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RESUMO

As fosfodiesterases do tipo 2A (PDE2A) hidrolisam os nucleotideos
ciclicos cAMP e cGMP e por isso desempenham papel importante na
sinalizagdo intracelular. PDE2A é composta por uma regiao N-terminal, que ao
contrdrio de outras familias de PDEs, ndo possui funcdo conhecida, dois
dominios regulatérios, GAF A e GAF B, e um dominio catalitico localizado na
porcdo C-terminal. Sabe-se que a hidrélise dos nucleotideos ciclicos, pela
PDE2A, é ativada pela ligacdo de cGMP ao dominio regulatério GAF B. Em
uma triagem dois hibridos, identificamos XAP2 como a principal proteina
interatora de PDE2A. XAP2 é um componente crucial do complexo
multiprotéico do receptor Aril hidrocarboneto (Ahr), o principal fator de
transcricdo que controla a expressdo de multiplos genes envolvidos em
detoxificacdo. Neste trabalho, foi determinado que XAP2 liga o dominio GAF
B da enzima PDE2A. Ensaios de atividade fosfodiesterdsica, utilizando
proteinas purificadas, mostram que a ligacdo de XAP2 nao interfere na
atividade enzimatica de PDE2A. Para analisar se PDE2A afeta a funcado de
XAP2, foi investigado o deslocamento de Ahr para o ntcleo. Sabe-se que a
regulacdo da expressdo dos genes alvos de Ah é iniciada pela ligacdo de
tetraclorodibenzodioxina (TCDD) e por uma via, ainda pouco entendida,
dependente de cAMP. Verificamos que a ligacdo de PDE2A a XAP2 inibe o
deslocamento de Ahr para o ntucleo, induzido por TCDD e por cAMP em
células hepaticas Hepalclc7 em cultura. Em conclusao, mostramos neste
trabalho que XAP2 recruta PDE2A para o complexo Ahr, causando a inibi¢ao
da mobilidade de Ahr, possivelmente pela redugao local da concentracao de

cAMP. Esses dados suportam o papel de cAMP no controle da funcao de Ahr.



ABSTRACT

Phosphodiesterase type 2A (PDE2A) hydrolyzes cyclic nucleotides
cAMP and cGMP thus efficiently controlling cNMP-dependent signaling
pathways. PDE2A is composed of an N-terminal region, two regulatory GAF
domains and a catalytic domain. Cyclic nucleotide hydrolysis is known to be
activated by cGMP binding to GAF-B, however, other mechanisms may
operate to fine-tune local cyclic nucleotide levels. In a yeast-two-hybrid
screening we identified XAP2, a crucial component of the aryl hydrocarbon
receptor (AhR) complex, as a major PDE2A-interacting protein. We mapped
the XAP2 binding site to the GAF-B domain of PDE2A. PDE assays with
purified proteins showed that XAP2 binding does not change the enzymatic
activity of PDE2A. To analyze if PDE2A could affect the function of XAP2 we
studied nuclear translocation of AhR, ie. the master transcription factor
controlling the expression of multiple detoxification genes. Notably, regulation
of AhR target gene expression is initiated by tetrachlorodibenzodioxin (TCDD)
binding to AhR and by a poorly understood cAMP-dependent pathway,
followed by the translocation of AhR from the cytosol into the nucleus.
Binding of PDE2A to XAP2 inhibited TCDD- and cAMP-induced nuclear
translocation of AhR in Hepalclc7 hepatocytes. We conclude that XAP2
targets PDE2A to the AhR complex thereby restricting AhR mobility, possibly
by a local reduction of cAMP levels. Our results provide first insights into the

elusive cAMP-dependent regulation of AhR.
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APRESENTACAO

A Tese Dutororado aqui apresentada é fruto de um trabalho
desenvolvido pela parceria entre os grupos de Bioquimica Farmacoldgica
(Centro de Biotecnologia, UFRGS) e o grupo de Sinalizacdo Plaquetaria
(Instituto de Bioquimica II, Universidade de Frankfurt), sob a orientacdo e
supervisao do prof. Dr Jorge Almeida Guimaraes e prof. Dr. Albert Smolenski.

Ainda graduanda do curso de Ciéncias Farmacéuticas na UFRGS,
iniciei minha trajetéria cientifica como estudante de iniciacdo cientifica no
laboratorio de peptideos e enzimas proteoliticas do Centro de Biotecnologia da
UFRGS, sob a orientagdo do prof. Dr. Carlos Termignoni. Trabalhei durante a
iniciacdo cientifica e na minha tese de mestrado na linha de pesquisa de anti-
coagulantes presente na saliva do carrapato hematéfago Boophilus microplus.

Durante o estagio de doutorado-sanduiche ingressei na linha de
pesquisa em biologia celular, com enfoque em sinalizac¢do celular, trabalho que
rendeu a presente tese de doutorado. O projeto inicial propunha a realizacao
de uma triagem dois hibridos, utilizando como proteina “isca” a enzima
fosfodiesterase A2 (PDE2A), com o objetivo de identificar proteinas interatoras
da enzima PDE2A envolvidas na compartimentalizacio subcelular de
componentes da via de sinalizacdo dos nucleotideos ciclicos ou proteinas
interatoras da enzima PDE2A envolvidas na regulacdo de processos funcionais
em plaquetas. No entanto, o resultado da triagem dois hibridos direcionou este
trabalho para o sistema de detoxificagdo, que envolve complexos
multiprotéicos responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes que

codificam enzimas de metabolizacdo e detoxificacao.
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ABREVIATURAS

Ao longo do trabalho e em algumas figuras, palavras foram mantidas
no idioma original inglés. A lista de abreviaturas a seguir contém a tradugao
de palavras contidas no texto. A traducdo de palavras contidas em figuras

estara na legenda.

AC: adenilil ciclase

AD: activation domain. Dominio de ativacao

AhRR: Ahr repressor

ANP: atrial natriuretic peptide. peptideo natriurético secretado pelo
atrio

AKAP: A kinase anchor protein. Proteina ancoradora de proteina
quinase A.

ARNT: Ahr nuclear translocator. Proteina de transporte nuclear do Ahr

ATP: adenosina tri-fosfato

B-AR: Receptor B-adrenérgico

BD: binding domain. Dominio de ligacao

cAMP: adenosina mono-fosfato ciclica

c¢GMP: guanosina mono-fosfato ciclica

CNG: cyclic nucleotide gated channels. canais idnicos dependentes de
nucleotideos ciclicos

DRE: Dioxin regulatory elements. Sequéncias regulatérias de dioxinas.

DTT: 1,4-ditiotreitol

EPACs: Exchange protein directly activated by cAMP. Proteina de troca
de nucleotideo de guanina diretamente ativada por cAMP

FCS: Soro Fetal Bovino

GC: guanilato ciclase

GDP: guanosina di-fosfato

GTP: guanosina tri-fosfato
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HAH: hidrocarboneto aromaético halogenado

IL-2: Interleucina 2

PBS: Tampao fosfato salina

PDE2A: fosfodiestease 2A

PKA: proteina-quinase dependente de cAMP

PKG: proteina-quinase dependente de cGMP

IF: Imunofluorescéncia

IP: Imunoprecipitagao

IPTG: isopropil-p-D- 1-tiogalactopiranoside

NOS: Oxido nitrico sintase

PAH: hidrocarboneto aromatico policiclico ndo halogenado
PMSE: Fenilmetilsulfonilfluoride

TCDD: 2,3,7,8 Tetraclorodibenzo-p-dioxina

TNF-a: fator de necrose tumoral-a

WB: western blot. Imunodeteccao

XRE: «xenobiotics regulatory elements. Sequéncias regulatérias de

xenobiodticos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os Nucleotideos Ciclicos

O AMP ciclico (cAMP) foi identificado como um mediador
intracelular em 1950. Desde que foi identificado, cAMP tem sido relacionado a
uma ampla variedade de processos biolégicos como contracdo do misculo
cardiaco, agregacado plaquetdria, lipolise, glicogendlise, contracdo do musculo
liso, condutancia de canais idnicos e apoptose (Iffland et al, 2005). Na fisiologia
celular o cAMP atua como importante mensageiro intracelular, sendo sua
formacdo continua garantida pela acdo da enzima adenilato ciclase (AC) sobre
ATP, junto a membrana plasmatica. A ativacdo da AC ocorre como
conseqiiéncia da interacdo de hormonios, neurotransmissores ou outros
agonistas, com receptores especificos acoplados ao complexo multiprotéico da
proteina G. A subunidade Gsa da proteina G se dissocia do complexo e
estimula a AC a catalisar a conversao de ATP em cAMP. O cAMP recém
formado ativa proteinas efetoras intracelulares especificas. A principal
proteina efetora é uma haloenzima chamada proteina quinase dependente de
cAMP (PKA), um tetramero com duas subunidades regulatérias e duas
subunidades cataliticas. A ligacdo de cAMP as subunidades regulatérias induz
uma mudanca conformacional, causando a dissociacdo das subunidades
regulatérias, liberando, dessa forma, a atividade quinase das subunidades
cataliticas. A subunidade catalitica ativada, fosforila proteinas-alvo no
citoplasma ou pode migrar para o ntcleo onde fosforila proteinas que regulam
a expressao génica. As células de mamiferos possuem pelo menos dois tipos de
PKAs: tipo I, encontrada principalmente no citosol; e tipo II, ligada as
membrana plasmatica, membrana nuclear, membrana externa da mitocondria
e microtibulos (Alberts, 2002). Além de PKA existem outros alvos
intracelulares pelo qual cAMP exerce seus efeitos celulares, como canais

ionicos dependente de nucleotideos ciclicos e mais recentemente foram
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identificadas as proteinas EPACs (Exchange protein directly activated by cAMP),
que consistem de um dominio de ligagdo a cAMP fusionado ao fator de troca
de nucleotideos de guanina (GEF). Essa formagao permite que cAMP module a
troca de nucleotideos de guanina (GDP e GTP) na GTPase Rapl1 (Bailliea et al,
2005, Zaccolo et al, 2006). A figura 1 mostra um desenho esquematico dos
componentes envolvidos na formacdo de cAMP e as proteinas efetoras, alvo

do nucleotideo ciclico.
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Figura 1: Diagrama esquematico mostrando as vias de sinalizacio de cAMP. O
cAMP recém formado pode ser utilizado por: (1) PKA; (2) cAMP-fosfodiesterases; (3) canais
ionicos dependentes de nucleotideo ciclicos; (4) EPACs. Substrates: substrato, cAMP gated ion
channels: canais i6nicos dependents de cAMP, Phosphodiesterase: fosfodiesterase, Agonist:
agonista e cAMP guanine nucleotide exchange factors: fatores trocadores de nucleotideos de
guanina dependentes de cAMP. Fonte: Baillie et al, 2005.

A especificidade de acdo de cAMP é condicionada pela organizacdo
tridimensional das proteinas envolvidas na via de sinalizagdo dentro da célula.
De fato, a nogdo da agdo localizada de cAMP foi primeiro descrita em 1983,
com a observacdo de que diferentes receptores acoplados a proteina G podem
ativar seletivamente os subtipos I e II da haloenzima PKA em cardiomi6citos

(Buxton et al, 1983). Essa hipotese foi consolidada com a descoberta das
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AKAPs (proteinas ancoradoras de PKA) que posicionam PKA em localizagdes
subcelulares distintas em resposta ao aumento da concentragdo local de cAMP
(Bailliea et al, 2005, Zaccolo et al, 2006). Estudos recentes com fosfodiesterases
(PDEs) mostram uma proposta ainda mais sofisticada para o modelo de
compartimentalizagdo dos componentes da sinalizagdo por cAMP. A acdo
combinada e localizada da adenilato ciclase, PKA e fosfodiesterases criam
microdominios de cAMP. Assim, uma rede de sinalizagdo, que reune enzimas
ativadas por cAMP e aquelas que degradam cAMP é uma engenhosa maneira
de controle espacial e temporal da sinalizacdo por PKA. As AKAPs também
contribuem para a especificidade da sinalizacdo recrutando outras proteinas
regulatérias, como fosfatases, proteina-quinases e proteinas efetoras de
proteina G. Esses complexos fortalecem a intercomunicacdo entre as vias de
sinalizacdo e possibilitam um mecanismo de expansdao dos limites dos
processos influenciados por cAMP (Perry et al, 2002 e Bailliea et al, 2005).

