro
lado, as aliquotas de 200pL foram diluidas 10 vezes com o tampdo de diluicdo do ChIP> (SDS
0,01%; Triton X-100 1,1%; EDTA 1,2mM; Tris-HCl 16,7mM, pH 8,1; NaCl 167 mM), contendo
inibidores de protease nas concentracdes ja descritas anteriormente.

Para a remogao de ligagdes inespecificas de proteina A, os sobrenadantes diluidos

foram adicionados 75 pL de proteina A agarose/DNA de esperma de Salméo’ seguida por

8 Presente no Kit de ensaio de ChIP (Millipore)
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agitacdo dos microtubos a 4°C durante a noite.

3.2.3.3.2 Recuperac¢ao do complexo anticorpo-proteina-cromatina e lavagem da cromatina

imunoprecipitada.

No dia seguinte, os microtubos foram centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos a 4°C,
e o sobrenadante transferido para um novo microtubo.

A imunoprecipitagdo da cromatina na qual se liga o fragmento de anticorpo scFv
anti-Z-DNA Z22 (grupo tratamento) foi feita pela adicdo de 2ug do anticorpo policlonal His-
probe (Santa Cruz, cat. N. sc-804), 1gG ant- his tag produzida em coelho. Para o grupo
controle positivo do ChIP, colocou-se 2 pg do anticorpo policlonal anti- histona H3 (Abcam,
cat. N. ab 1791), outra IgG produzida também em coelho. Estes microtubos foram incubados
por 1 hora a 4°C num agitador. Ndo houve adicdo de reagente aos microtubos do grupo
controle negativo, mas foram incubados nas mesmas condigoes.

Para a recuperagdo do complexo anticorpo-proteina-cromatina foram adicionados
em todos os microtubos (incluindo o grupo controle negativo) 60 pL de proteina A
agarose/DNA de esperma de Salméo® seguida por agitacdo dos microtubos a 4°C durante a
noite, e na manha seguinte, submetidos pela centrifuga¢do a 1000 rpm por 1 minutoa 4°C. O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado por pipetagem.

A lavagem da cromatina imunoprecipitada foi realizada com quatro solugées salinas
de estringéncia crescente. Primeiramente, 1 mL de tampé&o com baixa concentragéo de sal’
(SDS 0,1%; Triton X-100 1%; EDTA 2mM; Tris-HCl 20mM, pH 8,1; NaCl 150mM) foi adicionado
aos tubos. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 4°C e agitacdo constante,

centrifugadas a 1000 rpm por 1 minuto a 4°C e o sobrenadante foi removido
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cuidadosamente por pipetagem. Em seguida, 1 mL de tampdo com alta concentragéo de sal’
(SDS 0,1%; Triton X-100 1%; EDTA 2mM; Tris-HCI 20mM, pH 8,1; NaCl 500mM) foi adicionado.
As amostras foram incubadas, centrifugadas e o sobrenadante foi removido como descrito
anteriormente. Depois, 1 mL do terceiro tamp3o de lavagem, a solucdo de cloreto de litio®
(LiCl 0,25M; IGEPAL-CA630 1%; deoxicolato de sédio 1%; EDTA 1mM; Tris-HcL 10mM pH 8,1)
foi adicionado e realizado o mesmo procedimento antes até a remocao do sobrenadante. Por
fim, foi feita a lavagem com 1 mL do tampdo TE® (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM)
repetindo o processo de incubacdo, centrifugacdo e remoc¢dao do sobrenadante. Esta ultima

etapa de lavagem foi feita duas vezes.

3.2.3.3.3 Eluicdo da cromatina, reversao do cross-linking e extragao da cromatina

A eluicdo da cromatina precipitada foi feita pela adicao de 250 pyL do tampao de
eluicdo (NaHCOs 0,1M; 1% SDS), preparado no momento do experimento. Os tubos foram
vortexados por 1 minutos, incubados a 15 minutos em temperatura ambiente sob constante
agitacdo e centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido por pipetagem e removido para um novo tubo. Este procedimento de eluicdo foi
repetido no tubo com sedimento de bilhas de agarose, e os sobrenadantes acumulados, para
garantia de maior recuperacao de material imunoprecipitado.

A ruptura da ligagdo (reversdo do cross-link) entre a proteina e a regido gendémica de
interesse foi feita pela incubacdo das amostras contendo a cromatina eluida e das amostras
input com 200 mM de NaCl a 65°C por 8 horas.

Para a remogao de proteinas contaminantes, as amostras foram incubadas com 2pL

de Proteinase K 10 mg/mL, 10 uL de EDTA 0,5 M e 20 pL de Tris-HCI 1M, pH 6,5, por 1h a
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45°C.

A extracdo de DNA foi feita pela adicdo de 500 uL de clorofane as amostras, vortex
por 1 min, centrifugacdo a 13000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente e transferéncia
da fase superior contendo DNA para um novo tubo. Foram adicionados 500 uL de clorofil
seguido pela centrifugacdo efetuada como antes. A fase superior, onde se encontrava o DNA,
foi transferida para um novo tubo.

A precipita¢ao do DNA foi feita em seguida pela adi¢cdao de acetato de sédio 0,3M, pH
5,2, etanol absoluto a 4°C, 20ug de glicogénio e incubacdo das amostras -80°C por 2 horas.
Ap0s centrifugacdo a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C, a lavagem do DNA foi feita adicdo de
etanol a 70%. As amostras foram centrifugadas a 15000rpm por 15 minutos a 4°C e
ressuspensas em 20uL de dgua Milli-Q.

Cada amostra foi dividida em quatro partes iguais de 5ulL, que compuseram os
experimentos de clonagem no vetor pGEM T easy, PCR mediada por ligacdo (LM-PCR), PCR

gualitativo (apenas as amostras inputs) e PCR em tempo real.

3.2.4 Imunoprecipitagao de cromatina nativa (N-ChiP)

A estratégia seguinte foi adaptada de O’Neill e Turner (2003), com o passo enzimatico
sugerido por Kang, Vieira e Bungert (2002)

Foram montadas onze garrafas de cultura de 150 cm?” para cada tipo celular (linhagem
MCF-7 ou linhagem A549), para atingirem a quantidade de aproximadamente 1 X 10°
células/mL. Essas garrafas foram divididas em cinco grupos: trés garrafas do grupo
tratamento (foi utilizado no ChIP o anticorpo monoclonal anti Z22 —-mAbZ22); trés garrafas do

grupo controle negativo do ChIP; trés garrafas referentes ao grupo controle positivo do ChiP;
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e uma garrafa do grupo controle da fragmentacdo da cromatina. As células foram mantidas
em uma incubadora com condi¢des controladas (37°C, 5% CO,, 70% de umidade).

O meio de cultura foi removido, e as células, foram lavadas duas vezes com tampao
PBS 1x na temperatura a 4°C, contendo inibidores de protease adicionados no momento do
experimento (fluoreto de fenilmetilsulfonil-PMSF 1mM, aprotinina 1ug/uL e pepstatina A
1pg/uL). Com um tratamento utilizando tripsina/EDTA, as células foram recuperadas de cada
garrafa de cultivo, coletadas em microtubos (uma garrafa/microtubo) e centrifugadas a 2000
rpm por 4 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado.

O sedimento foi ressuspendido em 500 pL de tampao TBS e 500 pL de tampao
TBS/Tween (1% Tween 40, TBS) com contendo inibidores de protease adicionados no
momento do experimento (fluoreto de fenilmetilsulfonil-PMSF 1mM, aprotinina 1ug/uL e
pepstatina A 1ug/uL). As amostras foram mantidas no gelo por 1 hora.

Em seguida, cada amostra foi cuidadosamente homogeneizada, e centrifugada a
10000 rpm por 20 minutos a 4°C. Uma aliquota de 10uL foi retirada, e uma lamina foi
montada para checar se os nucleos permaneceram intactos. A observacdo foi realizada em
um microscépio de luz visivel.

O sedimento foi ressuspendido em 800 uL de tamp3o TBS/sacarose 1 (sacarose 25%,
TBS) e 400 pL de tampdo TBS/sacarose 2 (sacarose 50%, TBS) com contendo inibidores de
protease adicionados no momento do experimento (fluoreto de fenilmetilsulfonil-PMSF
1mM, aprotinina 1pg/uL e pepstatina A 1ug/pl). Cada amostra foi cuidadosamente
homogeneizada, e centrifugada a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em 1000 pL de tampdo TBS/sucrose 1 (sucrose 25%, TBS). Cada amostra foi
cuidadosamente homogeneizada, e centrifugada a 10000 rpm por 25 minutos a 4°C.

A fragmentagdao da cromatina foi realizada submetendo-se o nucleo a digestao
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enzimatica. Primeiramente, o sedimento contendo nucleos foi ressuspendido em 100 plL de
de tampao de digestdo contendo 10 pL do tampao de digestdo O (10 X, Fermentas), 10 plL de
sacarose 3,2 M, 10 pL do coquetel de inibidores de protease e 20 U da enzima Pstl
(Fermentas). O sistema de digestdo foi mantido por 4h a 37°C. Apds esse periodo, foram
acrescentados 10U da enzima. O novo sistema foi mantido a 37°C por 16h adicionais.

A lise nuclear foi feita pela incubacdo dos microtubos por 10 minutos e no gelo em
200uL de tampdo de lise SDS (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM Tris, pH 8,1) contendo inibidores
de protease nas mesmas concentragdes descritas anteriormente.

Para se verificar a eficiéncia desta fragmentacdo, no microtubo referente ao grupo
controle da fragmentagdo da cromatina, foram adicionados 8uL da solugdo 5M de NaCl, e
reversao da ligacdo cruzada proteinas-cromatina a 65°C por 4 horas. A recupera¢dao do DNA
foi feita por extragdo fenol/cloroférmio e a corrida em gel de agarose 2% para visualizagdo do
tamanho dos fragmentos produzidos. A analise da eficiéncia da fragmentacao da cromatina
revelou que o procedimento de sonicacao foi o suficiente para gerar fragmentos de DNA nos
tamanhos entre 500 e 2000 pb, adequados para este experimento.

Os demais microtubos (trés do grupo tratamento, trés do grupo controle negativo de
ChIP, e trés do grupo controle positivo de ChIP, para cada tipo celular) foram centrifugados a
13000 rpm por 10 minutos a 4°C, para precipitacdo dos restos celulares. O sobrenadante de
cada microtubo, contendo o DNA fragmentado, foi dividido em uma aliquota de 200uL e
outra de 20uL. Cada aliquota de 20pL foi identificada como input e armazenada a -20°C para
posterior ruptura da ligacdo proteinas-DNA e extracdo dos fragmentos de cromatina, e serviu
como controle da quantidade inicial de DNA utilizado no ensaio de ChIP. Por outro lado, as
aliquotas de 200uL foram diluidas 10 vezes com o tampdo de diluigdo do ChIP (SDS 0,01%;

Triton X-100 1,1%; EDTA 1,2mM; Tris-HCl 16,7mM, pH 8,1; NaCl 167 mM), contendo
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inibidores de protease nas concentracdes ja descritas anteriormente.

Para a remocao de ligacOes inespecificas de proteina A, os sobrenadantes diluidos
foram adicionados 50 uL de proteina A agarose (Roche) seguida por agitacdo dos microtubos
a 4°C durante a noite. No dia seguinte, os microtubos foram centrifugados a 1200 rpm por 5
minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para um novo microtubo.

A imunoprecipitacdao da cromatina do grupo tratamento foi feita pela adicdo de 2ug
do anticorpo monoclonal Z22 (Méller et al, 1982), uma IgG produzida em camundongo. Para
o grupo controle positivo do ChIP, colocou-se 2 ug do anticorpo policlonal anti- histona H3
(Abcam, cat. N. ab 1791), outra IgG produzida em coelho. Estes microtubos foram incubados
por 1 hora a 4°C num agitador. Nao houve adicdo de reagente aos microtubos do grupo
controle negativo, mas foram incubados nas mesmas condicdes.

As demais etapas do experimento de Imunoprecipitacdao de cromatina nativa foram
executadas nas mesmas condi¢gdes da Imunoprecipitacdo de cromatina com uso de agente
fixador, com a ressalva que todas as solucdes foram preparadas no laboratério, e nao
fornecidas por um kit comercial.

As amostras contendo os fragmentos de ChIP ressuspensas em 20uL de agua Milli-Q,
e cada amostra foi dividida em quatro partes iguais de 5ul, que compuseram os
experimentos de clonagem no vetor pGEM T easy, PCR mediada por ligacdo (LM-PCR), PCR

gualitativo (apenas as amostras inputs) e PCR em tempo real.
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3.2.5 Clonagem no Vetor pGEM-T easy®

3.2.5.1 Reagdio de reparo das extremidades dos fragmentos de DNA

A reacdo de reparo das extremidades do fragmentos de ChIP foi realizada para que
este pudesse ser ligado ao vetor pGEM-T, j& que a sonicacdo ou a digestdo por Pstl gera
fragmentos com extremidades coesivas .

Nessa reacdo foi usado 5 pL de material input (70ng/uL) ou 5 uL de material output, 2
uL de Tampdao NEB2 10X (BioLabs), 2uL BSA 100X 10mg/mL (BioLabs), 1uL DNTP’s 10 mM
(Fermentas) e 0,5uL de T4 Polymerase 3U/uL (Biolabs), completando o volume para 20uL
com agua ultra- pura. Em seguida, a reacao foi incubada a 12°C por 15 minutos, apds essa
incubacdo foi adicionada a 5 pL da enzima Klenow 5U/ uL (BioLabs) e foi incubado
novamente mas a 37°C por 30 minutos e 75°C por 20 minutos para a inativacao da enzima.

Estes procedimentos de incubagdo foram realizados no termociclador Techne modelo TC-512.

3.2.5.2 Adenilag¢do dos fragmentos de DNA

A adenilacdo, ou seja, a adicdo de deoxiadenosinas (dATP) as extremidades dos
fragmentos de DNA amplificadas foi realizada para garantir e também aumentar a eficiéncia
da ligagao dos mesmos ao vetor de clonagem.

Para esta reacdo, foram utilizados 2 pL de tampdo 10x (100mM de Tris e 500mM de
KCl), 0,7 pL de MgCl, (50mM), 1,0 uL de dATP (2,5mM), 0,5 pL de Tag-Polimerase (Cenbiot,
5U/uL), 10uL de fragmentos de ChIP submetido ao reparo das extremidades completando
com agua Milli-Q para um volume final de 20 uL por reagao. A adenilacdo de cada amostra
foi realizada em uma temperatura de 72°C, durante 1 hora, em um termociclador Techne

modelo TC-512, sem a utilizagdo de ciclos.
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3.2.5.3 Ligagdo dos fragmentos de DNA aos vetores de clonagem

Apds a adenilacdo os fragmentos de DNA foram ligados a vetores de clonagem
especiais de 3000pb (pGEM®-T easy), os continham uma deoxitimidina (T) em cada uma das
suas extremidades 3’. Os marcadores de selecdo presentes no vetor eram o gene de
resisténcia a ampicilina e o gene lacZ. A ligacdo dos fragmentos de ChIP foi realizada pela
acao da enzima T4 DNA-ligase e todo o processo foi executado de acordo com as instrucdes
do fabricante pGEM®-T easy (Promega). Cada mistura de ligacdo foi preparada empregando-
se o volume final de 16puL constituidos por 5uL dos fragmentos adenilados, 1 uL da solugao
contendo pGEM-T easy a 50 ng/pL. Agua Milli-Q foi utilizada para completar o volume final.
Esta reacdo foi mantida a 16°C por 24 horas. As misturas de ligacdo foram utilizadas na

transformacao por eletroporacgdo de células competente XL1Blue(Stratagene).

3.2.5.4 Transformacgdo da bactéria Escherichia coli XL1Blue com plasmideos pGEM-T easy
recombinantes

As ligacbes foram misturadas com 100uL de suspensdes de células competentes
XL1Blue, produzidas no momento de uso ou estocadas a -80°C , e foram mantidas no gelo
por 5 minutos e eletroporadas com o auxilio do aparelho Gene Pulser Il (BioRad), nas
seguintes condicGes: cuvetas de 0,2cm, low range de 200 Ohms, capacitancia de 25 uF e
voltagem de 2,5 kV. Apds recuperacao das células transformadas com adicdo de 1 mL de
meio SOC liquido, durante 1 hora a 37°C e agitacdo de 200 rpm, estas foram plaqueadas em
meio LB Agar, contendo ampicilina a 200 pg/mL, X-Gal (80 pg/mL) e IPTG (40 pg/mL),
mantidas a 37°C por 16 horas.

As colOnias brancas resistentes (possiveis recombinantes ou clones positivos) foram
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repicadas em meio LB liquido contendo ampicilina a 100 pg/mL e submetidas a extracdo
plasmidial por dois métodos: por meio de lise alcaline (AUSUBEL et al, 1995), para analise
prévia de restricdo enzimatica a fim de verificar a presenca dos fragmentos ChlIP ligados aos
vetores e confirmar os clones positivos; e pelo kit QlAprep Spin Miniprep Kit, para analise
destes DNAs por seqlienciamento.

Ambos os métodos proporcionaram materiais adequados para os procedimentos
seguintes, porém a extracao por kit proporcionou materiais livres de contaminantes como
DNA genOmico, RNA, proteinas e macromoléculas, mais adequados aos procedimentos de
sequenciamento. O produto final da quantificacdo, independente do método, foi
quantificado em gel de agarose a 0,8%.

A confirmac¢do da insercdo do inserto foi realizada por digestdo com a enzima EcoRl
(Biolabs), que cliva regides do vetor pGEM-T Easy que flanqueam o fragmento inserido,
provocando a liberagdo do mesmo. Esta reacdao foi montada na seguinte condicdo, para um
volume final de 20uL: 200ng de DNA plasmidial, 2 pL do tampdo de digestdo (10 X) para
EcoRl, 1 pL da enzima EcoRl (10 U), estes ultimos fornecidos pelo fabricante (Biolabs). Esta
reacdo foi mantida em banho maria (37°C) por 3 horas. Os produtos de digestdo foram
analisados em gel de agarose a 1%, sendo que a presenca de dois ou mais fragmentos na
corrida (sendo um deles de 3000 pb) eram indicio de clone positivo.

Dos clones positivos identificados, quatorze clones contendo fragmentos ChIP de
interesse foram selecionados e tiveram seu DNA plasmidial purificado por kit, quantificado e

submetido ao seqlienciamento automatico.
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3.2.5.5 Sequenciamento

As reacOes de seqlienciamento foram realizadas no seqlienciador automatico
MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foram utilizados cerca de 200 ng de DNA plasmidial,
5 nmoles dos oligonucleotideos apropriados a cada cDNA e o kit comercial DyEnamic ET DYE
Terminator Cycle Sequencing (MJ Research, INC).

O pipeline de andlise das sequéncias foi feito no programa PHPH,
<http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html> e envolveu andlise de qualidade superior a 20
e montagem de contigs pelo CAP3. Posteriormente, a analise de alinhamentos locais foi feita
pelo emprego do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), contra a base de

dados do GeneBank.