A sintese de cGMP é controlada por dois tipos de enzimas guanilato
ciclase (GCs) que diferem em sua localizagdo subcelular e ativagao por ligantes
especificos: uma GC particulada (pGC), presente na membrana plasmatica e
ativada pelos peptideos natriuréticos como o peptideo natriurético atrial
(ANP), o peptideo natriurético cerebral (BNP) e o peptideo natriurético tipo C
(CNP); e uma GC soluvel (sGC) presente no citosol e ativada por 6xido nitrico
(NO). A ligacdo do agonista diretamente a GC estimula a enzima a produzir
cGMP a partir de GTP. O ¢cGMP sintetizado liga e ativa a proteina quinase
dependente de cGMP (PKG), que fosforila proteinas substratos como canais
idnicos, proteinas envolvidas na contragdo do musculo liso e fatores de
transcricdo que regulam fungdes celulares-chave (Jeon et al, 2005). Os
peptideos natriuréticos sdao uma familia de peptideos secretados,
estruturalmente relacionados, que regulam o balanco entre sais e &gua,
resultando na acdo vasodilatadora. Células cardiacas musculares do atrio
secretam ANP quando a pressdo sanguinea aumenta. ANP, por sua vez,

estimula células renais a secretar Na* e 4gua e induz o relaxamento das células
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do miusculo liso dos vasos sanguineos causando a vasodilatacdo e reducado da

pressao arterial (Fischmeister et al, 2006).

1.2 As Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDEs; EC 3.1.4.1) sdo metalofosfohidrolases (Mg?2*
ou Zn?*) que catalisam a hidrélise dos nucleotideos ciclicos, cAMP e/ou cGMP
gerando os correspondentes nucleotideos AMP e GMP, dessa forma
terminalizando a via de sinalizacdo dos nucleotideos ciclicos. As PDEs agem
em conjunto com as enzimas responsaveis pela sintese dos nucleotideos
ciclicos, AC e GC, no controle da amplitude e da duragao da sinalizagao celular
mediada pelos nucleotideos ciclicos.

Até o momento, as PDEs de mamiferos sdo subdivididas em 11
familias diferentes, tomando como base a seqtiéncia primaria de amino acidos,
a organizacdo de dominios regulatérios e as caracteristicas cataliticas e
regulatérias. Cada familia de PDE contém miutiplos genes que através de
processamento alternativo de mRNA gera em torno de 50 isoenzimas distintas
(Beavo et al, 1994, Maurice et al, 2003). Um sistema de nomenclatura permite a
identificagdio das PDEs. Por exemplo “HSPDE4D3” identifica a enzima
humana (HS, Homo sapiens) da familia PDE4 codificada pelo gene D, variante
de processamento de mRNA ntimero 3 (Beavo et al, 1994).

A tabela 1 mostra as diferentes familias de PDEs e as caracteristicas
bioquimicas préprias de cada uma delas, como especificidade a substratos,
susceptibilidade a inibidores, nimero de genes que codificam a familia e
componentes regulatorios.

As PDEs possuem diferentes especificidades e afinidades aos
nucleotideos ciclicos, seus substratos, sendo que as enzimas PDE4, -7 e -8
hidrolisam especificamente cAMP; as enzimas PDE5, -6 e -9 hidrolisam

especificamente cGMP; enquanto que as PDE1, -2, -3, -10 e -11 hidrolisam
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cAMP e cGMP (Maurice et al, 2003 e Jeon et al, 2005). Além disso, as PDEs
possuem caracteristicas regulatérias diferentes, sendo que algumas delas sao
ativadas ou inibidas pelos préprios nucleotideos ciclicos. Por exemplo, PDE1 é
ativada pela ligacdo de Ca?*/calmodulina, PDE2 e -5 sdo ativadas por cGMP,
PDES3 e -6 sao inibidas por cGMP enquanto que PDE10 é inibida por cAMP.

Tabela 1: Diferentes propriedades das familias distintas de PDE.

Familia Substrato(s) Inibidores (Ki) No de Regulacao
PDE genes
PDE1 cAMP e Vimpocetina (14 pM), W-7 (300 3 (+) Ca2+/CaM
cGMP M) (-) PKA
PDE2 cAMPe EHNA (1 pM) 1 (+) cGMP
cGMP
PDE3 cAMP>cGMP Cilostamide (20 nM), milrinone 2 (+) PKA, PKB
(150 nM), zardaverine (IC50 0,5-2 (-) cGMP
M)
PDE4 cAMP Rolipran (1 pM), piclamilast (1 4 (+) PKA, ERK
nM), zardaverine (IC50 0,8-4 pM) (-) caspases
PDE5 cGMP Zaprinast (130 nM), sildenafil (10 1 (+) cGMP, PKG,
nM), tadalafil (10 nM) PKA
(-) caspases
PDE6 cGMP Zaprinast (400 nM), sildenafil (50 3 (+) transducina
nM), dipiridamole (125 nM) (-) cGMP
PDE7 cAMP IBMX (4 pM), dipiridamole (600 2 (+/-) PKA
nM)
PDES8 cAMP Dipiridamole (9 pM) 2 Dominios PAS
PDE9 cGMP Zaprinast (35 pM) 1
PDE10  cAMP<cGMP Dipiridamole (1 pM) 1 (-) cAMP
PDE11 cAMP e Zaprinast (12 pM), tadalafil (60 1
cGMP pM), dipiridamole (0,4 pM)

Fonte: modificada de Maurice et al, 2003
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Todas as fosfodiesterases possuem uma arquitetura modular, com um
nucleo catalitico altamente conservado, de aproximadamente 270 aminoacidos
(em torno de 50% de identidade de seqiiéncia primaria entre as PDEs distintas
da mesma espécie), localizado na porcdo C-terminal e dominos regulatérios
localizados na regiao N-terminal (Figura 2) (Conti, 2000, Maurice et al, 2003,
Rybalkin et al, 2003).

A regido N-terminal possui funcado regulatoria em varias familias de
PDEs. Por exemplo, PDE1 contém na regido N-terminal um dominio de ligacao
a calmodulina; PDE2 contém uma regido alostérica de ligacdo a cGMP; as
PDE]1, -3, -4 e -5 possuem sitios de fosforilacdo para vérias proteinas quinases e
a PDE6 possui um dominio de ligagdo a transducina. A regido N-terminal de
algumas PDEs também contém um dominio de direcionamento a membrana,
importante na determinacdo da compartimentalizacdo celular e funcional. As

funcgdes especificas da regido C-terminal ainda nao estdo claras (Torphy, 1998).

@ @ SN ] PDEl

[} o . - PDE2
—== S - PDE3
04 G T PDE4
amms < (S (| PDE5

- Catalitico

@ Lo amme e SR 1 rDE6
Ligagio Cald

@ Dominio GAF C_— {1 PDEY

& &= O (- PDES

@ Dominio PAS — I T PDEY

B ctamnal << — S (- PDE10

Peptdeo S <= SIS (U PDEIL

Figura 2: Estrutura modular das PDEs. Representacdo esquemética dos dominios
das 11 familias de PDEs identificadas em mamiferos. CaM: dominio de ligagdo a calmodulina;
GAF: dominio inicialmente encontrado nas proteinas cGMP-fosfodiesterases, Adenilato ciclase
e Fh1A; UCR: upstream conserved region; PAS: dominio inicialmente encontrado nas proteinas
Per/ ARNT/Sim. Fonte: Conti, 2000.
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1.2.1 PDEs como Reguladores Fisiol6gicos e Alvos Terapéuticos

Como ja relatado, os nucleotideos ciclicos estao envolvidos em uma
grande variedade de processos fisiopatologicos. Conseqiientemente, a
concentracdo tanto de cAMP como de cGMP é finamente regulada, resultando
em um balanceamento de acdes entre as enzimas que sintetizam (AC e GC) e
as enzimas que degradam (PDEs) ambos os nucleotideos. Além disso, a
presenca de sitios alostéricos de ligacdo aos nucleotideos ciclicos nas PDEs
contribuem para a integracdo das vias de sinalizagdo por cAMP e por cGMP.

Dentre os processos fisiopatologicos regulados pelos nucleotideos
ciclicos encontra-se a secrecdo de renina pelas células glomerulares renais.
Nessas células, NO ativa GC solavel causando aumento na concentraciao de
cGMP. O aumento na concentracao de cGMP leva a inibicao da PDE3 e
consequente elevacdo da concentracdo de cAMP, ativagdo de PKA e
estimulacdo da secrecdo de renina. Além da modulacdo da secreciao de renina,
a intercomunicacdo entre as vias dos nucleotideos ciclicos pode estar
envolvida no mecanismo de controle da liberacdo de insulina dependente de
glicose. Em células  pancreédticas, o metabolismo oxidativo da glicose leva ao
aumento da concentracao de Ca?*, causando a ativacao de PDE1 e diminuicao
da concentracdo de cAMP, resultando na reducdao da secrecao de insulina
(Mehats et al, 2002). A figura 3 resume alguns eventos de intercomunicacao

entre as vias de sinalizacao dos nucleotideos ciclicos.
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Figura 3: As PDEs e a intercomunicacado entre diferentes vias de sinalizac¢ao. Fonte:
Mehats et al, 2002.

Em plaquetas, as isoformas PDE 2, -3 e -5 sdo altamente expressas,
formando uma rede para o controle dos niveis de cGMP e cAMP, como mostra
a figura 4. NO estimula a GC citosdlica a sintetizar cGMP que é substrato para
hidrolise por PDE5. Paralelamente, cGMP é ativador da PDE2 (estimulando a
hidélise de cAMP) e inibidor da PDE3 (inibindo a hidélise de cAMP) (Dunkern
and Hatzelmann, 2005).

.
/ \A ::AMP‘L
NO ——» GC —P cGMP

= S

Figura 4: Desenho esquemitico da rede de PDEs responsaveis pelo controle da
concentracio de cAMP e c¢cGMP em plaquetas humanas. Fonte: Dunkern and
Hatzelmann, 2005)
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Os avangos recentes nos estudos da farmacologia molecular das
enzimas PDEs dao suporte a expectativa na aplicagdo de inibidores de PDEs
para o tratamento de varias patologias. Assim, no caso da isoenzima PDE4,
que é altamente expressa em células da resposta imune e inflamatéria, seus
inibidores cilomilast (Ariflo®, Glaxo Smith Kline) e roflumilast (Altana AG) ja
estdo em triagem clinica para o manejo da inflamagdo caracteristica de doencas
inflamatoérias do trato respiratério, como a asma e a DPOC (Chung, 2006).
Além disso, o efeito antinflamatério do inibidor de PDE4 rolipran (Korantin®,
BASF) tem sido testado com sucesso em modelos animais de artrite
reumatoéide (Dyke and Montana, 1999).

A importancia fisiolégica de PDE5 na manutencdo do tonus da
musculatura lisa vascular tem sido demonstrada no tratamento da disfuncao
erétil pelo uso clinico dos inibidores especificos de PDE5, sildenafil (Viagra®,
Pfizer), verdenafil (Levitra®, Bayer) e tadalafil (Cialis®, Lilly Icos). A inibigao
da PDES5 resulta na elevacdo da concentracdo de cGMP com consequente
relaxamento da musculatura lisa vascular peniana (Ballard et al, 1998).

Inibidores de PDE3, como Pimobendan (Boehringer Ingelheim),
Milrinone (SterlingWinthrop) e Anagrelide (Bristol-Myers Squibb), podem ser
benéficos em tratamentos, a curto prazo, em pacientes com cardiomiopatias
cuja contratilidade cardiaca estd enfraquecida a ponto de causar choque
cardiogénico ou hipotensdo. No entanto, o tratamento a longo prazo ndo é
efetivo em reverter as caracteristicas patolégicas da cardiomiopatia dilatada e
o risco de morte dos pacientes em tratamento é aumentado. As causas
especificas do aumento da mortalidade em pacientes tratados com inibidores
de PDE3 a longo prazo ainda ndo foi estabelecida (Movsesian et al, 2002).

O inibidor de PDE1 vinpocetina (Richter Gedeon) foi desenvolvido,
mostrando potente agdo vasodilatadora e acdo terapéutica no tratamento de
doengas cerebrovasculares, no entanto foi retirado do mercado pela baixa
eficicia observada em um estudo duplo-cego e pela presenca de efeitos

colaterais, como tontura. Mais tarde percebeu-se a inespecificidade do
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composto, sendo ativo também contra PDE5. Esforcos estao sendo feitos para o
desenvolvimento de inibidores especificos contra a isoforma PDE1C, ja que a
inibicdlo da isoenzima wusando oligonucleotideos antisenso, suprime a
proliferacdo de células do musculo liso de arteria com lesdes arteroscleroética,
além disso a isoenzima PDEI1C esta ausente em células musculares lisa de
artérias normais (Rybalkin et al, 2002).