3.2.5.6 Andlise das sequéncias potencialmente formadoras de Z-DNA

3.2.5.6.1 Programa Z-Hunt

Para analise das sequéncias potenciais formadoras de Z-DNA, foi utilizado
primeiramente o programa Z Hunt < http://gac-web.cgrb.oregonstate.edu/zDNA/>. Uma
sequéncia potencial formadora de Z-DNA é definida como um segmento contiguo de DNA
com propensdo a formar Z-DNA (chamado de Z-DNA no ZHunt) maior ou igual a um limiar
pré-definido, que pode ser interpretado como “o nimero de sequéncias aleatérias em que
uma sequéncia de probabilidade igual ou maior de formar Z pode ocorrer”. O padrao de
cutoff (minimo) do Z-score para sequéncias com potencial formacdo de Z-DNA é de 700. Este
foi determinado como um valor minimo razoavel para a capacidade de uma sequéncia

formar Z-DNA de acordo com a documentacdo do programa ZHunt. Para se ter uma idéia
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pratica do valor Z-Score, um score de 500 corresponde a uma sequéncia contigua de
alternancia CA/TG, com o tamanho de 12pb, que ja foi demonstrado experimentalmente
formar Z-DNA sob condi¢des razoaveis de supercoling negativo (Johnston, Ohara e Rich,
1988). Uma sequéncia tipica de formar Z-DNA de 24pb de nucleotideos d(CG), devolve um Z

score de valor maximo (4,1X10°%).

3.2.5.6.2 Programa Z-Catcher

O programa Z-Hunt possui algumas limitagdes: nao é aplicdvel a estudos gendmicos
de larga escala, uma vez que sé aceita sequéncias consulta inferior a 1 Mbp. Além disso, o
programa nao oferece uma fungdo de busca que usa a densidade da superhélice de DNA (o)
como um preditor. Portanto, com base em principios biofisicos utilizados no Z-Hunt, foi
desenvolvido um programa de computador, o Z-catcher, que é capaz de manipular
sequéncias, sem limitagcdes de tamanho, e outras caracteristicas biofisicas. O programa foi
adquirido on-line em <http://vhp.ntu.edu.sg/zdna/Z_Catcher.zip>.

Um fragmento de DNA é considerado como alto potencial de formacao de Z-DNA
(ZDRs) se for susceptivel de ser transformado a partir de sua conformacdo do DNA-B padrao
para a conformacdo Z-DNA. O consumo de energia de uma transicdo de DNA B-para-Z é
fornecida pela energia liberada a partir do relaxamento do supercoiling negativo da dupla-
hélice (Ho et al., 1986). Com Z-catcher, o potencial de formacdo para Z-DNA é medido por
meio do cdlculo da energia livre necessdria para a sua transicdo B-para-Z e entdo esta
traducdo de energia livre para a densidade da superhélice negativa poderia fornecer a mems
guantidade de energia livre quando o supercoiling estd relaxado. Fragmentos exigindo
menos (maior em valor numérico desde que a densidade é negativa) supercoiling tém maior

potencial de formacdo de Z.


http://vhp.ntu.edu.sg/zdna/Z_Catcher.zip
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A composicdo de nucleotideos de um fragmento de DNA determina a energia
necessaria para a sua transicdo B-para-Z. O programa Z-catcher |&€ uma sequéncia de consulta
como blocos dinucleotideo e atribui julgamentos de conformacdo anti-Syn- ou um Syn-anti o
para cada dinucleotideo. A energia livre necessdria para estabilizar um fragmento de DNA-Z é
a soma do requisito de energia para estabilizar os dinucleotideos.

As regides potenciais formadoras de Z-DNA tem valores de G entre -0,090 a -0,055.

3.2.5.7 Andlise de sequéncias repetitivas nos clones com fragmentos de ChIP-Z-DNA

Para identificar elementos repetitivos nas sequéncias dos clones com Z-Score >700,

foi utilizado o programa Repeat Masker disponivel em <http://www.repeatmasker.org/>.

3.2.6 PCR mediada por ligagdao (LM-PCR)

A técnica LM-PCR, introduzida por Muller; Wold (1989) consiste na fragmentacdo do
DNA genbmico, seguido de ligacdo de adaptadores e a amplificacdo da regido de interesse.
Neste trabalho foi utilizada a adaptacdo descrita por Lee, Johnstone e Young (2006).

Para inicio desta PCR sdao necessarios dois procedimentos prévios: o reparo das
extremidades dos fragmentos de ChIP (conforme descrito anteriormente) e o preparo dos
adaptadores.

O preparo dos adaptadores (mix) foi feito em aliquotas de 50 pyL (15mM), partindo-se
de uma solugao estoque, montada no momento do experimento, contendo: 250uL de Tris-

HCI 1M (pH 8,0), 375 pL de uma solugdo 40uM do oligo oJW102 (5


http://www.repeatmasker.org/
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GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC 3’) e 375 pL de uma solugdo 40puM do oligo oJW103 (5’
GAATTCAGATC 3’). As aliquotas foram colocadas no termociclador Techne modelo TC-512 e
incubadas no seguinte programa: 95°C por 5 minutos; 70°C por 1 minuto, rampeamento para
4°C (0,4°C/min). Os adaptadores foram guardados imediatamente e estocados a -20°C.
Durante o uso, as aliquotas foram mantidas sempre no gelo e ndo foram recongeladas.

Apds o reparo das extremidades dos fragmentos de ChIP, 5uL de acetato de sddio e
0,2 ug de glicogénio foram adicionados, seguidos por uma extra¢do de fenol/cloroférmio, e
precipitagdo com etanol absoluto e lavagem do sedimento com etanol 70% (mesmos
procedimentos descritos para extracdo do DNA em ChIP). O material foi ressuspenso em 25
uL de dgua ultra-pura, e foi denominado “amostra pds reparo”.

A ligacao dos adaptadores ocorreu em reagdo de 50uL nas seguintes concentragdes
finais: 200 U de T4 DNA ligase (Invitrogen), tampao da ligase 1x, 2mM do mix de adaptadores
adicionados aos 25 pL da amostra pds reparo. Este material foi incubado por 16h em um
banho a 16°C. O material foi entdo precipitado, sedimentado e lavado nas mesmas condi¢des
gue a amostra pés-reparo. Finalmente, o sedimento foi ressuspendido cuidadosamente em
25 plL de dgua ultra-pura, e esta amostra foi denominada amostra “pds ligacdo”.

A reacdo de PCR ocorreu de forma assimétrica (contendo apenas um iniciador).
Foram montados, inicialmente e no gelo, o mix A, contendo reagentes nas seguintes
concentragdes finais: tampado da enzima Taq 1x , 250 uM cada dNTP, 1 mM do oligo oJW
(40uM) e dgua ultra-pura para completar um volume de 15puL; e o mix B: com tampéao da
enzima Taqg 1x; 0,5 pL de Tag-Polimerase (Cenbiot, 5U/uL); e dgua ultra-pura para completar
um volume de 10puL.

Adicionou-se 15uL de LMPCR Mix A para cada 25uL de amostra pods ligacdo, no gelo.

Os tubos foram entao transferidos para o termociclador Techne modelo TC-512. As condi¢bes
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de termociclagem foram: denaturacdo inicial a 55°C por 4 minutos e anelamento inicial a
72°C por 3 minutos, desnaturacdo a 95°C por 2 minutos e 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 30 segundos, seguida de 60°C por 30 segundos, para o anelamento dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 segundos para a extensdo dos fragmentos, uma denaturacdo
complementar de 72°C por 5 minutos. Porém, ao iniciar-se o programa, na metade da etapa
de denaturacdo inicial, o programa foi pausado para adicdo do mix B. O produto da PCR foi

visualizado num gel de agarose a 1%.

3.2.7 PCR qualitativo e PCR quantitativo em tempo real

3.2.7.1 Desenho dos oligonucleotideos para a PCR em tempo real

Apds a selecdo das regides potencialmente formadoras de Z-DNA, foram desenhados
os oligonucleotideos para a quantificacdo das amostras produzidas apds a imunoprecipitacdo
de cromatina.

Com a descricdo das sequéncias referentes as regides especificas para uma dada
regido genOmica recuperadas apds o seqlienciamento das amostras da imunoprecipitacdo de
cromatina ou das sequéncias descritas por Li et al (2009), foram desenhados
oligonucleotideos usando o programa Primer 3 Plus <http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/ primer3plus.cgi>. Os parametros utilizados para a construgdo dos primers

estdo na listados na tabela 3.



84

Tabela 3 — Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a constru¢ao dos oligonucleotideos

segundo o parametro.

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no 20% 80%
oligonucleotideo
Tamanho do 18 bases 27 bases
Oligonucleotideo
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 80 bases 120 bases

Apds selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas condic¢des, foi
utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies (IDT), também
disponivel online <http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/> para

verificar a formacdo de dimeros, dobramento (hairpin) e AG de formacao de hibridos.

3.2.7.2 PCR qualitativo

O PCR qualitativo foi utilizado para verificar se ocorria amplificacdo da amostra
eficientemente antes do inicio dos testes em PCR quantitativo em tempo real. O material
utilizado foi o input da imunoprecipitacdo de cromatina.

As condicbes de termociclagem foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos e 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguida de 60°C por 30 segundos, para o
anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 30 segundos para a extensdo dos fragmentos.
O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512.

Foram utilizados 2,5uL de tampdo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCl), 0,7 uL de
MgCl2, 1,5 uL de dNTPs (2,5mM), 0,5 uL de Tag-Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5uL de
oligonunleotideos foward e reverse (10uM), completando com dgua Milli-Q para um volume

final de 25 uL por reagao.


http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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3.2.7.3 PCR em tempo real

As reacoes de amplificacdo em tempo real foram realizadas com o aparelho 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A amplificacdo das regides gendmicas alvo foi
realizada utilizando-se a metodologia SYBR Green. Como referéncia enddgena foi utilizado o
gene GAPDH. A amplificacdo das regides alvos e da referéncia enddgena foi realizada em
diferentes tubos, na mesma placa de reacao.