Existem ainda sete outras PDEs (PDE2, -6, -7, -8, -9, -10 e -11). Muito se
sabe sobre a estrutura e funcao dessas enzimas, sua distribuicao subcelular e
controle. Elas tém sido estudadas como potencial alvo terapéutico em
numerosas anormalidades fisiol6gicas, como por exemplo, inibidores de PDE2
e PDE9 tém sido estudados pela Bayer para terapia do déficit cognitivo. O
grande sucesso comercial do inibidor de PDE5, o Viagra, apontou para o
otimismo no conceito de terapia baseada na inibicdio de PDEs. O
desenvolvimento de novos compostos inibidores contribuird para o
desenvolvimento de novas drogas para a terapia de muitas patologias

importantes para a satide publica (Jeon et al, 2005).

1.2.2 Fosfodiesterase 2A (PDE2A)

Um tnico gene codifica a sintese de trés isoformas de PDE2 (2A, 2B e
2C) que resultam da variacao de processamento do mRNA (Tabela 1). Apenas
uma variante de processamento de mRNA foi encontrada em humanos,
homoéloga a PDE2A3 de bovinos. A enzima PDE2A humana é um
homodimero de massa molecular de aproximadamente 213 kDa e também é
conhecida por PDE estimulada por cGMP (PDE cGMP-estimulada). Cada
mondmero da PDE2A contém um dominio N-terminal de funcao
desconhecida, dois dominios GAF seguido um do outro (GAF A e GAF B) e
um dominio catalitico C-terminal (Figura 2). Elas sdo capazes de hidrolisar

cAMP e cGMP, com Km aparente levemente menor para cGMP. No entanto,
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quando ¢cGMP liga ao dominio GAF B, a enzima sofre uma mudanca
conformacional que resulta em Km aparente 10 vezes menor para cAMP
(Iffland et al, 2005).

Os dominios GAF representam uma das maiores familias de motivos
ligadores de moléculas pequenas na natureza (Martinez et al, 2002a). A
designacdo GAF surgiu a partir das iniciais dos nomes das proteinas em que
foi primeiro identificado por homologia de sequéncias: cGMP-fosfodiesterases,
Adenilato ciclase e Fh1A (um fator de transcricdo de E. coli). Hoje sabe-se que 5
familias de PDEs possuem dominios GAF (PDE2, -5,-6, -10 e -11) e que mais de
1360 proteinas contém esses motivos, em organismos que variam desde
esponjas até humanos. No entanto, muitas dessas proteinas nao ligam
nucleotideos ciclicos. A estrutura cristalina da regido N-terminal contendo os
dominios GAF A e B da enzima PDE2A de camundongo, ligada a cGMP, foi
recentemente determinada (Fig 5). A estrutura mostra que os dominios GAF A
de cada mondmero formam a interface do dimero, enquanto que os dominios
GAF B estdo distantes e sdo responsaveis pela ligagdo de cGMP (Martinez et al,
2002b). A estrutura dos dominios GAF A e B da PDE2A ndo sugere um
mecanismo de acdo para a ativacdo catalitica induzida pela ligacdo de cGMP,
de forma que ainda ndo esta claro como a mudanga conformacional em GAF B
causa a ativagdo do dominio catalitico e requer determinacdes estruturais da

enzima com e sem cGMP ligado (Martinez et al, 2002a).
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Figura 5: Estrutura dos dominios GAF A e B da PDE2A de camundongo. Cada
subunidade contém um dominio GAF A e um dominio GAF B. (A) O dominio GAF A forma a
interface do dimero enquanto que o dominio GAF B contém o sitio de ligagdo a cGMP. (B)
Vista da interface do dimero num angulo aproximadamente de 70° em relagdo a vista em A,
mostrando a ponte dissulfeto em C386. cGMP estd mostrado em vermelho. Fonte: Martinez et
al, 2002b.

A PDE2A ¢ altamente expressa em cérebro e coragdo, mas também é
encontrada nos pulmdes, rins e figado. Uma das primeiras fun¢des especificas
atribuida a PDE2A é o controle da pressao arterial. PDE2A é altamente
expressa em células da zona glomerulosa do cértex da adrenal, células
responsaveis pela producdo e secrecao de aldosterona. Em condi¢es de
elevada pressdao arterial, as células do musculo cardiaco secretam ANP
produzindo aumento da concentracdo de cGMP através da estimulagao da GC
particulada nas células da zona glomerulosa. O cGMP sintetizado estimula a
atividade catalitica da PDE2A, resultando na diminuicdo da concentracdo de
cAMP e inibicao da secrecao de aldosterona, dessa forma reduzindo a pressao
arterial (MacFarland et al, 1991 e Spat and Hunyady, 2004).

PDE2A também esta envolvida no controle da contracdo do musculo
cardiaco. Tem sido relatado em estudos recentes, o direcionamento de PDE2 a
microdominios da membrana plasmatica chamados “raft de lipideos”, e sabe-
se que o receptor adrenérgico (f-AR), a AC e a 6xido nitrico sintase (NOS)

residem em um subtipo cardiaco de microdominios da membrana plasmatica
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chamado caoveolo e que PDE2A diminui a quantidade de cAMP limitada a
regido do caoveolo de cardiomidcitos de rato, dessa forma afetando a
contracdo do musculo cardiaco (Mongillo et al, 2006b). Além disso, PDE2A
parece regular a permeabilidade de células endoteliais em condigdes
inflamatdrias, j& que estudos recentes mostram que a alta concentracdo dos
nucleotideos ciclicos previnem o aumento da permeabilidade nessas células e
que TNFa, um importante marcador de processos inflamatérios, estimula a
expressaio de PDE2A, que hidrolisa cAMP, causando o aumento da
permeabilidade de células endoteliais de veia umbilical (HUVEC) (Seybold et
al, 2005).

1.3. XAP2 e a via do Receptor Aril Hidrocarboneto

1.3.1 A proteina XAP2

Como recentemente demonstrado (de Oliveira et al.,, manuscrito
submetido), PDE2A associa-se com XAP2, um membro da familia de proteinas
conhecida por imunofilinas e um dos componentes do complexo multiprotéico
do receptor citosélico Aril hidrocarboneto (Ahr).

XAP2 (também conhecido como ARA9 e AIP) é uma proteina de 38
kDa que foi inicialmente identificada como uma proteina ligadora da proteina
X, um fator de transcrigdo do virus da hepatite B, de onde surgiu a designagao
XAP2 (X Associated Protein). A ligacdo de XAP2 a proteina X parece inibir a
expressao de genes regulados pela proteina X (Kuzhandaivelu et al, 1996). Em
paralelo, XAP2 foi identificado, por diferentes grupos de pesquisa, como um
dos componentes do complexo multiprotéico do receptor citosélico Aril
hidrocarboneto (Ahr) (Ma and Whitlock, 1997, Carver and Bradfield, 1997 e

Meyer et al, 1998). Estruturalmente, XAP2 possui na sua regiao N-terminal um
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dominio de homologia a imunofilinas e na regido C-terminal, trés motivos
estruturais chamados dominios TPR, como mostra a figura 6 (Carver et al, 1998

e Meyer et al, 1999).

TPR Domain
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Figura 6: Desenho esquematico da estrutura dos dominios de XAP2. Em vermelho
o dominio de homologia a imunofilinas e em verde os trés dominios TPR.

Devido a presenca do dominio de homologia a imunofilinas, XAP2 é
classificado como uma imunofilina. As imunofilinas compreendem uma
familia de proteinas que foram identificadas por sua habilidade de ligar
drogas imunosupressoras como ciclosporina A (CsA), FK506 e rapamicina. As
imunofilinas do tipo ciclofilinas ligam CsA, enquanto que as do tipo FKBPs
(proteinas ligadoras de FK506) ligam FK506 e rapamicina. Dentro de cada
grupo, as ciclofilinas e as FKBPs possuem alto grau de conservacdo estrutural
ao longo da evolucdo, indicando funcdes celulares fundamentais para as
proteinas membros desses grupos de imunofilinas. O alvo celular do complexo
droga imunosupressora-imunofilina é a calcineurina, uma fosfatase Ca2*-
dependente. Em linfécitos T, a calcineurina é ativada pelo aumento da
concentracao da Ca?* citoplasmatico, que ocorre apods a estimulagao de células
T. Calcineurina entdo desfosforila a forma citoplasmatica do fator de
transcricdo chamado fator nuclear de células T ativadas (NFAT), permitindo
seu deslocamento para o nucleo, causando o estimulo da transcrigdo do fator
de crescimento de células T, a IL-2. Os complexos FK506-FKBP e CsA-
ciclofilina ligam e inibem calcineurina, dessa forma bloqueando a
desfosforilagdo, a transcricao de IL-2 e a proliferagdo de células T, resultando

em imunosupressdao. Além disso, as imunofilinas possuem atividade
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enzimética do tipo peptidil-prolil cis/trans isomerase (rotamase) inibida pela
ligacdo da droga imunosupressora. No entanto, a inibicdo da atividade
rotamase ndo esta relacionada com a atividade imunosupressora (Marks,
1996). Curiosamente, XAP2 ndo possui nenhum dessas fungdes: ndo liga
drogas imunosupressoras até hoje testadas e nao possui atividade enzimaética
de rotamase (Ma and Whitlock, 1997 e Carver et al, 1998).

Além do dominio de homologia a imunofilinas, XAP2 possui trés
motivos TPR seguido um do outro. Os dominios TPR sao motivos estruturais
presentes em grande ntimero de proteinas e estdo envolvidos em interagdes
proteina-proteina e na formacgao de complexos multiprotéicos. Os motivos TPR
variam de 3 a 16 repetigdes de 34 residuos de amino &cidos, e o alinhamento de
sequéncias de amino &cidos dos dominios TPR revela uma sequéncia consenso,
definida por um padrdo de amino acidos pequenos e grandes. Os motivos TPR
tétm sido encontrados em vdrios organismos diferentes, incluindo desde
bactérias a células humanas. Proteinas contendo motivos TPR estdo envolvidas
em uma variedade de processos biol6gicos, tais como, controle do ciclo celular,
controle transcricional, transporte, neurogénese e enovelamento protéico
(D'Andrea and Regan, 2003).

XAP2 exibe alta homologia de sequéncia com as imunofilinas FKBP12
e com FKBP52. Assim como XAP2, varios membros da familia das
imunofilinas interagem com hsp90 e fazem parte de complexos multiprotéicos
envolvendo receptores citosélicos, como os receptores esteroidais. Por
exemplo, FKBP52 liga hsp90 através de seus motivos TPR e faz parte dos
complexos dos receptores de glicorticéides (GR), progesterona (PR), estrogénio
(ER) e andrégenos (AR) (Meyer and Perdew, 1999).

Recentemente, Vierimaa et al demonstraram que individuos com
predisposicdo a adenoma na glandula pituitaria (PAP), possuem mutacoes no
gene que codifica XAP2 resultando na expressao de XAP2 truncado. Ainda
nao esta claro porque a perda da funcdo de XAP2 resulta em PAP e a possivel

relagdo com a via do Ahr, no entanto o trabalho relatado por Vierimaa destaca
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a importancia de XAP2 e suas proteinas associadas na fisiopatologia celular

(Vierimaa et al, 2006).

1.3.2 A Via do Receptor Aril Hidrocarboneto (Ahr)

Os individuos estdo constantemente expostos a uma variedade de
compostos xenobidticos, tais como principios téxicos e venenos de origem
animal, vegetal e de microorganismos, medicamentos, nicotina e a propria
fumaca de tabaco, produtos e subprodutos industriais, etc. Por varias décadas,
desde o comeco do século passado, os cientistas admitiam a existéncia de
mecanismos adaptativos para minimizar a toxicidade desses compostos
ambientais. No entanto, a resposta metabdlica a compostos aromaticos
policiclicos (PAHSs) s6 veio a ser descrita na década de 50 (Conney et al, 1956)
com a observagao de que a administracdo de xenobiéticos a roedores induz a
sintese de diversas enzimas microssomais hepaticas, coletivamente referidas
como aril hidrocarboneto hidroxilases (AHH). Sabe-se hoje que as atividades
descritas por Conney refletem, basicamente, a atividade catalitica do citocromo
P4501A1 e algumas enzimas de conjugagdo como a glutationa S-transferase.
Essas observacdes levaram, mais recentemente, a predicdo e a descoberta do
Ahr, como um receptor induzivel que controla a expressao da atividade AHH
(Hahn, 2002).

Ahr é um fator de transcrigdo induzivel pelo ligante, responsavel pela
resposta celular a compostos xenobidticos que incluem uma ampla variedade
de contaminantes ambientais hidrofébicos, tais como: hidrocarbonetos
aromaticos halogenados (HAHSs) e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
nao-halogenados (PAHs). O TCDD (2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina) é um
membro da classe dos HAHs, e é o mais potente e mais estudado ligante de
Ahr, produzindo uma variedade de efeitos biolégicos e téxicos de maneira

espécie- e tecido- especificos. A exposicao de individuos a TCDD resulta em
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efeitos danosos como enfraquecimento, cloracne, desordens sanguineas e
imunonolégicas, producdao de tumores, defeitos reprodutivos e de
desenvolvimento (Ramadoss et al, 2004 e Ramadoss and Perdew, 2005).

Ahr possui massa molecular que varia entre 95 e 140 kDa,
dependendo da espécie de vertebrado (Ramadoss et al, 2004) e pertence a
familia de fatores de transcricdo que contém os dominios basico helix-loop-helix
(bHLH)/Per-ARNT-Sim (PAS), dois dominios altamente conservados ao longo
da evolucdo (Kashuba et al, 2006). A porcdo N-terminal de Ahr contém o
motivo bHLH que é a interface da dimerizacdo com ARNT (AhR Nuclear
Translocator), proteina estruturalmente relacionada com Ahr que contém os
dominios bHLH/PAS e é fundamental na ativacdo da transcricdo de genes
regulados por Ahr. A regido basica, também localizada na por¢ao N-terminal
de Ahr é reponsavel pela habilidade do heterodimero Ahr-ARNT de ligar-se a
regides do DNA conhecida como Dioxin Regulatory Elements (DRE) ou
Xenobiotics Regulatory Elements (XRE). Os dominios PAS A e PAS B sao
formados basicamente por amino acidos hidrofébicos e sdo homdlogos aos
dominios presentes nas proteinas de Drosophila Per e Sim, envolvidas no
controle do ritmo circadiano e no desenvolvimento, respecivamente. Esses
motivos estdo comumente envolvidos em interagdes proteina-proteina,
contribuindo para a interface do heterodimero Ahr-ARNT. Além disso os
dominio PAS sdo necessarios para a ligacdo do agonista ao Ahr e para a
ligacdo com hsp90 (Meyer and Perdew, 1999). O segmento carboxi-terminal de
Ahr contém um dominio comumente encontrado em fatores de transcricao,
chamado dominio de transativacdo (TAD), rico em residuos de glutamina. Este
dominio é responsavel pela indugdo da transcricdo dos genes regulados pelo
fator de transcricao. A figura 7 mostra o arranjo dos dominios que formam o

Ahr (Gu et al, 2000 e Denison et al, 2002) .
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Figura 7: Desenho esquemadtico da estrutura dos dominios de Ahr. O dominio
bHLH contém sequéncia de localizagdo nuclear (NLS) e sequéncias de exportacdo nuclear
(NES) e estdo envolvidas com a ligagdo ao DNA. Os dominios PAS sdo os responsaveis pelas
interacdes proteina-proteina e ligacdo do agonista ao receptor. Fonte: http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1

Ahr reside no citoplasma em uma conformacao de alta afinidade de
ligacdo pelo agonista, em um complexo tetramérico formado por duas
moléculas da proteina chaperona hsp90, por um componente imunofilina,
XAP2 e por uma co-chaperona, p23. A chaperona hsp90 parece ser necessaria
para o enovelamento correto de Ahr na conformacdo de alta afinidade pelo
ligante e também estabiliza o receptor no citoplasma. XAP2 liga tanto hsp90
quanto o receptor, o que leva ao aumento da estabilidade do complexo
(Ramadoss et al, 2004). Estudos mostram que a expressdo transitéria de Ahr de
camundongo é predominantemente nuclear em células COS-1 em cultura, no
entanto, a co-expressao de Ahr e XAP2 leva a localizagao citoplasmatica de
Ahr (LaPres et al, 2000 e Petrulis et al, 2000). Além disso, Ahr possui tanto o
sinal de localizagao nuclear (NLS) quanto o sinal de exportagdo nuclear (NES),
que capacita o receptor a trafegar entre o nicleo e o citoplasma. No entanto, a
superexpressao de XAP2 é capaz de bloquear o deslocamento de Ahr para o
nicleo na auséncia de ligante, sugerindo que XAP2 é responsavel por manter o
compexo Ahr no citoplasma. Apesar disso, o papel preciso de XAP2 no
complexo do Ahr ainda esta por ser melhor elucidado (Ramadoss et al, 2004 e

Pollenz et al, 2006).
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A ativacdo da via de sinalizacdo do Ahr ocorre quando o individuo
entra em contato com compostos xenobioticos, como o TCDD. Este composto
funciona como potente e seletivo agonista: atravessa a membrana plasmatica,
difunde-se pelo citoplasma, ligando-se, finalmente o Ahr. A ligacdo do
agonista induz uma mudanga conformacional no Ahr que expde as sequéncias
de localizagdao nuclear (NLS), induzindo ao deslocamento do complexo para o
nucleo onde ele forma um complexo trascricionalmente ativo com ARNT. A
dimerizacdo com ARNT induz a liberagdo de Ahr do complexo com hsp90,
XAP2 e p23 e o complexo Ahr-ARNT liga-se ao DNA em regides regulatérias
chamadas XRE ou DRE. Esses dominios estao localizados na regido promotora
e regulam a transcricdo de genes que codificam enzimas de metabolizacdo de
drogas de fase I e Il. As de fase I sdo representadas pelas enzimas do citocromo
P450: CYP1A1l e CYP1A2 e as de fase II sdo representadas pelas enzimas
UGT1A1, GST-Ya e NADPH-quinona-oxido-redutase. (Carlson and Perdew,
2002 e Ramadoss and Perdew, 2005). A figura 8 mostra a via de sinalizagao do
receptor Ah.

A via de sinalizagdo do Ahr pode ser controlada por dois mecanismos:
1) pela transcrigao, induzida por Ahr, de uma proteina bHLH/PAS dominante
negativo, conhecida como AhR Repressor (AhRR) que compete com Ahr pela
ligacdo com ARNT, dessa forma interferindo na ligacdo de Ahr ao DNA e
inibindo a transcricdo dos genes regulados por Ahr; 2) pela degradagdo de Ahr

pela via do proteossomo 26S (Dunham et al, 2006).
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Figura 8: Modelo da via de sinalizagdo de Ahr. O modelo sugere que apds a ligacao
do agonista, o complexo Ahr desloca para o nicleo onde o complexo se desfaz. Ahr dimeriza
com ARNT, liga regides do DNA chamada XRE, na regido promotora de genes como CYP1A1
e do repressor AhRR. Fonte: Fujii-Kuriyama and Mimura, 2005.

A ativagdo da via de sinalizagdo de Ahr por compostos xenobidticos,
em modelos animais, produz numerosas conseqiiéncias téxicas ao organismo,
incluindo carcinogénese, involugao do timo, enfraquecimento severo e morte.
Além disso, camundongos transgénicos expressando constitutivamente um
mutante ativo de Ahr desenvolvem tumores de estomago, consistente com a
funcdo oncogénica do receptor ativado (Kashuba et al, 2006). Recentemente,
tem sido proposto que o complexo transcricional Ahr/ARNT, e os genes
regulados por ele, evoluiram para a defesa do organismo contra diversas
toxinas de plantas e, seguindo essa hipétese, seria improvavel que Ahr tivesse
fungdes fisioldgicas enddgenas (Puga et al, 2005). No entanto, a participacao de

Ahr no desenvolvimento hepético, na nefrogénese, no funcionamento do
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sistema imune, na proliferacio e diferenciacdo celular, assim como no
metabolismo do acido retindico, sugerem que Ahr pode ser ativado para
regular esses processos na auséncia de um ligante exdégeno (Oesch-
Bartlomowicz et al, 2005). Finalmente, a grande variedade de ligantes
exégenos capazes de ativar Ahr, sugere a possibilidade da existéncia de
multiplos ligantes endégenos.

A existéncia de ligantes fisiologicos de Ahr é indiretamente suportada
por numerosas observagdes que demonstram a ativacdo de Ahr, e de respostas
dependentes de Ahr, na auséncia de ligantes exdgenos. Essas evidéncias
indiretas incluem: 1) presenca de Ahr nuclear em fatias de tecidos de animais
nao tratados com xenobidticos e também em células em cultura; 2) evidéncia
de que Ahr tem papel no controle do ciclo celular na auséncia de ligante
exdgeno e a observacao experimental de que a supressao da expressdo de Ahr
resulta em diminuicdo do desenvolvimento de blastocistos em camundongos;
3) talvez a evidéncia mais importante para a existéncia de um ligante
endégeno de Ahr surgiu de estudos com camundongo knockout de Ahr, que
mostram um espectro de defeitos no desenvolvimento e mudangas fisiologicas
nos camundongos Ahr -/-. No entanto, a identidade dos compostos que ativam
Ahr em concentragdes fisiologicas normais ainda é uma grande incégnita
(Schmidt and Bradfield, 1996, Denison et al, 2002 e Bock and K&hle, 2006). De
fato, ao longo dos ultimos anos foram descritos na literatura intmeros
candidatos a ligantes endégenos de Ahr, incluindo vérios produtos da foto-
oxidacdo do amino acido triptofano, lipoxina, indirubina, bilirubina,
biliverdina e um derivado indélico isolado de pulmao de porco (Denison et al,
2003, Bittinger et al, 2003 e Puga et al, 2005). Nesse contexto, é possivel que os
efeitos biologicos de Ahr dependam da presenca desses ou de outros ligantes
endogenos, que podem ser distintos em diferentes tecidos e estdgios do
desenvolvimento e que os efeitos toxicos dos ligantes xenobiéticos pode ser
devido a expressao génica alterada em células suscetiveis. Além disso, ja que a

maioria dos efeitos toéxicos de TCDD/HAHSs nao sao observados até semanas
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ap0s a exposigdo, provavelmente os efeitos toxicos desses compostos resultem
da expressdo continua e inapropriada de genes especificos, o que finalmente
resulta na resposta toxica (Denison et al, 2002). Alternativamente, os
compostos xenobidticos podem causar os efeitos toxicos de forma
independente da via de Ahr (Puga et al, 2005).

Recentemente, Oesch-Bartlomowicz et al (2005) mostraram que cAMP,
de maneira similar ao TCDD, é capaz de estimular o deslocamento de Ahr
para o nucleo. Todavia, neste caso, Ahr nuclear ndo dimeriza com ARNT, mas
forma complexo com outras proteinas ainda nao identificadas. Além disso,
cAMP ndo induz a transcricdo do gene CYP1A1, utilizado como gene reporter.
Esses resultados corroboram a idéia sobre a via endégena de Ahr, e que essa
via endégena esta diretamente ligada a concentracdo de cAMP intracelular e
ndo envolve a expressio de enzimas de detoxificagio de compostos

xenobidticos (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005).
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO

Iniciamos este projeto buscando identificar a compartimentalizagao
subcelular da via NO/cGMP e o papel das fosfodiesterases nessse contexto.
Utilizamos para tal a técnica da triagem dois-hibridos em levedura usando a
enzima PDE2A como isca, com o objetivo de identificar proteinas associadas a
PDE2A que poderiam justificar tal compartimentalizacdo subcelular. Usar
PDE2A como isca se justificava plenamente porque: a enzima é ativada por
c¢GMP, hidrolisa cAMP e cGMP, sendo ademais altamente expressa em células
do sistema cardiovascular, exercendo papel importante no controle da pressao
arterial, tema de interesse para o nosso grupo de pesquisa. Detectamos, ao
final da triagem dois-hibridos, a interacdo entre PDE2A e XAP2, indicando a
intercomunicacdo entre as vias dos nucleotideos ciclicos e a via do Ahr.

Assim, os objetivos desse trabalho passaram a ser:

- Comprovar a interacdao entre PDE2A e XAP2;

- Mapeamento dos sitios de ligacao de XAP2 na enzima PDE2A;

- Identificar a regido de ligacdo em XAP2;

- Determinar se a ligacdo entre PDE2A e XAP2 é influenciada por
cGMP, um modulador alostérico da enzima PDE2A;

- Determinar se PDE2A faz parte do complexo do receptor Ah;

- Determinar se a ligacdo de XAP2 a PDE2A interfere na atividade
fosfodiesterdsica da enzima PDE2A;

- Sugerir um papel funcional para a presenca de PDE2A na via de
sinalizacdo de Ahr;

- Entender o mecanismo de acdo de cAMP na via de sinalizagdo de

Ahr.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais:

3.1.1 Cepa de Bactérias, Leveduras e Linhagens Celulares:

As cepas de bactérias E. coli TOP10 quimicamente e eletro
competentes e E. coli BL21 Star™ (DE3) foram obtidas da Invitrogen,
Karlsruhe, Alemanha e a cepa de E.coli XL10-Gold™ da Stratagene, La Jolla,
EUA. A cepa da levedura S. Cerevisae AH109 foi adquirida da BD Clontech,

Palo Ato, EUA. As origens das linhagens celulares sao as seguintes:

- T-REx™-Hela Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha

- COS-1 Colecdo alema de microorganismos e
culturas de  células  (DSMZ),
Braunschweig, Alemanha.