A amplificagcdo de cada sistema foi avaliada antecipadamente a fim de que a eficiéncia
das sequéncias alvo e a referéncia endégena se mostrassem semelhantes.

— (9 n—1/slcpe
- [_1{) o )_ l, onde o

A eficiéncia da amplificacdo é medida pela férmula: E
slope indica a inclinacdo da reta, cujo valor préximo a -3,3 indica uma eficiéncia aproximada
de 100%. Apods verificar a eficiéncia, foi possivel decidir a diluigdo da amostra de
imunoprecipitacdo de cromatina e a concentracao dos oligonucleotideos adequadas para
preparar as reagdes de quantificacao relativa.

Assim, as reacbes eram preparadas em um volume final de 10 pL com: 2 ulL de
amostras com DNA do input/output ChIP; 0,2 mM de cada primer; 5 uL do tampao Fast SYBR
Green PCR 2x Master mix (Applied Biosystems), que possui todos os componentes
imprescindiveis a amplificacdo (as enzimas uracil N—glicosilase—UDG9 e AmpliTag® Fast DNA
Polymerase, MgCl2, DNTPs, KCl e os fluoréforos SYBR® Green | e ROXTM Passive Referencelo)
e 2,6ulL de agua Milli-Q.

Em cada placa, foram amplificadas também as amostras controle, compostas por

todos os reagentes necessarios a amplificacdo, exceto DNA. As condicOes de termociclagem

° UDG também é conhecida como uracil-N-glicosilase (UNG), e o tratamento com esta enzima pode previnir a
reamplificacdo de produtos de transicdo da PCR, por remover qualquer uracil incorporado a amplicons de
fita simples ou dupla.

%0 fluorsforo ROX™ fornece uma referéncia interna para que o sinal do corante repérter seja normalizado na
analise de dados. Esta normalizagdo é necessaria para corrigir as flutuagGes devidas a mudangas na
concentragdo ou no volume.
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foram 95°C por 20 segundos, para ativacdo da enzima AmpliTag® Fast DNA; e 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 3 segundos, seguida de 60°C por 30 segundos, para o anelamento
dos oligonucleotideos e amplificagdo. Ao final dos 40 ciclos de amplificagdo, um periodo
adicional de 30 minutos, com elevacdo gradual da temperatura de 60°C para 94°C foi

utilizado para aquisi¢cdo da curva de dissociacao.

3.2.7.4 Andlise dos dados da PCR em tempo real

Para a anadlise dos dados, foi necessdrio normalizar o Ct referente a cada fragmento
de DNA obtido pela estratégia de ChIP (obtida com anticorpo anti Z-DNA) em rela¢do ao Ct
do input para a mesma regido gendmica no ensaio de gPCR (ACt). Esta conversdo foi
imprescindivel para adequar os calculos as diferengas de preparo da mesma amostra nuclear
inicial. Assim

ACt[nermalizacio do ChIP]
= (Ct[ChiP] - (Ct[Input] —log,(Fator Diluicio do Iﬂ;mtr))}

Em que

1
quantidade de Input

Fator de diluicio do Input =

O padrao de diluicdo da amostra input nos experimentos de ChIP é 1%, que resulta

em um fator de diluicdo de 100 ou 6,644 ciclos (corresponde a log, l'D'D). Portanto, subtraiu-
se 6,644 do valor do Ct[Input] como mencionado na equag¢do acima. Em seguida, como os
experimentos de ChIP foram feitos em triplicata, calculou-se a média dos ACts.

Para o célculo da % input para cada fracdo de ChIP (conversdo linear do ACt para o

experimento de ChIP normalizado) foi utilizada a férmula
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YoInput = 2[“-‘1(:.:’.9.":‘7‘.:22:;%0 do cale) ]

Finalmente, o ACt referente ao experimento de ChIP normalizado pode ser ajustado
em relacdo o ACt do experimento controle negativo (amostra sem o anticorpo anti Z-DNA)
AACE[ChIP /CN] = ACt[normalizacie do ChiP] — ACt[normalizacio do CN ]

O célculo do fold enrichment da fragdo imunoprecipitada sobre o respectivo controle
negativo (conversao linear do AACt) foi feito pela seguinte férmula

Fold envichment = 2l-22celcnip/cn]]

A montagem das placas seguiu o seguinte delineamento experimental: cada
experimento de ChIP foi gerado em triplicata (3 placas), por tratamento, e os experimentos
de ChlIP, que seja com o uso de agente fixador, ou nativo, foi realizado em trés experimentos
independentes. O cdlculo do Ct era feito por cada placa analisada. Este tipo de estratégia

permite a analise da variancia intra-experimento e inter-experimento, e permite verificar a

repetibilidade experimental.

3.2.8 Anadlise estatistica

A andlise da eficiéncia da transfeccdo e a comparacdo do enriquecimento da
cromatina recuperada apds ChlIP para diferentes estratégias ChIP e tipos celulares, nas
diversas regides formadoras de Z-DNA foi feita por meio de um teste para comparac¢ao entre
médias entre 3 grupos ou mais. Para a escolha do tipo de estatistica apropriada- paramétrica
ou ndo- foi executado o teste de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk, com o nivel de
significancia adotado de 5%. Se o teste de normalidade resultou em p>0,05, executou-se a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo pds teste de Tukey (quando o teste de

homogeneidade das variancias devolveu p>0,05) ou de teste T2 de Tamhane (caso contrario);
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por outro lado, teste de normalidade com significancia inferior a 5%, remeteu a escolha da
estatistica ndo paramétrica, entdo, o teste H de Kruskal-Wallis (também conhecido como
ANOVA ndo paramétrica) com pos teste de Dunn foram realizados. Para o pds teste, também
foi adotado o nivel de significancia de 5%. Os calculos foram feitos no programa SPSS, versao

17.0 e os graficos das andlises no programa GraphPrism versao 5.0



Resultados e Discussao



89

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A padronizagdo da transfec¢do apontou a lipofec¢do como estratégia adequada para

transfecgdo de células MCF-7

A padronizacdao da transfecgao das células em cultura foi uma etapa importante para
obtencdo de um numero adequado de células que receberam o vetor com a informacao
genética para expressdo do fragmento de anticorpo anti Z-DNA, e para a reprodutibilidade
experimental, garantindo que a variancia experimental ndo interferisse na validacdo por PCR
em tempo real.

Os testes de eficiéncia foram realizados em células MCF-7, considerada uma linhagem
de dificil transfec¢cdo (Manual Lipofectamine LTX, Invitrogen). Os protocolos testados foram a
co-precipitacio do DNA com fosfato de cdlcio (Jordan, Schallhorn e Wurm, 1996), a
eletroporacdo das células em cultura (Melkonyan, Sorg e Klempt, 1996) e a transfeccdo
mediada por lipideos cationicos (Lipofectamine LTX, Invitrogen).

O vetor utilizado, pCMV-Bgal, foi transfectado isoladamente do vetor pMACIA
scFvZ22NLS. Para o calculo da eficiéncia da transfeccdao, os experimentos foram realizados
em triplicata. A estimativa foi pela contagem do numero de células azuis em relacdo ao
numero de células presentes em um quadrante representativo da placa de cultivo, e o
resultado apresentado em porcentagem (figura 12). A distribuicdo dos dados mostra que a
transfeccdo mediada por lipideo resultou em uma melhor eficiéncia, e foi a selecionada para
os demais experimentos.

A transfeccdo das células MCF-7 geralmente ndo é eficiente por qualqguer método.

Porém, o fabricante da Lipofectamine LTX sugere uma concentracdo maior de amostra a ser
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transfectada em relacdo aos protocolos anteriores. Este ajuste foi importante na eficiéncia da

transfeccao.
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Figura 12 — O método de transfec¢dao com lipofectamine LTX parece ser mais eficiente e reprodutivel em
experimentos que utilizam células MCF-7. Eficiéncia da transfec¢do transiente da linhagem celular MCF-7
segundo a atividade da B-galactosidase. As letras diferentes (a, b e c) denotam diferenga estatistica (p<0,05,
ANOVA com post test de Tukey)

Devido ao fato de que as células A549 nao serem de dificil transfecgao, foi mantido o
mesmo protocolo de transfeccdo escolhido para MCF-7, afim de se manter as mesmas

condigOes experimentais.
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4.2 O fragmento de anticorpo anti Z-DNA, expresso a partir do vetor pMACIA

scFvZ22NLS, colocaliza-se com estruturas nucleares

Inicialmente, o objetivo foi testar se o fragmento de anticorpo expresso a partir do
vetor pMACIA scFvZ22NLS, adequadamente reconhecia regides nucleares. Sendo assim, as
células MCF-7 foram transfectadas com o vetor e, para identificar o nucleo, as células
também foram coradas com o DAPI. Com isto, foi possivel verificar que o anticorpo se ligava
as regides nucleares, em presenca do agente fixador formaldeido (que induz a ligacao
cruzada). Embora Suka et al (2001) mostrassem que a validacdo dos anticorpos por outras
estratégias pode ndo se aplicar aos resultados de ChlIP, o perfil da Imunoflorescéncia apoia a

hipdtese de que o anticorpo ligou-se ao nucleo possivelmente em regides em Z. As imagens

de microscopia estdo na figura 13.

Figura 13 — O fragmento do anticorpo
anti Z-DNA colocaliza-se com estruturas
nucleares. Fotomicrografia da
imunofluorescéncia das células MCF-7
transfectadas com o vetor pMACIA
scFvZ22NLS. Em (A) temos os nucleos das
células marcados com DAPI. Em (B)
marcacdo com o anticorpo terciario
ligado a FITC, em (C) o contraste das duas
coloracbes, que evidencia a co-
localizacdo nuclear. Aumento: 40X
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4.3 A andlise de sequéncias obtidas pelo ChIP revelou a presenca de sequéncias

potenciais formadoras de Z-DNA e com sequéncias repetitivas

Os fragmentos de Z-DNA oriundos de células MCF-7 e obtidos por X-ChIP foram
diretamente clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega), e posteriormente sequenciados. A
montagem das sequéncias foi feita por meio programa BioEdit. Neste trabalho foi possivel
obter quatorze clones, com o sequenciamento realizado com os primers universal e reverso.
Os dados obtidos do sequenciamento encontram-se nos APENDICES 1 e 2.