- Hepalclc?7 Gentilmente cedida por Barbara
Oesch-Bartlomowicz, Universidade de

Mainz, Alemanha

3.1.2 Vetores, Plasmideos e cDNAs:

pSG8-VSV cedido por Steffen Gross, Frankfurt

pGBKT7 BD Clontech, Palo Alto, EUA
pACT2 BD Clontech, Palo Alto, EUA



pGEX-4T-3

pcDNA4/TO
pcDNA3-HRS

pFlag-CMV1-HSP90

pEF-V5-HisC-Flag-Ahr
pcDNA4/TO-EGFP

pcDNA3-GC-A
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GE-Healthcare Bio-Sciences, Uppsala,
Suécia

Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha
cedido por Daniela Holler, Frankfurt,
Alemanha

cedido por Sylke Pioch, Frankfurt,
Alemanha

cedido por Gary H. Perdew, EUA
cedido por A. Smolenski, Frankfurt,
Alemanha

cedido por S. Gambaryan, Wiiryburg,

Alemanha

PDE2A c¢DNA (Clone IRAKp961N0275Q2) foi obtido da RZPD,

Alemanha.

A biblioteca de cDNA de cérebro humano utilizada na triagem dois-

hibridos pertence ao sistema MATCHMAKER da Clontech, Paolo Alto, EUA e

esta clonada no vetor de expressao pGADT?.

3.1.3 Oligonucleotideos:

pSGS8-PDE2A-for
pSG8-PDE2A-rev
pGBKT7-PDE2-for
pGBKT7-PDE2-rev
pGEX-4T-3-XAP2-for
pGEX-4T-3-XAP2-rev
pGEX-4T-3-HRS-for
pGEX-4T-3-HRS-rev
pGEX-4T-3-TULIP-for
pGEX-4T-3-TULIP-rev
pGEX-4T-3-PLC-for
pGEX-4T-3-PLC-rev
pGEX-4T-3-WDR13-for
pGEX-4T-3-WDR13-rev
pGEX-4T-3-TFCB-for

5’-ttcgatatcatggggcaggcatgeggecactce-3’
5’-gataagctttcactcagcatcaaggctgcage-3’
5’-ggccatggaggcecatggggcaggceatgeggecactecd
5’-gatgtcgactcactcagcatcaaggetgeage-3’
5-tatcccgggggatggeggatatcatcgcaaga-3’
5'-tagcggecgctcaatgggagaagatcceceg-3’
5-ataggatccatggggcgaggcageggcac-3’
5'-tatctcgagtcagtcgaatgaaatgagct-3’
5’-taaggatccgtgtgeatt tctgaaaaac-3’
5’-ttactcgagttaatgatcggcatcagatgg-3’
5'-ataggatccaagaattcaattgtggaccc-3’
5’-tatctcgagctagtcectggagggagatct-3’
5-atagtcgacagcatctcageccggteetg-3’
5’-tatgcggceegectacttetgetecegectee-3’
5’-tatggatccctcaccatcgetgagttcaag-3’

7



pGEX-4T-3-TFCB-rev
pcDNA4/TO-XAP2-FLAG-for
pcDNA4/TO-XAP2-FLAG-rev
pcDNA3.1/myc-HisB-XAP2-for
pcDNA3.1/myc-HisB-XAP2-rev
*pSG8-GafA /B-for
*pSG8-GafA/B-rev
*pSG8-GAFA-for
*pSG8-GAFA-rev
*pSG8-N-PDE2A-for
*pSG8-N-PDE2A-rev
pSG8-GAFB-for
pSG8-GAFB-rev
pGEX-4T-3-XAP2(1-169)-for
pGEX-4T-3-XAP2(1-169)-rev
pGEX-4T-3-XAP2(170-330)-for
pGEX-4T-3-XAP2(170-330)-rev
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5’-atactcgagtcatatctcgtccaacccgt-3’
5-atataagcttggattatggcggatatcatcgcaaga-3’

5’-attactcgagctacttatcgtcgtcatccttgtaatctgeatgggagaagatececegg -3

5'-tataagcttactatggcggatatcatcgactceg-3’
5’-tatctcgagcgatgggagaagatcccceggaac-3’
5’'-gtatcgcagccacctggecaattagatgatgatgtaccacatgaagg-3’
5-ccttcatgtggtacatcatcatctaattggecaggtggetgegatac-3’
5'-gagtgccaggctcttctctaagtggeaaagaacctcttca-3’
5’'-tgaagaggttctttgccacttagagaagagcectggceacte-3’
5'-agggtgcaggtcctgeagtagegegggeccagggaggetc-3’
5’-gagcctecctgggeccgegetactgeaggacctgeacect-3’
5’-tgtaagcttgctcttctccaagtggeaaag-3’
5’-atactcgagtcagtacatcatcatctcattgg-3’
5’-tatgtcgacatggcggatatcatcgcaag-3’
5’-tatgcggeegeggeccatgggtectgetggt-3
5’-tatgtcgacatgacagacgaagagaaggca-3’
5’-atagcggecgctcaatgggagaagatececeg-3

* Oligonucleotideos gerados para reacao de mutagénese sitio especifica.

Todos os oligonucleotideos foram sintetizados e purificados pela

MWG-Biotech, Munique, Alemanha.

3.1.4 Enzimas e Proteinas

PCR Master Mix MBI Fermentas, St. Leon-
Rot
Stratagene, La Jolla, USA

MBI Fermentas, St. Leon-

Pfu DNA-Polymerase

Enzimas de Restricao

PEQGOLD Protein-Marker 1 IEEEQLAB, Erlangen
3.1.5 Anticorpos
3.1.5.1 Anticorpos Primarios:
Camundongo anti-VSV monoclonal.  Sigma,  Taufkirchen.

(clone P5D4) Diluigao para WB: 1:5000



Camundongo anti-FLAG M2
red anti-FLAG M2 affinity gel
Camundongo anti-myc

(clone 4%6)

Coelho anti-myc

(clone A-14)

Camundongo anti-XAP2
(clone ab468)

Cabra anti-Ah receptor
(clone M20)

Camundongo anti-Ah receptor
(clone ab2770)

Coelho anti-PDE2A
(clone ab14604)
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monoclonal.  Sigma, Taufkirchen.
Diluigao para WB: 1:10000

anti-FLAG M2 acoplado a agarose CL-
4B. Sigma, Taufkirchen. Diluigao: 1:70.

monoclonal. Upstate, Lake Placid,
USA. Diluigao para WB: 1:1000

polyclonal. Santa Cruz Biotechnology,
Caiférnia, EUA. Diluicdo para IF:
1:100.

monoclonal. Abcam, Cambridge, UK.
Diluigao para WB: 1:1000

polyclonal. Santa Cruz Biotechnology,
Caiférnia, EUA. Diluicdo para IF: 1:50.

monoclonal. Abcam, Cambridge, UK.
Diluigao para WB: 1:1000

policlonal. Abcam, Cambridge, UK.
Diluigao para WB: 1:2000)

3.1.5.2 Anticorpos Secundarios:

anti-Camundongo-IgG
Peroxidase-conjugado

anti-Coelho-IgG
Peroxidase-conjugado

anti-cabra-IgG
Carbocianina-conjugado (Cy3)

Policlonal produzido em cabras,
Dianova, Hamburg, Alemanha.
Diluicao 1:10000

Policlonal produzido em cabras,
Dianova, Hamburg, Alemanha.
Diluicao 1:10000

policlonal produzido em macacos,
Jackson ImmunoResearch, Baltimore.
Diluicao: 1:500
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anti-camundongo-IgG policlonal produzido em cabras,
Carbocianina-conjugado (Cy2) Jackson ImmunoResearch, Baltimore.
Diluicao: 1:500

3.1.6 Kits para isolar DNA

EZNA Plasmid Miniprep Kit I PEQLAB, Erlangen

QIAfilter Plasmid Giga Kit Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

3.1.7 Kits Especiais

Quick Ligation Kit BioLabs, Ipswich, MA

ECL western blotting detection reagents Amersham Biosciences,
Freiburg

PDELight™ HTS cAMP kit Cambrex Bio Sciences,
Rockland

3.1.8 Substancias quimicas e reagentes especiais

GSH Sepharose 4B Amersham Biosciences,
Freiburg

Protein A/G PLUS-Agarose Santa Cruz Biotechnology, EUA

dNTP Mix Invitrogen, Karlsruhe,
Alemanha

IPTG Roth, Karlsruhe, Alemanha

GEL/MOUNT™ Biomeda, Foster City, EUA

8-Br-cCMP Biolog, Bremen, Alemanha
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TCDD Sigma, Taufkirchen

Forskolin Sigma, Taufkirchen

Todas as substancias quimicas ndo citadas e as solugdes usadas nesse
trabalho foram preparadas com reagentes de qualidade P.A., como Applichem
(Darmstadt), BD Clontech (Palo Alto, USA), Merck (Darmstadt), Sigma
(Taufkirchen) ou Roth (Karlsruhe), e foi utilizada 4gua bidestilada ou quando

necessario agua Milli Q (Millipore).

3.1.9 Meios, Solucdes e Reagentes Especiais para Cultura de Células

Metafectene™ Biontex, Munique, Alemanha

Fugene 6 Roche Diagnostics,

DEAE-Dextran Sigma, Taufkirchen

Cloroquina Sigma, Taufkirchen

a-MEM Invitrogen, Karlsruhe,
Alemanha

DMEM-High-Glucose, FCS, PBS, Tripsina/EDTA,

Penicilina/Estreptomicina foram adquiridos da PAA Laboratories, Pasching,

Austria

3.1.10 Meios, Solu¢des e Reagentes Especiais para a Triagem Dois-

Hibridos.

ssDNA de esperma de arenque BD Clontech, Palo Alto,
USA
Minimal SD Base BD Clontech, Palo Alto,



Minimal SD Agar Base

-Trp-DO Supplement

-Trp/-Leu-DO Supplement
-Trp/-Leu/-His/-Ade-DO Supplement
X-a-Gal

Litiquase

Solucdo de litiquase

Esferas de vidro 425-600 pm
Meio SC-dropout -1

Meio SC-dropout -2

Meio SC-dropout -4

Meio SC-dropout -4/ x-a-Gal
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BD Clontech, Palo Alto,
BD Clontech, Palo Alto,
BD Clontech, Palo Alto,
BD Clontech, Palo Alto,
Glycosynth, Warrington,
UK

Sigma, Taufkirchen

Tris-HCl 10 mM, pH 8,0,
EDTA 1 mM, litiquase
4,50 /pl

Sigma, Taufkirchen

467 g/L de meio minimal
SD base suplementado
com 0,66 g/L de Trp-DO
supplement, auséncia de
triptofano

467 g/L de meio minimal
SD base suplementado
com 0,64 g/L de Trp/-
Leu-DO Susplement,
auséncia de triptofano e
leucina

467 g/L de meio minimal
SD base suplementado
com 0,6 g/L de Trp/-
Leu/-His/-Ade-DO
Supplement, auséncia de
triptofano, leucina,
histidina e adenina

467 g/L de meio minimal
SD base suplementado
com 0,6 g/L de Trp/-
Leu/-His/-Ade-DO
Supplement+40 mg/ml
de x-a-Gal, auséncia de
triptofano, leucina,
histidina e adenina



47

3.2 Métodos:

3.2.1 Métodos de Biologia Molecular

3.2.1.1 Eletroforese em Gel de Agarose para Analise de DNA

Fragmentos de DNA foram aplicados em gel de agarose 0,8% em
tampao TAE, (1 mM EDTA, 40 mM Tris/HOAc, pH 8,0), na presenca de 10
pg/ml de brometo de etideo. As amostras de DNA foram diluidas em tampao
contendo 0,09% (m/v) de azul de bromofenol, 0,09% de xilenocianol e 60 mM
de EDTA em 60% (v/v) de glicerol. As bandas de DNA foram visualizadas

utilizando uma fonte de UV.

3.2.1.2 Reacdao de PCR

Neste trabalho foram utlizadas duas estratégias para a técnica de PCR:
- Enzima Taq polimerase: Reacdo mais rapida, utilizada na
confirmacao da presenga de fragmentos de DNA clonado. Neste tipo de reagao
podem ser usados como molde fragmentos de DNA isolados (50 ng) ou tragos
de colonias de bactérias. A mistura de reacdo contém: 10 pl de PCR Master
Mix, 1pl de cada primer (verso e reverso; 0,5 pM concentracdo final) e 4gua

suficiente para 20 pl de reagdo. Eram executados 35 ciclos:

3 95°C
30" 95°C
30" 55°C

3 72°C

7 72°C
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- Enzima Pfu polimerase: Reacdo mais lenta (2min/1kb amplificado) o
que significa menor taxa de erro de pareamento de bases. Utilizada para
amplificacdo de insertos de DNA clonados em vetores de expressdo. A mistura
de reacdo contém: 5 pl de Tampao especifico para Pfu polimerase, dNTPs (0,5
mM), 1pl de cada primer (verso e reverso; 0,5 pM concentracdo final), 0,5 pl de
Pfu polimerase (1,25U) adcionados a 80°C apds denaturacdo do molde de

DNA e dgua suficiciente pra 50 pl de reacdo. Eram executados 25 ciclos:

3 95°C
1 80°C
207 95°C
207 60°C
X'* 72°C
20 72°C

* O tempo de elongacdo depende do tamanho do inserto de DNA.

3.2.1.3 Clonagem dos Fragmentos de cDNA

Os fragmentos DNA amplificados por Pfu-PCR sdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8%. A andlise eletroforética deve conter
apenas uma banda no tamanho correspondente ao inserto de DNA
amplificado. A banda de DNA ¢ extraida do gel com auxilio do QIAquick Gel
Extraction Kit. A quantidade de DNA ¢ estimada espectrofotometricamente a
260 nm. A reacdo de ligacao do inserto de DNA purificado do gel de agarose e
o vetor é feita utilizando o Quick Ligation Kit de acordo com o protocolo do

fabricante.
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3.2.1.4 Preparacao das Construcdes que codificam N-PDE2A, GAF A,
GAF A/B e GAF B

Para introducdo de pontos de mutacdo no fragmento de cDNA que
codifica a enzima PDE2A tipo selvagem, foi utilizado o protocolo fornecido
pelo kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis. A constugcdo pSG8-PDE2A foi
utilizada como molde da reacao de PCR para introduzir um ponto de mutagao
com o objetivo de formar um cédon de terminagao e gerar a enzima truncada
em diferentes regides. Os pares de primers utilizados na reacdo de mutagénese
estdo especificados na secao 3.1.3. Uma aliquota de 15 pl do produto de reagao
de PCR (tratado com a enzima de restricio DPNI para digestdio do DNA
original) foi utilizada para transformagao de bactérias competentes E.coli XL10-
Gold™. O plasmideo de DNA mutado foi isolado utilizando EZNA Plasmid
Miniprep Kit e sequenciado para comprovagdo da eficiécia da reagdo de
mutagénese.

Para criar a construgdo que codifica apenas o dominio GAF B foram
gerados primers que anelam nas regides adjacentes ao dominio GAF B para a
reacdo de PCR. O produto da reagao é um inserto de 816 pb que foi clonado no
vetor de expressdao contendo a sequéncia do epitopo da glicoproteina do virus

da estomatite vesicular (VSV), pSGS.

3.2.1.5 Sistema Dois-Hibridos em Levedura

O sistema dois-hibridos é uma técnica genético-molecular criada em
1989 por Stanley Filds e Ok-Kyu Song (Fields and Song, 1983), utilizada para
identificacdo de interagdes proteina-proteina e baseada na natureza modular
dos fatores de transcricdo, que consistem em dois dominios: Dominio de

Ligacdo (BD, do inglés: binding domain) que se liga ao DNA em regido upstream
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ao gene repoérter e o Dominio de Ativacdo (AD, do inglés, activation domain)
que é responsavel pela ativacao da transcricdo do gene repérter. Os dominios
de ligacdo (BD) e os dominios de ativagdo (AD) dos fatores de transcrigao
agem de forma independente. De forma que duas proteinas quiméricas, uma
fusionada ao BD e a outra fusionada ao AD, quando associadas em levedura,
funcionam como fator de transcrigdo, ativando a transcricao do gene reporter.
O fator de transcricdo utilizado foi o GAL4, regulador da expressao de genes
das enzimas envolvidas na metabolizacdo de galactose a glicose, como a [-
galactosidase. O gene da B-galactosidase foi utilizado como gene repdrter.

A proteina isca (proteina de interesse) utilizada foi PDE2A que foi
clonada no vetor de expressio pGBKT7 gerando uma proteina quimérica,
constituida pelo dominio de ligacdo de GAL4 fusionada a porcao N-terminal
da enzima PDE2A. Para triagem foi utilizada uma biblioteca de cDNA de
cérebro humano clonada no vetor de expressao pACT2 que gera a expressao
de proteinas quiméricas, fusionadas ao dominio de ativacdo de GAL4. A cepa
de levedura S. cerevisae utilizada foi a AH109, geneticamente modificada de
forma que a biosintese dos aminoacidos triptofano, leucina e histidina, além da
base nitrogenada adenina, estdo significativamente reduzidas. As levedura S.
cerevisae foram transfectadas com o gene das proteinas quiméricas. A figura 9

mostra esquematicamente o sistema dois-hibridos.
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Figura 9: O sistema dois-hibridos mostrado em esquema. Target protein: proteina
alvo ou isca; Bait: isca; DNA-binding domain: dominio de ligagdo ao DNA; yeast cell: célula
de levedura; transcriptional activation domain: dominio de ativagdo transcricional;
transcriptional activator binding site: sitio de ligacdo do dominio de ativacdo; transcription
of reporter gene: transcrigdo do gene reporter. Fonte: Alberts 2002.

3.2.1.5.1 Transformacdo das Leveduras S. Cerevisae com o hibrido

BD-PDE2A

Os experimentos foram elaborados segundo um protocolo em
diversas etapas em dias seguidos de acordo com Agatep et al, 1998.

Dia 1: Col6nias de leveduras AH109 foram inoculadas em 5 ml de
meio YPAD (peptona 20g/L, extrato de levedura 10 g/L, adenina hemisulfato
0,003% e e glucose 2%, pH 6,5) a 30°C sob agitacao (200 rpm), overnight.

Dia 2: A cultura de levedura foi diluida, com meio YPAD pré
aquecido, a 5 x 10 células/ml e incubada por 4 horas a 30°C sob agitacao (200
rpm) até atingir duas divisdes (2 x 107 células/ml). As células foram coletadas
por centrifugacao a 3000 x g por 5 minutos em tubo estéril e lavadas (por

centrifugacdo) com agua deslilada estéril. As células obtidas no pellet final
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foram ressuspensas em 1 ml de LiAc 100 mM (acetato de litio) e incubadas por

10 minutos a 30°C.

Mistura de Transformacao

Polietilenoglicol (PEG) 50% 240 pl
LiAc 1M 36 pl

ss-DNA 10mg/ml 10 pl
pGBKT7-PDE2A 1pg
agua destilada estéril x pl

volume total 360 pl

Aliquotas (100 pl) da suspensao de células em LiAc foram submetidas
a centrifugacdo (13000rpm/1 minuto), as células ressuspensas na mistura de
transformacao e incubadas por 30 minutos a 30°C, seguida por choque térmico
a 42°C por 30 minutos. A mistura de transformacdo foi removida por
centrifugacdo e as células de leveduras ressuspensas em 100 pl de agua,
plaqueadas (placas de 10-cm) em meio SC-dropout -1 agar e mantidas a 30°C

por 3 a 4 dias.

3.2.1.5.2 Teste de Auto-ativagao

Como controle da ativacao instrinseca do sistema foi realizado o teste
de auto-ativacdo em que coldnias de leveduras foram transfectadas com a
proteina quimérica BD-PDE2A e apenas o dominio de ativacdo de Gal4. Para
isso, colonias de leveduras contendo o plasmideo BD-PDE2A foram
transfectadas com o plamidio pACT2 vazio (vetor que codifica o dominio de
ativacao) e plaqueadas em meio SC-dropout -4/x-a-Gal agar e mantidas a
30°C por 3 a 4 dias. Apds o periodo de incubacao ndo houve crescimento de
coldnias sobre a placa de cultura, indicando que PDE2A por si s6 ndo ativa a

transcricdo do gene reporter.



53

3.2.1.5.3 Transformac¢dao das Leveduras S. Cerevisae com o hibrido

AD-biblioteca de cDNA de cérebro humano

Dia 1: Coloénias de leveduras AH109 tranformadas com a quimera BD-
PDE2A, que cresceram na placa contendo meio SC-dropout -1 agar, foram
inoculadas em 5 ml de meio YPAD (peptona 20g/L, extrato de levedura 10
g/L, adenina hemisulfato 0,003% e e glucose 2%, pH 6,5) a 30°C sob agitacao
(200 rpm) overnight.

Dia 2: foi utlizado o mesmo protocolo de tranformacdo descrito na
secgao 3.2.6.1, porém escalonado para um volume de cultura 60 vezes maior.
As células foram plaqueadas (17 placas de 20 x 20 cm) em meio SC-dropout -4
agar e mantidas a 30°C por 14 dias. Em dias alternados, colonias de leveduras
(brancas e circulares) foram coletadas, numeradas e em seguida plaqueadas
em meio SC-dropout -4 agar contendo x-a-Gal, substrato da enzima [-
galactosidase. O substrato cromogénico x-a-Gal foi hidrolisado pelas colonias
de leveduras que expressaram o gene repérter da enzima [-galactosidase e

tornaram-se azul.

3.2.1.5.4 Extracao de DNA das Leveduras

Dia 1: as coldénias com coloracdo azul foram inoculadas em 5 ml de
meio liquido SC-dropout -4 e incubadas overnight a 30°C sob agitacdo
constante (200 rpm).

Dia 2: As células foram coletadas por centrifugacdo (4000 rpm/10
minutos), ressuspensas em 30 pl de solucdo de litiquase e incubadas por 1
hora a 37°C, sob agitacdo constante (650 rpm). Apds o periodo de incubagdo,
foram adicionados 200 pl de tampao de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl
100 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), 200 pl de esferas de vidro e



54

200 pl de fenol/cloroférmio. Apds agitacdo (vortex por 2 minutos) e
centrifugacdo por 12 minutos a 13000rpm, a porgdo aquosa contendo o DNA
foi recuperada e precipitada com 150 pl de isopropanol/20 pl de NH4Ac. O

pellet de DNA foi lavado com etanol 70% e ressuspenso em 15 pl de dgua.

3.2.1.5.5 Transformacao de bactérias E coli eletro-competentes

Os fragmentos de DNA isolados das colonias de leveduras foram
transformados e amplificados em bactérias E.coli Top10 eletro-competentes por
eletroporagao. As coldnias de bactérias que continham o plasmido que codifica
a proteina quimérica contendo o dominio de ativagdo cresceram em meio
contendo ampicilina, enquanto que o DNA gendmico das leveduras foi
eliminado na placa de selecdo contendo o antibiético (LB agar/ampicilina 0,1
mg/ml). O plasmidio AD foi isolado utilizando o kit EZNA Plasmid Miniprep
Kits I.

3.2.1.5.6 Retrasformacdo de Leveduras contendo o plasmidio BD-

PDE2A com plasmido AD isolado de bactérias E.coli.

Os plasmideos AD, isolados das colonias de bactérias, como descrito
em 3.2.1.5.5, foram transfectados em leveduras AH109 tranformadas com a
quimera BD-PDE2A de acordo com o protocolo descrito na secdo 3.2.1.5.1. A
triagem utilizando os clones AD isolados foi realizada utilizando o mesmo
protocolo da triagem inicial utilizando a biblioteca de cDNA de cérebro
humano, descrito em 3.2.1.5.3.

As colonias de leveduras que cresceram em meio SC-dropout -4 ap6s
a retransformacgao, tiveram o DNA isolado, purificado e amplificado de acordo

com os procedimentos descritos nas secgdes 3.2.6.4 e 3.2.6.5.
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3.2.1.5.7 Anaélise Bioinformatica

Os clones positivos isolados ao final da triagem dois-hibridos foram
sequenciados e analisados utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) disponibilizado pelo NCBI
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foram analisadas as sequéncias de

nucleotideos (BLAST-N) e as sequéncias de aminodcidos (BLAST-P),

deduzidas da sequéncia de nucleotideos, utilizando o programa ExPASy-

Translate-Tool (http:/ /www.expasy.org/tools/dna.htm). Os clones com

informagodes redundantes a partir da andlise das sequéncias de nucleotideo e
aminoécidos foram selecionados e analisados utilizado o programa SMART
(Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de)

para identificagdo de dominios funcionais e motivos protéicos.