Para andlise das sequéncias potenciais formadoras de Z-DNA, foram utilizados o
programas Z-Hunt e Z-Catcher. O padrdo de cutoff (minimo) do Z-score para sequéncias com
potencial formacdo de Z-DNA é de 700 (para o programa Z-Hunt) e -0,09 para o Z-Catcher.

Dos quatorzes clones seqiienciados apenas quatro atendiam aos parametros de Z-
Hunt e Z-Catcher ao mesmo tempo. Os dados das andlises destes clones selecionados
encontram-se na tabela 4.

Para identificar elementos repetitivos nas sequéncias dos clones com Z-Score >700,
foi utilizado o programa Repeat Masker Verificou-se que duas sequéncias, apresentavam
elementos repetitivos, porém as sequéncias formadoras de Z ndo estavam nestas regides;
Zhou; Zhou e Xu (2009), em um estudo computacional, também observaram que as
sequéncias potenciais formadoras de Z-DNA n3do seguem a ocorréncia de elementos
repetitivos em Arabidopsis e arroz, no estudo do genoma inteiro destas espécies. A tabela 4

também lista o tipo de repeti¢cdes encontradas nos clones.
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Tabela 4- Distribuicdo do tamanho, localizacdo gendmica, sequéncia potencial formadora de Z-DNA, Z-Score’, o%,das sequéncias preditas formadoras

de Z-DNA segundo a Regido Z obtida por ChIP, em experimento com células MCF-7.

Tamanho Tipo de
Regiao Z Cromossomo Sequéncia potencial formadora de Z-DNA Z Score c
(bp) sequéncia repetitiva

Z5.1 199 Crom.12 TCAACGCGTGCGAGCTC 1387,04 -0,09 Rica em AT
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" SINE/AlU

27.2 565 Crom.1 CACATGCATGCAGGTACACACACACACACCCC 2452,36 -0,09
"""" z11 | 312 cCroml = GACAGCAGAGCCTGGAAAGCAGTAG 144309  -009 e
"""" z1 | 138  Crom.1  ACACACACACACACACACGCGCACACACACACT 7038548  -007 e

Nota: Para esta andlise, foram retiradas as sequéncias putativas de contaminantes dos vetores.
YCalculado pelo programa Z-Hunt, sendo o valor limite igual a 700.
’Calculado pelo programa Z-Catcher, sendo o intervalo aceitavel entre -0,090 e -0,055.
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4.4 Desenho de oligonucleotideos para reagoes de amplificagdo in vitro de regides formadoras

de Z-DNA

Para verificar se houve recuperacdo diferencial dos clones obtidos na estratégia ChIP nas
linhagens celulares MCF-7e A549, foram desenhados oligonucleotideos para real Time PCR que
seriam utilizados para amplificacdo das regides obtidas por ChlIP.

Com intuito de comparar com outras regides potencial formadoras de Z, foram desenhados
outros oligos que amplificariam regides potenciais formadoras de Z-DNA cuja a busca foi efetuada
in silico (utilizando-se sequéncias do genoma humano submetida ao programa Z-Hunt); ou com
base em sequéncias descritas por Li et al., (2009), em um experimento de ChIP com células A549.

Também foram utilizados oligos para sitios do genoma humano que, ao serem submetidas
aos programas de busca de regides potenciais formadoras de Z-DNA ndo atingiram os critérios
estabelecidos TNFalfa e hGAPDH.

A descricdo dos oligos, a avaliacdo de amplificacdo da regidao formadora de Z-DNA, e o
método de obtengdo da sequéncia estdo descritos na tabela 5. A tabela 6 descreve a anotagao das

regioes potenciais formadoras de Z-DNA.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos oligonucleotideos desenhados para os experimentos de PCR quantitativo em tempo real.

RegidoZ Cromossomo Oligonucleotideo Sequéncia %GC  Potencial formagdo de Z-DNA e método de obtengdo da regido potencial formadora de Z-DNA
ChIP 5.1 forward 5’ ACC CTA GTA AGA CCAAGCCCACTCA 3 52,0 Regido com ¢ =-0,09
Z5.1 12 ChIP 5.1 reverse 5" AGC GTG GTT CGG TTT GATTTT TGTTTG 3’ 40,7 Amplifica fragmento obtido por ChIP
ChIP 7.2r forward 5" AGC CCCGTCTCGTGCTTA 3’ 61,0 Regido com ¢ =-0,09
7.2 1 ChIP 7.2r reverse 5’ CTC CCG CAA CACACA CAAAC3 55,0 Amplifica fragmento obtido por ChIP
ChIP 1.1r forward 5 GGG GGA CAG CAG AGCCTG GAA 3 66,6 Regido com ¢ =-0,09
1.1 1 ChIP 1.1r reverse 5’ TGG TGT CTG AAC CCT GTC GTG CC 3’ 60,8 Amplifica fragmento obtido por ChIP
Cromos. 4 forward 5’ CTG TTC CTG CCC CCA CAG 3’ 66,6 Regido com ¢ =-0,09
Z4 4 Cromos. 4 reverse 5" CACCTCTTT CCCACCACCAG 3 60,0 Amplifica fragmento por busca in silico
Cromos. 1 forward 5" GCG CAC ACA CAC ACT CCTTC 3’ 60,0 Regido com ¢ =-0,07
Z1 1 Cromos. 1 reverse 5’ GGT GCA GAC ATG ATT AGG AAA CC 3’ 47,8 Amplifica fragmento obtido por ChIP
Cromos. 2 forward 5" GGA AAG ACG GTG CTG TGT GA 3’ 55,0 Regido com ¢ =-0,09
2 2 Cromos. 2 reverse 5’ CCA GAA AGG AGGG AGGT GGTGAG T 3’ 54,5 Amplifica fragmento por busca in silico
Cromos. 22 forward 5’ CTT CAT GGC AGC AGT TGG AC 3’ 55,0 Regido com ¢ =-0,09
722 22 Cromos. 22 reverse 5’ CTT CAT GGC AGC AGT TGG AC 3’ 55,0 Amplifica fragmento descrito por Li et al (2009)
Cromos. 19 forward 5 GCC AAA CGC AGA AAAGCAA 3 47,3 Regido com ¢ =-0,09
Z19 19 Cromos. 19 reverse 5’ TGA ACG CAC ACA GCA CAG AG 3’ 55,0 Amplifica fragmento descrito por Li et al (2009)
Cromos. X forward 5’ GCC CCT GGA GTA GGA AGA AGA 3’ 57,1 Regido com ¢ =-0,09
ZX X Cromos. X reverse 5’ TGA GGA GGA ATG AGC AAG CA 3’ 50,0 Amplifica fragmento descrito por Li et al (2009)
TNF alfa forward 5’ GTA CCT CAT CTACTC CCA GGT CCTCT 3’ 53,9 RegiZio com Z score <700 e sem 6"
TNFalfa 6 TNF alfa reverse 5’ AGG AGG TTG ACCTTG GTC TG 3’ 55,0 Gentilmente cedida por Laura Gongalves (UnB)
hGAPDH forward 5’ CAATTC CCC ATC TCA GTC GT 3’ 50,0 Regido com Z score <700 sem ™
hGAPDH 12 hGAPDH reverse 5’ TAG TAG CCG GGC CCT ACT TT 3’ 55,0 Oligo para analise ChIP (Sigma ®)

! 0 programa Z-Catcher n3o calculou & para esta regido.



Tabela 6- Anotacdo das sequéncias potenciais formadoras de Z-DNA, obtidas por experimentos de ChIP ou in silico amplificadas por Real Time PCR

Regido gendmica
Regido Z Localizagdo citogenética Anotacao
(Acession number)

Regido intergénica

Regido 5 localiza-se a 18,5kb do gene que codifica proteina supressora de citocina de sinalizagdo 2 (SOCS2)

Z5.1 1223 NT_019546
Regido 3" localiza-se a 84,9kb do gene que codifica um dominio de CASP1 e RIPk1 que contém um adaptador
para as vias de morte celular (CRADD)
Regido intragénica
7.2 1932 NT_004487
Localiza-se no segundo intron do gene TMCC2- que codifica a proteina cerebral n. 11
Regido intergénica
Z1.1 1p34.1 NT_032977 Regido 5  localiza-se a 28,5kb do gene que codifica proteina WD repeat dominio 65 (WDR65)
Regido 3’ localiza-se a 37,7kb do gene que codifica a proteina transmembrana 125 (TMEM125)
Regido intragénica
Z4 4935 NT_022792.17
Localiza-se no 9° intron do gene WWC2 (BOMB)
Regido intergénica
Z1 1912 NT_113796.2 Regido 5 localiza-se a 17,9kb do gene que codifica proteina similar a FLJI00310
Regido 3" localiza-se a 117,3kb do gene que codifica uma proteina hipotética
Regido intergénica
z2 2q37 NT_005403.16 Regido 5’ localiza-se a 8,8kb do gene que codifica a protomosina, isoforma alfa 2 (PTMA)
Regido 3’localiza-se a 11,2kb do gene da fosfodiesterase 6D (PDE6D)
Regido intergénica
222 22g11.2 NT_011519.10 Regido 5 localiza-se a 37,6 kb do gene que codifica a proteina hipotética XP_002344230
Regido 3’localiza-se a 11,8kb do gene 6 associado a Sindrome de DiGeorge (DGCR6)
Regido intergénica
Z19 19p11 NT_011109.15
Regido 3" localiza-se a 1.963,7 kb do gene ubiquinol-citocromo ¢ redutase (UQCRFS1)
Regido intragénica
ZX Xq26 NT_011786.15

Localiza-se no intron do gene da heparan sulfato 6-O-sulfotransferase 2, isoforma S (HS6ST2)
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4.5 Teste de amplificagdo com oligonucleotideos

Antes de se iniciar as andlises de PCR em tempo real, foi feito um teste de amplificacdo dos
oligonucleotideos por meio de uma PCR convencional. Para realizar este teste utilizou-se amostra
input proveniente de células MCF-7 provenientes do experimento de imunoprecipitacdo com uso
de agente fixador.