3.2.1.5.8 Selecao dos clones positivos ao final da triagem dois

hibridos

Os 141 clones isolados ap6s a retransformacdo, foram sequenciados e
analisados como descrito na secao 3.2.1.5.7. Apds a andlise utilizando o
programa Blast, os clones com informagdes discrepantes entre andlise de
nucleotideos e aminodcidos, as proteinas extracelulares e as proteinas
desconhecidas foram eliminados, de forma que 25 proteinas foram
selecionadas como “provéveis interatoras” da PDE2A. Ap6s vasta andlise da
literatura referente as 25 proteinas selecionadas, foram selecionadas 6

proteinas para serem testadas.
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3.2.2 Métodos de Biologia Celular

3.2.2.1 Transfec¢ao de Células COS-1

Células COS-1 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com
FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram transfectadas utilizando o
método DEAE-Dextran. As células (6x10°) foram distribuidas em placas de
cultura de 10 cm de didmetro, apés 24 horas, foram lavadas com PBS e
incubadas por 2 horas a 37°C com a mistura de trasfeccdo que consiste de 5,7
ml de meio DMEM sem FCS, 300 pl de DEAE-dextran (solucdo estoque 1
mg/ml), 12 pl de cloroquina (solucdo estoque 100 mM) e 8 ng de DNA. Apds o
periodo de incubacdo, a mistura de transformacado foi removida e as células
foram mantidas em DMEM com 10% de FCS e 1% de penicillin/streptomycin,
a 37°C, 5% de pressdo de COz e 95% de umidade.

3.2.2.2 Transfec¢ao de Células T-REx™-Hela

Células T-REx™-Hela foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram
transfectadas utilizando o reagente Metafectene. As células (6x10%) foram
distribuidas em placas de cultura de 10 cm de didmetro. A mistura de
transfeccao consiste de: solucdo A: 8pg de DNA em 700 pl de meio DMEM sem
FCS; solugdo B: 20 pl de metafectene em 680 pl de meio DMEM sem FCS. As
solugdes A e B foram misturadas, cuidadosamente agitadas e mantidas por 20
minutos a temperatura ambiente e em seguida a mistura de trasfeccao foi
adcionada a placa de cultura. Para experimentos de imunofluorescéncia as

células foram distribuidas em laminulas (2 x 1 cm) sendo que, neste caso, a
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mistura de transfeccao consiste de: solucdo A: 0,6 pg de DNA em 50 pl de meio
DMEM sem FCS; solucao B: 1,5 pl de metafectene em 48,5 pl de meio DMEM
sem FCS. As células foram mantidas a 37°C, 5% de pressdao de CO2 e 95% de

umidade.

3.2.2.3 Transfec¢ao de Células Hepalclc7

Células Hepalclc7 foram cultivadas em meio a-MEM suplementado
com FCS 10%, e penicillin/streptomycin 1% e foram transfectadas utilizando o
reagente Fugene. Aliquotas do meio de cultivo contendo 3x10° células foram
espalhadas em placas de cultura de 6 cm de didmetro. Apds 48 horas, foi
adcionado a placa de cultura a mistura de transfeccao (20 pl de Fugene, 500 pl
de meio a-MEM sem FCS e 3 pg de DNA). Para experimentos de
imunofluorescéncia as células foram espalhadas em laminulas (2 x 1 cm) e a
mistura de transfeccdo consistia em 4 pl de Fugene, 100 pl de meio a-MEM sem
FCS e 0,6 pg de DNA. As células foram mantidas a 37°C, 5% de pressao de
CO2 e 95% de umidade.

3.2.3 Métodos Bioquimicos

3.2.3.1 Expressao das proteinas fusionadas a GST

As proteinas identificadas pela triagem dois-hibridos: fosfolipase C
(PLC), HRS, Tulip, WDR13, XAP2 e TFCB foram clonadas no vetor de
expressao pGEX-4T-3. Essa construcdo gera a expressao das proteinas citadas
acima fusionadas a GST na extremidade N-terminal. Bactérias E.coli BL21

Star™ foram transfectadas com as construcdes citadas acima e cultivadas em



58

100 ml de meio LB (10 g/1 de triptona, 5 g/1 de extrato de levedura, 5 g/1 de
NaCl) com 100 pg/ml ampicilina a 37 °C sob agitacao constante (220 rpm) até
a suspensdo atingir densidade o6tica (D.O. 600 nm) de 0,6-0,7. Em seguida,
foram adcionados 40 pl de solucdo de IPTG 1M e a cultura permanecia sob
incubacdo a 37 °C/220 rpm por 4 horas. As células foram coletadas por
centrifugacdo (5000 x g/10 minutos/4°C), ressuspensas em 10 ml de tampao
de lise (NaH2PO4 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, lisosima 1 mg/ml, 1 mM de
PMSF, 1 ng/ml de leupeptina, 2 ng/ml de aprotinina), mantidas no gelo por 1
hora e sonicadas 10 vezes por 10 segundos. O lisado foi centrifugado (12000 x
g/40 minutos/4°C) e utilizado para a purificacdo das proteinas recombiantes

em resina glutationa-sepharose.

3.2.3.1.1 Purificacao das proteinas fusionadas a GST em Resina

Glutationa-Sepharose

Os lisados de bactérias contendo as proteinas recombinantes
fusionadas a GST foram incubados a 4°C, por 1 hora com 100 pl da suspensao
da resina glutationa-sepharose e mantida sob constante agitacdo. A resina foi
lavada quatro vezes (por ciclos de centrifugacdo) com tampao de lise e
armazenada a 4°C, por no méaximo trés dias.

Para os ensaios de atividade enzimatica da PDE2A, as GST-proteinas:
GST-XAP2, GST-N-xap2, GST-C-xap2 ou GST foram eluidas da resina
glutationa-sepharose com uma solugao de glutationa reduzida (GSH) 10 mM
em tampao Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. A GSH foi removida por diélise contra
tampao Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, utlizando membrana com limite de exclusao
de 10.000 Da. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de

Bradford (Bradford, 1976).
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3.2.3.2 Ensaios GST Pull-down

Celulas COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A. Apés 48 horas
as células foram lisadas com tampao de lise (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM MgCly, 1,12 mM DTT, 50 pM cloroquina, 2
pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, 1 pg/ml PMSF), o lisado centrifugado
(12000 x g/20 minutos/4°C) e uma aliquota de 1 ml do lisado foi incubada
com 10 pl de cada uma das GST-proteinas (seccdo 3.2.3.1.1) ligadas a resina
GSH-sepharose por 3 horas a 4°C sob rotacdo constante. Apdés o periodo de
incubagdo, a resina foi lavada quatro vezes (por ciclos de centrifugagdo) com
tampao de lise. As proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), transferidas para membrana de nitrocelulose
0,45 pm (Schleider & Schuell, Kassel, Alemanha) e imunocoradas utilizando
anti-VSV como anticorpo primario e anti-Camundongo-IgG Peroxidase-
conjugado, como antiporpo secundario. As bandas de proteina foram
reveladas utilizando o kit ECL western blotting detection reagents e expondo a

membrana a um filme de raio-X.

3.2.3.3 Ensaios de Co-imunopecipitacao

Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e FLAG-
XAP2 ou com VSV-PDE2A e pcDNA3-HRS (HRS fusionada a myc). Apés 48
horas da transfeccdo, as células foram lisadas com 1 ml de tampao de lise (50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 5 mM MgCl, 1,12 mM
DTT, 50 pM cloroquina, 2 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, 1 pg/ml
PMSF). A imunoprecipitagdo foi realizada incubando 1pl de anticorpo anti-
FLAG M2 (imunoprecipita Flag-XAP2) ou 1 pl de anticorpo anti-myc

(imunoprecipita HRS) por duas horas a 4°C sob rotacdo constante, seguida da
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adicdo de 10 pl da suspensdo agarose-proteina A/G. A resina de agarose foi
lavada quatro vezes com tampao de lise e as proteinas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), transferidas para
membrana de nitrocelulose 0,45 pm (Schleider & Schuell, Kassel, Alemanha) e
imunocoradas utilizando anti-VSV como anticorpo primdrio e anti-
Camundongo-IgG Peroxidase-conjugado, como antiporpo secundério. As
bandas de proteina foram reveladas utilizando o kit ECL western blotting

detection reagents e expondo a membrana a um filme de raio-X.

3.2.3.4 Ensaios de Atividade Fosfodiesterasica

Para os ensaios de atividade catalitica da PDE2A foi utlizado o kit de
quimioluminiscéncia PDELight™ baseado na reacdo de oxidagao da luciferina
pela luciferase. A hidrélise de cAMP pela PDE2A gera AMP que é fosforilado
a ATP, fornecendo energia para a reacdo luciferina/luciferase com
consequente emissdao de luz. A luz emitida é diretamente proporcional a
quantidade de AMP gerado pela hidrodlise de cAMP.

Células COS-1 (5 placas de 10-cm cada) transfectadas com VSV-
PDE2A ou com o vetor pSG8 (mock) vazio foram lisadas com 5 ml de tampao
de lise; PDE2A foi imunoprecipitada com 10 pl de anticorpo anti-VSV por
duas horas, seguida da adicao de 200 pl da suspensao agarose-proteina A/G.
Os granulos de agarose foram lavados quatro vezes (por ciclos de
centrifugacdo) com tampdo Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. Os granulos de agarose-
proteina A/G contendo PDE2A imobilizada foram utilizados para os
experimentos de atividade catalitica da enzima imobilizada. Cinco pl da
suspensdo de granulos contendo PDE2A imobilizada (aproximadamente 2,5
nM, concentragao final no ensaio) foram incubados com 125 nM de cada uma
das GST-proteinas: GST-XAP2, GST-Cxap2, GST-N-xap2 ou GST em tampao
Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, MgCl, 5 mM por 10 minutos a temperatura
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ambiente, seguido pela adi¢cdo de cAMP 25 pM (concentragao final no ensaio) e
incubacdo de uma hora a 30°C. Apds o tempo de incubagdo, a reagdo foi
interrompida e a luminiscéncia medida usando um leitor de microplaca de 96-

pocos Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, USA).

3.2.3.5 Ensaio de Fosforilagao in vitro por PKA e PKG

Células COS-1 foram transfectadas com o plasmidio contendo
FLAG-Ahr. Apé6s dois dias, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
lisadas com 1 ml de tampao de lise. Ahr foi precipitado com anticorpo anti-
FLAG M2 e agarose-proteina A/G. A reacdo de fosforilacdo in wvitro foi
realizada pela incubacdo de Ahr imobilizado em agarose-proteina A/G com 50
ng da subunidade catalitica da proteina quinase A (PKA) ou 50 ng de proteina
quinase G (PKG) (ambas previamente purificadas de acordo com Smolenski et
al, 2000) em tampao contendo 10 mM HEPES (pH 7,4), 5 mM MgCl2, 1 mM
DTT, 0,2 mM EDTA, 4 mM ATP, 1 pCi de [y-*?P]ATP, por 30 minutos a 30°C,
em volume total de reagdao de 25 pl. A reacdo foi interrompida com a adigcao de
12,5 pl de tampao de amostra SDS-PAGE 3X e imediatamente fervida por cinco
minutos. A andlise da expressio de Ahr foi realizada por Western Blot
utilizando anticorpo anti-FLAG M2 seguido de anticorpo secundario anti-
camundongo acoplado a peroxidase e ECL reagente. Em seguida, a membrana
de nitrocelulose foi lavada para retirar o reagente ECL e a incorporacado de 32P
em Ahr foi analisada por autoradiografia por 24 horas a -80°C. Rap1Gap2 foi

utilizado como controle positivo da reagdo de fosforilacdo por PKA e PKG.
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3.2.4 Métodos Microscopicos

3.2.4.1 Ensaios de co-localiza¢ao entre PDE2A e XAP2 em células Hela

Células Hela (0,6x105 células/ml/compartimento) foram mantidas por
24 horas em laminulas com 4 compartimentos, a 37°C and 5% CO. e em
seguida transfectadas com os plasmideos codificando VSV-PDE2A e myc-
XAP2. Um dia ap6s a transfeccdo, as células foram fixadas com solugdo de
paraformaldeido 3,7%, permeabilizadas com tampao PBS contendo 0,2% de
Triton X-100, incubadas com anticorpos primarios anti-VSV (camundongo) e
anti-myc (coelho) por uma hora a 37°C, seguido da incubacao com anticorpos
secundarios conjugados a carbocianina (Cy2-anti-camundongo e Cy3-anti-
coelho). As laminulas foram lavadas com PBS e as células analisadas em
microscopio laser confocal Zeiss LSM 510 equipado com objetivas Plan-