A corrida em gel revelou fragmentos de tamanho esperado para todos os oligonucleotideos

(aproximadamente 100 pb).

TNF
100 51 72 11 4 22 19 X hGAPDH

pb

alfa

Figura 14- Andlise eletroforética em gel de agarose a 1% do teste da amplificagdo dos oligonucleotideos. Na
primeira raia foi aplicado o marcador 100pb (Promega). Os nUumeros na parte superior indicam os pares de
oligonucleotideos descritos na tabela 5.
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4.6 PCRem tempo real para quantificacdo do enriquecimento da cromatina recuperada

Para comparar o enriquecimento da cromatina produzido por ChIP, com uso de anticorpo
anti Z-DNA, em diferentes regides gendmicas com Z score > 700 em relacdo ao controle hGAPDH
(regido com Z score <700) e entre duas regides com Z score <700 (TNF alfa e hGPAH), nas linhagens
MCF-7 e A549, foi calculada a estatistica descritiva de trés experimentos independentes de
imunoprecipitacdo de cromatina nativa ou com uso de agente fixador, e as comparag¢des foram
realizadas por meio do teste H de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn. Os resultados, expressos
por meio de graficos com média e erro padrdo da média, estdo expressos nas figuras 15 (somente
oligos obtidos por andlise de seqiienciamento com os fragmentos obtidos por ChIP comparados
com o controle negativo); 16 (somente com oligos construidos por informagdes das regides Z
obtidas por andlise computacional ou pela literatura comparados com o controle negativo) e 17

(comparacao entre os controles negativos).
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Figura 15- Fragmentos ChIP de regiGes génicas potencias formadoras de Z-DNA sdo recuperados significativamente
por ChIP quando comparados com a amplificagdo da sequéncia controle negativo (hGAPDH) .Distribui¢do das regides
génicas potenciais formadoras de Z-DNA (5.1,7.2,1.1 e 1), obtidas apds analise de seqlienciamento dos fragmentos
ChIP e diferentes ensaios de ChIP segundo o fold enrichment. As barras representam a média e o erro padrao da
média. Em cada gréfico, as quatro primeiras barras representam o experimento realizado em células MCF-7, e as
quatro ultimas, nas células A549. Letras minusculas diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). X-ChlIP:
amostra obtida por ChIP com uso de fixador; N-ChIP: amostra obtida por ChIP sem o uso de agente fixador.
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Figura 16- Fragmentos ChIP de regiGes génicas potencias formadoras de Z-DNA s3o recuperados significativamente
por ChIP quando comparados com a amplificagdo da sequéncia controle negativo (hGAPDH) .Distribuicdo das regides
génicas potenciais formadoras de Z-DNA (4,2, 22, 19 e X), cujos oligos foram desenhados por informacdo de regides Z
extraida da literatura (Li et al, 2009) ou por analise computacional e diferentes ensaios ChIP de segundo o fold
enrichment. As barras representam a média e o erro padrdo da média. Em cada grafico, as quatro primeiras barras
representam o experimento realizado em células MCF-7, e as quatro ultimas, nas células A549. Letras minusculas
diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05). X-ChIP: amostra obtida por ChIP com uso de fixador; N-ChIP:
amostra obtida por ChIP sem o uso de agente fixador.
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Figura 17- Fragmentos ChIP de regiGes génicas sem potencial formagdo de Z-DNA predita ndo sdo recuperadas apds
ChIP. Distribuicdo das regiGes génicas TNF alfa e hGAPDH em diferentes ensaios ChlIP de segundo o fold enrichment. As
barras representam a média e o erro padrdo da média. Em cada grafico, as quatro primeiras barras representam o
experimento realizado em células MCF-7, e as quatro ultimas, nas células A549. Letras minusculas diferentes
representam diferenga estatistica (p<0,05). X-ChIP: amostra obtida por ChIP com uso de fixador; N-ChIP: amostra
obtida por ChIP sem o uso de agente fixador.
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A andlise dos dados revelou que todas as regides gendmicas preditas serem formadoras de
Z-DNA tiveram enriquecimento superior a 1, e indica que a imunoprecipitacdo de cromatina
eficientemente recuperou as regides potenciais formadoras de Z-DNA. Por outro lado, foi possivel
observar que regiées com Z score inferiores a 700 ndo obtiveram enriquecimento (valores
inferiores a 1), o que pode ser um indicio que o anticorpo utilizado no ensaio de ChIP ligou-se
preferencialmente a regiées formadoras de Z-DNA.

Também foi possivel observar que, de maneira geral, o experimento de ChIP nativo obteve
um enriquecimento da cromatina superior aquele que utiliza um agente fixador. Jackson et al
(1988) relataram que em Drosophila, experimentos para identificar presenca de Z-DNA em
cromossomos politénicos tem resultados de identificacdo alterada, quando o formaldeido é
utilizado. Provavelmente, o formaldeido induz ligacdo de outras proteinas que se ligam ao Z-DNA,
desfavorecendo a ligacdo do anticorpo anti Z-DNA ao alvo.

A estratégia utilizada por Li et al (2009) para obtencdo de sequéncias de Z-DNA envolveu
um experimento de imunoprecipitacdo de cromatina com uso de agente fixador, seguido pelo
reconhecimento a regido Z-DNA por intermédio de um dominio ligante a DNA Z alfa em células
A549. Neste experimento, os pesquisadores obtiveram 186 sequéncias formadoras de Z-DNA.
Porém é valido ressaltar que a aplicacdo do agente fixador, anterior a proteina que reconhece a
conformacdo Z pode alterar a conformacdo do Z-DNA (Jackson et al, 1988). Este cuidado foi
considerado em nosso delineamento experimental, e mesmo assim, foi possivel amplificar as
guatro regides selecionadas descritas pelos pesquisadores.

A excegdo a esta diferenga entre os experimentos - com a presen¢a e sem a presenga de
agente fixador - ocorreu em relagdo ao par de oligos Z22. Esta regido corresponde ao gene DGCR2,
associada a sindrome de DiGeorge, causada por microdelecao no braco longo do cromossomo 22.

Possivelmente, essa regido seja uma fortemente potencial formadora de Z-DNA, independente do
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tratamento realizado nas células. A associacdo de regides do genoma com delecdo e presenca de Z-
DNA ja vem sendo discutida na literatura. Foi observado que a formacdo de Z- DNA tem sido
estimulada pela recombinacdo homodloga pela liberacdo do nivel de superenovelamento do DNA
em células humanas em cultura. A formagao de Z-DNA pode induzir pequenas dele¢des em
bactérias (Freund, Bichara e Fuchs, 1989) e também em células de mamiferos; porém em
mamiferos, preferencialmente ocorrem mutag¢des larga escala. Estudos realizados por (Wang e
Vasquez, 2006) sugerem que a formacgao de Z-DNA pode ser um fator de risco para a translocagdes
génicas encontradas em leucemias e linfomas e que certas condig¢des celulares como a ativagao da
transcricdo também podem ser correlacionadas a instabilidade genética provocada pelo Z-DNA.

Por outro lado, um estudo realizado por (Champ et al., 2004) verificou a correlacdo entre a
presenca de regides que possuem sitios de ligacdo do fator de transcricao NFI e regides formadoras
dede Z-DNA. Neste estudo foi descrita a regido do gene DGCR2, encontrada também no estudo
descrito por (Li et al., 2009).

Outras regides estudadas neste trabalho estdo relacionadas com pontos quentes de
mutacdo cromossOmica que foram associados a doencas.

A regido Z7.2 estd localizada na regido 1g32- esta regidao esta relacionada com a sindrome
de Van der Woud (Lees et al., 1999), ja a regido Z1 , esta localizada em 122, nesta regiao foi
descrito uma instabilidade genética associada ao linfoma non-Hodgkin de células B (Itoyama et al.,
2002).

Os dados mostraram também que diferentes regides formadoras de Z-DNA foram
recuperadas diferencialmente em relacdo a outras regides. Este fato pode ser constatado quando
se compara os resultados da PCR quantitativa das regides cujos oligos foram obtidos por analise do
resultado do seqlienciamento de fragmentos obtidos pela estratégia ChIP. O fold enrichment foi
menor na regido Z 1.1 e superior na regido Z1. Possivelmente, as regides com maiores fold

enrichment tem um maior potencial de formacdo de Z-DNA, e especialmente a andlise
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computacional destas duas regides mostra que a regido Z1 possui maior Z —score (Z=70385,3) que
aregido Z1.1 (Z= 1443,09).

Outro dado importante foi a presenca de Z-DNA em regido intrénica de um gene que
codifica uma proteina cerebral (TMCC2), localizado no cromossomo 1. Estudos envolvendo alguns
genes com informacgao para proteinas expressas no hipocampo envolvidas na Doenga de Alzheimer
(AD) apontam a presenca de Z-DNA na regidao promotora de genes associados a doeng¢a, como o
gue codificam a proteina precursora amildide, a Presenilina e a ApoE (Vasudevaraju et al., 2008).
Porém, todos os mecanismos que correlacionam o Z-DNA com a presenca da doenga ainda
permanecem nao esclarecidos, e podem até estarem relacionados a presencga de aluminio, sintoma
da DA, que estabiliza Z-DNA.

Um estudo envolvendo a expressdao do gene UQCRFS1 (cromossomo 19) mostrou que a
expressao deste gene parece estar envolvida com o cancer de mama agressivo. No nosso estudo, a
linhagem utilizada MCF-7 trata-se de um cancer ndo agressivo (Ohashi et al., 2004), e encontrou-
se formacdo de Z-DNA em sua regido intronica. Seria interessante futuramente executar estudos
comparando o nivel de formacdao de Z-DNA, entre duas linhagens uma de cdncer de mama

agressivo (por exemplo, a MDA-MB231) e a MCF-7.
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4.7 A imunoprecipitagdo de cromatina recuperou fragmentos de diferentes tamanhos

Como o numero de clones obtidos pela clonagem direta dos fragmentos de
imunoprecipitacdo de cromatina foi abaixo do esperado, tentou-se amplificar a quantidade de
material obtido pela estratégia de LM-PCR.

O DNA das células MCF-7 imunoprecipitado com o fragmento de anticorpo anti Z-DNA foi
utilizado na PCR para amplificacdo das regides formadoras de Z-DNA (figura 18). Também foi
utilizado fragmentos imunoprecipitados com o anticorpo anti-histona H3 (controle positivo).

Pela corrida em gel de agarose, foi possivel observar que foram produzidos fragmentos de
diferentes tamanhos, porém uma grande quantidade desses fragmentos tinham 200 pb, o que
condiz com um tamanho produzido por uma fragmentacdo do material nuclear por
sonicacao(Spencer et al., 2003). Como esperado, ndo houve amplificacdo da amostra resultante de
ChIP na auséncia de anticorpo (controle negativo).

O experimento aqui descrito trata-se dos resultados obtidos a partir de células MCF-7,
utilizando-se a estratégia de X-ChIP. O mesmo perfil foi encontrado para as células A549 (dados
ndo mostrados). Porém, ndo foi possivel obter resultados a partir da estratégia de
imunoprecipitacdo de cromatina nativa, para qualquer uma das linhagens.

Futuramente, estes fragmentos amplificados serdo analisados em um seqlienciamento em

lagar escala (ChIP-Seq)



106

200 pb

Figura 18- Analise eletroforética em gel de agarose a 1% da amplificagdo, por LM-PCR dos fragmentos de Z-

DNA obtidos por ChIP. Corrida em gel de agarose a 1%.No ultimo po¢o do gel mostrado verifica-se o marcador

molecular 1kb plus da Invitrogen. No Gel foi aplicado 1/10 do volume final obtido da PCR.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Como resultado geral deste trabalho, foram obtidas sequéncias de Z-DNA em células MCF-7
e A549. Estas sequéncias foram anotadas e a recupera¢do dos fragmentos pela estratégia de
imunoprecipitacdo de cromatina foi quantificada por PCR quantitativo em tempo real.

De maneira geral foi possivel observar que independentemente do tipo celular (MCF-7 ou
A549) a recuperacdo da cromatina conformacdo Z imunoprecipitada é quantitativamente
equivalente; e, experimentos com imunoprecipitacdo de cromatina nativa recuperam uma maior
guantidade de cada sequéncia formadora de Z-DNA que experimentos que utilizam agentes
fixadores. Os valores diferenciados do fold enrichment entre as diferentes regides Z parecem
reforcar que a formacdo de Z-DNA é regido especifica.

Também foi possivel verificar regides ja descritas claramente na literatura como potencial
formadora de Z-DNA, como é o caso da regidao Z22, porém uma regido levantada exclusivamente
neste trabalho (a Z7.2) parece estar reforcando a participacdo do Z-DNA em vias de proteinas
cerebrais.

Portanto, uma tecnologia para recuperacdao de Z-DNA, em células ndo submetidas a
tratamento, foi estabelecida; porém poucas sequéncias foram estudadas. Estes dados sugerem a
presenca de sequencias potenciais formadoras de Z-DNA que podem ser investigadas como
potenciais elementos regulatérios. Posteriormente, as amostras serdao submetidas a tecnologia
ChIP-Seq, e espera-se que um numero maior de sequéncias seja obtidos, e assim contribuir para a

elucidacdo da participacdo do Z-DNA nas vias bioldgicas.
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APENDICE 1

Sequéncias de clones obtidos pela estratégia ChIP que obtiveram Z score inferior a 700 e foram

excluidos da validagdo por Real time PCR

>clonel6r similar a ref|NT_008470.19|:38317019-38317354 Homo sapiens chromosome 9
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
TCAAAAAATTTCTGTCGTCAAGTGATACATGACTGTATATACACAACACTTTGCATCAGCTTAGAAGCTGAAGCT
GGGTTTGCATTAGGTCTCGATGAAGGTAGGCATATTAGAGTTTAAATAGAAGATAAATAATGGACCAAGACTG
GAGCTATTGGGTGGTCAGTATGAGAGAGGGGGCAAGAGTTGTGAGGGAGAGAGCTGTGAGACACGGCCCA
TTAACCAAACATGTAGTATCAGAGAGCAAAGGAGAAGAGGGGAATGCTGAGTGGTCAAGATATGTCCAGGCA
TTATGACACCTAAATAAAGGCTTTGAGGAGGGGAAAACACTAACTA

>clone 28r similar a ref|NT_022184.15|:67528731-67529319 Homo sapiens chromosome 2
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
GATCAAACTGGCTTGGCCTCCCAGCCTACATCTTTTTCCCATGCTGGATGCTTCCTGCCCTCAAACATCGGACT
CCAAGTTCTTCAGCTTTAGAACTTGGACTGGCTTCCTTGCTCCTCAGCTTGCAGATGGACTATTCTAGAACCTG
TGATTGTGTAAGTTAATACTCCTTAATCAATTCCCCTTTTTATATACATCTATCCTATTAGTTCTGTCCCTCTAAAGA
ACCCTGACAGCCAGGCAAGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGTGGATCA
CCTGAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCCTTACCAACATTGTGAAATCCTGTCTCTACTAAAAATAGTCGGAGGT
TGCAGTGAGCTGCGATTGCACCACTGCACTCTAGCCTGGGTGACAGAGCGAGACTCCATCTCAAAACAACAA
CAAAGCCCCAAAAAACAAAACAAAAGAGTAGCACCTCTAAAATATGACTCCATAGAACAGCAATAGAAAAGGT
ACTCCAAAGCTTTGAAATTCCTGAGTTCCTTAATTTGGTCCTCAGGAATTTGGTTTCTATTAGTAAAATACAAA

>Clone 29r similar a ref|NT_007592.15|:40371903-40372443 Homo sapiens chromosome 6
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
TTAGACTGTGAAACCCTCCAAAGCAAGGACTGGTGTGTTTTTCATTATTTTCTCACTAGGATCTGGTGCAAAAC
ATGGCCTAACCATTCATATTTCTGATGAATCAATAGATTAATTAATTATAGCAGTGCTATGGTTTGAATGTATGCCT
TAAAGTTCATGTGTTGGAAACTTAATCATCAATGCAACAATGTTGAGAGTTGGGACCTTTAAGGTGATTAGGTT
ATGATGAATTAATGCTGTTATGGTGGAGTAGGTTCCTGATAAAAGAATTAGTTGTCCACTCCCCTCCCCACTTCA
GCCATGGGATGATGCAGCAAGAAGACCCTTGTCAGATGCAAGCCCCTTGACCTTGGGCTTCTCAGCTTCCAG
AACTGTAAGAGATAAATCTCTGTTCCTTATAAATTATCCACTCTCAGGTATTCTGTGATGGCAGCATAAAAGGAC
TAAGACAAGCAGACTCTGTTGGGTGTCTCACTCACACCCCTCAATGTCCACCATTCCCATGCATTCTGAGGGCT
TCCTGCCCCAAGCACATGTG

>clone 32r similar a ref|NT_022171.15|:10557957-10558100 Homo sapiens chromosome 2
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
ATGAGGATTTCTTTAATATCAACTTCTTGAAATGAAATGCTAAAGGTGTAAATAAAACCATCCTTAGTAACTGGA
CAAGGAAGAAAGTTACACAATTGCTTTTCTTATTTCACAAAAGTAATTGTTGCTTGTCTGGCTGAGGCA
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>clone 37r similar a ref|NT_010718.16|:3763926-3764099 Homo sapiens chromosome 17
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
TCACCATCAACTGCTACAGCTTGCTCTCTGACTTCCTTTCTTCCCAATCCATCCTCTACACTGCAGTCATTTCGCC
ATGCCTCACACAATTCCTGTTCTGTCGCTACCGTGGCTGATTCCTTTCGGTAGTATCGCTCCATGAGTCTCAGAA
TAAAATCCAAATGCTGAACCAAT

> clone 38u similar a ref|NT_007592.15|:40371802-40372484 Homo sapiens chromosome 6
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
GCCCCATTCTAGACTGTGTTCCACCAATTCCCAGCTCAGGTCTCTATCACTACATTTACCACACTGCATTATAATG
ATTTCATATGGGTCTATTCTTTCCTTTAGACTGTGAAACCCTCCAAAGCAAGGACTGGTGTGTTTTTCATTATTTT
CTCACTAGGATCTGGTGCAAAACATGGCCTAACCATTCATATTTCTGATGAATCAATAGATTAATTAATTATAGCA
GTGCTATGGTTTGAATGTATGCCTTAAAGTTCATGTGTTGGAAACTTAATCATCAATGCAACAATGTTGAGAGTT
GGGACCTTTAAGGTGATTAGGTTATGATGAATTAATGCTGTTATGGTGGAGTAGGTTCCTGATAAAAGAATTAG
TTGTCCACTCCCCTCCCCACTTCAGCCATGGGATGATGCAGCAAGAAGACCCTTGTCAGATGCAAGCCCCTTG
ACCTTGGGCTTCTCAGCTTCCAGAACTGTAAGAGATAAATCTCTGTTCCTTATAAATTATCCACTCTCAGGTATTC
TGTGATGGCAGCATAAAAGGACTAAGACAAGCAGACTCTGTTGGGTGTCTCACTCACACCCCTCAATGTCCAC
CATTCCCATGCATTCTGAGGGCTTCCTGCCCCAAGCACATGTGACTCTGCCTTCCGTGGCCACAAGAGTCAGT
GGGCTATGGAA

>clone 39r similar a ref|NT_007592.15|:40371291-40371857 Homo sapiens chromosome 6
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
CAGCTCTTTAGCGGAATCTCTACCCTTCTCTGCCCAGAGTTTTAAGTGAGCAGTGATACTTACTCCACTCCATGT
TCCCTGCATTTCCCTGCATACATCATACTATTTCTTTCTTTCTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTGAGGCAGGG
TCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGATCACGGCTCACTGCAGCCTCAACCTCTTGGGCTG
AAGTGATCCTCCCACCTCAGCTTCACAAGTAGCTGAGACTACAGGCATGCACCACCGTGCCCAGCTAAATTTT
TGTATTTTTTGTAGAAACAGGGCTTCAACATGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCATGCCATCACA
CCATTTCTTATCCATGTGTATTTGCTCATGCCTCCTTTCCACCTTGAACAATGACCTGCCTTTACCTGGCCAACTC
CTAATGTCCTTCAGTGTTAACTCGGACTTTACTCTGCAGGAAGTCCTTTCTGTTCTGTCTCTTAGCCCCATTCTA
GACTGTGTTCCACCAATTCCCAGCTCAGGTCTCTATCACTACATT

>clone 42r similar a ref|[NW_001838881.2|:10163873-10164068 Homo sapiens chromosome 3
genomic contig, alternate assembly (based on HuRef), whole genome shotgun sequence
CTCAGAAGGAAACAGGCTCAGATTTATCTCTCTAGTTCTTCCAACCCTGGCTACACACAGAAGAAAAATTTACC
CAAGCTTTGGCCCTGGGACACAACACTGGCACAAGTTTACTTGGCAGAGCTCTCAACTGGGCCCACGTAGCC
TGAGATTGGAATTAGACAGATGTTTCTACAACAAATGCTTCTTTAAAGTA

>clone 45r similar a ref|NT_022135.16|:13190113-13190979 Homo sapiens chromosome 2
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
TGTTTTTAATATGATGTGAGAGAAAGGTCAAATTTTATTTTTTTTGCATTGGATTGCCAGTTTTGCCAGCATCAT
TTATTGAAGAGATTATCTTTTCACTGTTGTGTGTTCTTGGTATTTTTGTCAAAAATCAGTTGACTATCAGCGTGT
GAATATTTCTAAGCTCTCTATTCTGTTCCATTGGTCCATATGACTGGTTCTATGTTAGTACCATAGTGTTTTTATTA
CTATCGCTTTACAATACATTTTGAAAATGTGATGCCTTCAGCTTTATCCTTCTTGCTCAATATTGCTATGGGTATTT
GTGGTCTTTTGTGGTTCCAAATGAATTTTAATTTTTTTTATCTCTGTAATGAATATCACTGAGATTTTGGAAGGAA
TTGCATTGAATCTGTAGATCACTTTGGGTAGTATGGGCATTATAACAACATTAATTCTTTTGATCCATGAGTGGA
GAATGTCTTTTTATCTGTGTCTTATGCAAAACAATATGGAACTTCTTTAAAAAATTAAAAATAGAAGTACCATATG
ACTCAGAAATCCAATTTCTGGGTATATATCTGTATTAGTCCGTTTTCATGCCTCTGATAAAGACATACCTGAGACT
GGGAAGAAAAAGAGGCTTAATTGGACTTACAGTTCCACATGGCTGGGGAGGCCTCAGAATCATGGCAGGAG
GCGAAAAGCACTTCTTACATGGCGGCAGCAAGAGAAAAATGAAGATGCAAAAGTGGAAACCCCTGATAAAAC
TATCAGATCTTGTGAGACTTATTACCTACCATGAGAACAGTGTGGGGGAAACTGCCTCCATGATTCAATTATCTC
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CCACTGGGTCCCTCCCACAACATGTGGCGATTATGGGAGTAC

>clone f10 similar a ref|NT_025741.15|:13190113-13190979 Homo sapiens chromosome 6
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
CACTCTAGACTCGGGCTAGGATGCGAAGTAGGGATAAAGCAGATGTGGCGGGTGTGGCATGTCCCATGGACC
CAGGCTTGGCCTTGCGTCCCCTTCTCCCTGAAGCCCGTTCCTCCCACTTGCTTCCTGGCTCCTTGGCCTCCCGC
TGTCGTCACCCTCTGAATCCTTTCTTCTCCTCCCCACCGAGCAGGCAGAGGGAGGCAACTCTCATCACAGCTC
AGGCCAGAGAGAGGAGTCCTAGGCCCTTGCTATTTTCAGAGCTAAAATTAAAGCCCATGGTTTGCTTCCTCAG
CACTTAATTAGACTCCAGCGCCTCACAGGGCAGCCTCCTTCCCGCCCACCAGTGAAGGCCTGACCGGTGGGT
TTGGAAGCTGACGCCATGTTCCTGGCAGGAGGGCTGGGGCCTGGGGTATTTTTACATATGAGAGGCTGTGGA
GAGCAAAATGCTTGGCACTGAGCCAGTTAGACTAAATCAGTTGGGAGAGGGAGGGAGCAGGAAAGCTGTTA
TATCGTCCTTCCTTCTTTGAACTGCACTATAAATCTGCTAGACAGGAAATGGGATTGGGAGGGTAGAGGAGGG
GGCTGTACAGTGAGGCTGGACTGGGGCCTGGGATACCACCACCCTCGCAGCCTGGCTCAGGTGAGGCCCTG
CCCTGAAGGTGGGGTGAAGGGGGCCTCACTTGGGGCTGGGGGTGAGGCACACTGGTGGGTGTTCAGAGTT
GTCTGGGTCAGCTAGGGTATGGGCTGACTGTATCTGCCCTCGTGTTATTTCTGGGCCCCTTCAGATCCTCCAAC
TAAAACCACCATCGGTGGAACAGCTTTTAGGACTGGAAGAGACTTCAGAGACCCTGTAATTAGGGTTTTGAG
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APENDICE 2

Sequéncias de clones obtidos pela estratégia ChIP que obtiveram Z score superior a 700 e foram

incluidos na validagdo por Real time PCR

>clone 5.1 similar a ref[NT_029419.12|:56130757-56130955 Homo sapiens chromosome 12
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
ATTACCTGCTTATCTGGAAAATAACCCTAGTAAGACCAAGCCCACTCATCCTGAAAACTCATCTTAAATGAAGCC
AAGTCAAGTCAGAATAAGATCTGGGTGTCAGCAAAAAGGAAAACAAACAAACAAAAATCAAACCGAACCAC
GCTAAAATAAAATAAAATAAATTTCCCATTTAAAGTCTGAATCCCTTTGGCTT

>clone 7.2 similar a ref[NT_004487.19|:56720781-56721345 Homo sapiens chromosome 1
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
GAATGCAAAAACCACAAACAGGATCTTGGTATCTCCCACAGAGTGTTCCCTCAAGCACCCCCCACCGCCTCCC
GCAACACACACAAACCTCTTCTCTCTCTTGTTCTGAGGTTTGCCCACATGCATGCAGGTACACACACACACACC
CCTAAGCACGAGACGGGGCTGGGTGGGCAAGTGGAGTCTGCATGGAGACCAGTGAGATTAAGGGTTACCTC
CAGTGAGGAAGGCTGGAGATGCCACCGTGATGTCTTCAGAGGTGATTTTAAATGCTATGGCCAATATTTGGAC
CTTTCTAAGGATTTGCACGCCCTCAGATATGGAGAAGGCAGGACGGGGCTGGGGAGAACTCCTTTCTTTTTC
CTTGCTCTCTCAGGGTGTAAAAACCCACAGTCTGGCCGAGTGCAGCTTGGCTCAGGCCTGTAATCCCAGCACT
TTAGGAGGCCAAGGCAAGAGGATTGCTTAAGCCCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGGCAACATGGCAAAACC
CTTTCTCTACAAAAAAATACACAAATTAGCCAGGTGTGGTGGCATGTACCTGTAGTCC

>clone 1.1 similar a ref|[NT_032977.9|:13676221-13676532 Homo sapiens chromosome 1
genomic contig, GRCh37 reference primary assembly
TCAATGTGACCTCGGGACCCCTCGGAACACAGGCCACCCCAGAAAACATTTTGCAGGTAGCCCAACTTATACT
TATTGGGAGTGTCCTTGGCCATCATACTATGTGAGATATTGGAATGGAGGTGACATAAATGTGAGGGGGGACA
GCAGAGCCTGGAAAGCAGTAGTCACGGAGGAGCAGGGCTCTCTGGATGGAGGCACGACAGGGTTCAGACA
CCAGCTCTACCACTGAGATACGGCCTCAGTTTCCTCACAAGGTTGGTGTAAGGATGAACTGAGGGACTGTATG
CATGCTGTTTGATACATTTGCAG

>clone 1 similar a ref[NT_113796.2|:165666-165803 Homo sapiens chromosome 1 genomic
contig, GRCh37 reference primary assembly
CAAACACACACACACACACACGCGCACACACACACTCCTTCCTTCTGCGAGTTAGAAAATTGGTACGGGCCC
CTGGGAGCTGCAGGTTTCCTAATCATGTCTGCACCTAAGAACAGTAGGGTCTTGTCTGGCTCTTCT