Apochromat 63 /1.4 6leo DIC e software LSM 510 META (Carl Zeiss)

3.2.4.2 Ensaios de Migracao de Ahr para o Nucleo em Células
Hepalclc7

Células Hepalclc7? (0,3x10°  células/ml/compartimento) foram
mantidas por 48 horas em laminulas com quatro compartimentos, a 37°C and
5% COz e em seguida transfectadas com os plasmideos codificando VSV-
PDE2A. Vinte e quatro horas apoés a transfeccao, as células foram tratadas com
TCDD 5 nM, forskolin 20 pM ou 8-Br-cAMP 2mM por 1 hora a 37°C. Em
seguida as células foram fixadas com solucdo de paraformaldeido 3,7%,
permeabilizadas com tamp&do PBS contendo 0,2% de Triton X-100, incubadas

com anticorpos primdrios anti-VSV (camundongo) e anti-Ahr (cabra) por duas
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horas a 37°C, seguido da incubacdo com anticorpos secundarios conjugados a
carbocianina (Cy2-anti-camundongo e Cy3-anti-cabra). As laminulas foram
lavadas com PBS e as células analisadas em microscépio laser confocal Zeiss
LSM 510 equipado com objetivas Plan-Apochromat 63 /1.4 6leo DIC e
software LSM 510 META (Carl Zeiss). Para avaliagdo quantitativa do efeito da
enzima PDE2A sobre a migracdo de Ahr para o ntcleo foram analisadas de 70
a 200 células individualmente, de pelo menos trés experimentos diferentes. As
células exibindo uma marcacdo para Ahr distribuidas no citoplasma e ntcleo
foram designadas “difusa” enquanto que as células exibindo uma marcagao

para Ahr exclusiva ou basicamente nuclear foram designadas “nuclear”.
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4. RESULTADOS

4.1 Triagem Dois-Hibridos em Leveduras para Identificacio de

Interatores da PDE2A

Para identificar proteinas interatoras da enzima PDE2A, foi realizada
uma triagem dois-hibridos em leveduras Sacharomices serevisae. Para isso,
PDE2A humana foi utilizada como “isca” e uma biblioteca de cDNA de
cérebro humano foi analisada. PDE2A foi clonada no vetor de expressao
pGBKT7, construcdo essa que gera uma proteina hibrida constituida pelo
dominio de ligacdo (PDE2A-BD) do fator de transcricio GAL4 fusionada a
porcao N-teminal da enzima PDE2A. A biblioteca de cDNA analisada na
triagem foi clonada no vetor de expressio pACT2, uma construcdo que gera
proteinas hibridas constituidas pelo dominio de ativacdo (AD)-Biblioteca de
cDNA do fator de transcricio Gal4. Os clones positivos na triagem dois-
hibridos foram retransformados em S. serevisae e as leveduras foram
plaqueadas em meio dropout -4 contendo o substrato X-Gal. As colonias azuis
indicam clones positivos quanto a expressio do gene repérter da [-
galactosidase. A figura 10 mostra os 141 clones X-Gal positivos obtidos ao final
da triagem.

Os clones positivos foram sequenciados e analisados como descrito na
secdo 3.2.6.7. A tabela 2 mostra os resultados da triagem dois-hibridos e a

tabela 3, a listagem das proteinas selecionadas como interatora da enzima

PDE2A
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Figura 10: Triagem Y2H. As coldnias que cresceram apés retransformagdo com o
plasmideo AD isolado da triagem inicial foram coletadas, numeradas e plaqueadas em meio
SC-dropout -4 agar contendo x-a-Gal, substrato da enzima {-galactosidase. O substrato
cromogénico x-a-Gal foi hidrolisado pelas colonias de leveduras que expressaram o gene
reporter da enzima P-galactosidase e tornaram-se azul.

Tabela 2: Resultados da triagem dois-hibridos utilizando PDE2A

como “isca”.

Parametro Numero

clones independentes da biblioteca de cDNA 3,5x10°
colonias isoladas 236
colonias X-Gal positivas 192
colonias apo6s retransformacao 148
colonias X-Gal positivas 141
provaveis interatores 25

clones testados 6
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Tabela 3: Proteinas identificadas na triagem dois-hibridos.

Nome

fosfolipase C delta 1 (PLC)
hepatocyte growth factor-reg. tyr kinase substrate (HRS)
GARNL1/proteina tipo tuberina (TULIP1)
WDR13
HBV-X associated protein (XAP2)

co-fator B de enovelamento de tubulina (TFCB)

4.2 Ensaio GST Pull-down com as proteinas identificadas na triagem

dois-hibridos em leveduras

Para confirmar a interacdo de PDE2A com as proteinas identificadas
na triagem dois-hibridos, o cDNA das proteinas indicadas na tabela 2 e
isolados de acordo com os procedimentos descritos nas secdes 3.2.1.5.4 e
3.2.1.5.5 foram clonados no vetor de expressdo de proteinas em bactérias E.
coli, pGEX-4T-3. Essas construcdes geraram proteinas hibridas, fusionadas ao
C-teminal da GST. Os experimentos GST Pull-down foram realizados
utilizando lisado de células COS-1 transfectadas com cDNA da enzima
PDE2A. A figura 11 mostra que apenas duas, das seis proteinas testadas,
interagem com PDE2A. A figura 11A mostra a fraca interacdo entre hepatocyte
growth factor-reg. tyr kinase substrate (HRS) e a forte interacdo entre HBV-X
associated protein (XAP2). Como controle negativo foi utlilizado GST para o
qual nao foi detectada ligacdo de GST a PDE2A. A figura 11B mostra o controle
da expressao de PDE2A no lisado de células COS-1 utilizado no ensaio GST
Pull-down enquanto que a figura 11C mostra a quantidade de cada GST-

proteina utilizada no ensaio.
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Figura 11: Ensaio GST Pull-down com as proteinas identificadas na triagem dois-
hibridos. A: As GST-proteinas ligadas a GSH-sepharose foram incubadas, (60 min. a 4°C) com
lisado de células COS-1 expressando PDE2A. Os granulos de sepharose foram lavados com
tampao de lise e analisados por Western blot uilizando anticorpo anti-VSV; B: Western blot
controle da expressdo de PDE2A no lisado de células COS-1 utilizado no experimento GST
Pull-down mostrado em A; C: quantidade de cada GST-proteina utilizada no experimento
mostrado em A. Corante de Ponceau



68

4.3 Interacao de PDE2A/HRS e PDE2A/XAP2 em células COS-1

intactas.

Para confirmar a interacdo entre PDE2A/XAP2 e PDE2A/HRS em
células intactas, foram realizados ensaios de co-imunoprecipitacao. Para isso,
células COS-1 foram co-transfectadas com os plasmideos contendo VSV-
PDE2A/myc-HRS ou com os plasmideos contendo VSV-PDE2A /flag-XAP2 e
o ensaio de co-imunoprecipitacdo foi feito como descrito na se¢do 3.2.3.3. As
figuras 12 e 13 mostram que FLAG-XAP2 e myc-HRS, respectivamente, foram
capazes de precipitar VSV-PDE2A indicando que a interagdo entre
PDE2A /XAP2 e PDE2A /HRS ocorre em células intactas.

4.4 Interacao de PDE2A com XAP2 enddgeno.

Para checar a interacdo entre PDE2A e XAP2 endégeno, foram
realizados ensaios de co-imunoprecipitacdo em células Hepalclc7. As células
Hepalclc7 sdo uma linhagem de células de hepatoma de camundongo que
expressam constitutivamente Ahr e XAP2.

Hepalclc7 foram transfectadas com plasmideo contendo VSV-PDE2A
ou com vetor vazio, como descrito na secdo 3.2.2.3. Apds a transfecgdo, as
células foram lisadas, PDE2A foi imunoprecipitada com anticorpo anti-VSV e
analisada por Western blot utlizando anticorpo anti-XAP2. A figura 14 mostra
que PDE2A foi capaz de ligar XAP2 endégeno, constitutivamente expresso em

células Hepalclc?.
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VSV-PDEZA + + 2
FLAG-XAP2 - + +
- ol lisados

WB: anti-V5V

3 - lisado

WB: anti-FLAG M2
IP: anti-FLAG M2
WEB: anti-V5VY

Figura 12: Ensaio de Co-imunoprecipitacio entre PDE2A/XAP2. Células COS-1
foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e FLAG-XAP2. Decorridos 48h ap6s a transfeccao as
células foram lisadas e XAP2 foi imunoprecipitado com anticorpo anti-FLAG M2 por 2 horas a
4°C seguido por incubagdo com agarose-proteina A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram
lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV. Experimento tipico de 5
repeticdes.

V5V-PDE2A - +

myc-HRS - + +

lisado
—— - WB: anti-V5V

lisado
WE: anti-myc

IP: anti-myc
WE: anti-V5V

Figura 13: Ensaio de Co-imunoprecipitacio entre PDE2A/HRS. Células COS-1
foram co-transfectadas com VSV-PDE2A e myc-HRS. Decorridos 48 apés a transfeccdo as
células foram lisadas e HRS foi imunoprecipitado com anticorpo anti-myc por 2 horas a 4°C
seguido por incubagdo com agarose-proteina A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram
lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV. Experimento tipico de 3
repeticdes.
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PDE2A vetor

Lisado
WB: anti-VSV

Lisado
WB: anti-XAP2

IP: anti-VSV
WB: anti-XAP2

Figura 14: Interacio de PDE2A com XAP2 endégeno. Células Hepalclc7 foram
transfectadas com VSV-PDE2A ou com vetor vazio. Apds a transfecgdo as células foram
lisadas e PDE2A foi imunoprecipitado com anticorpo anti-XAP2 por 2 horas a 4°C seguido por
incubagdo com agarose-proteina A/G por 1 hora a 4°C. Os precipitados foram lavados e
analisados por Western blot usando anticorpo anti-XAP2. Experimento tipico de 3 repeti¢oes.

4.5 Co-localizagao de PDE2A e XAP2 em células Hela

Para investigar a localizacdo subcelular de PDE2A e XAP2 foram
realizados experimentos de microscopia de imunofluorescénia confocal.
Células Hela foram co-transfectadas com plasmideos contendo VSV-PDE2A e
myc-XAP2. O ensaio foi realizado como descrito na secao 3.2.4.1. A figura 15
mostra que PDE2A e XAP2 localizam-se no citoplasma de forma reticulada
com distribuicdo homogeneamente similar das duas proteinas, mostrando,
claramente a co-localizacdo sub-celular dessas duas proteinas em células Hela

(figura 15C).



71

A) myc-XAP2 B) VSV-PDE2A C) Merged

Figura 15. Ensaios de co-localizacdo entre PDE2A e XAP2 em Células Hela. Células
Hela foram co-transfectadas com myc-XAP2 e VSV-PDE2A. Ap6s 24 horas da transfeccao, as
células foram fixadas, permeabilizadas e incubadas com os anticorpos primérios anti-myc
(coelho) e anti-VSV (camundongo), seguido de incubagdo com os anticorpos secundérios (Cy3-
anti-coelho e Cy2-anti-camundongo). As células foram analisadas por microscopia confocal.
Os quadros A e B mostram myc-XAP2 em vermelho e VSV-PDE2A em verde,
respectivamente. O quadro C é a sobreposicao dos quadros A e B. A regido amarela indica co-
localizagdo entre as duas proteinas. Merged: sobreposicao.

4.6 A regiao contendo o dominio GAF B da PDE2A é responsavel
pela ligacao com XAP2

Para identificar a regido da PDE2A envolvida na ligagdo com XAP2
foram geradas, por mutagénese sitio-dirigida, construcées contendo os
diferentes dominios da enzima como descrito na sec¢ao 3.2.1.4. Uma cauda VSV
foi fusionada a cada uma das construgdes da PDE2A. A figura 16A mostra de
forma esquematica as diferentes construgdes utilizadas no ensaio GST Pull-
down com GST-XAP2. A figura 16B mostra que apenas as construgdes
contendo os dominios GAF A/B e a contendo o dominio GAF B foram capazes
de ligar XAP2 com a mesma intensidade que PDE2A, enquanto que as

construgdes contendo a regido N-terminal e a contendo apenas o dominio GAF
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A nao ligam XAP2, indicando que a regido contendo o dominio GAF B é

suficiente para a ligacdo de PDE2A a XAP2.

4.7 Influéncia de cGMP na interaciao entre PDE2A e XAP2

PDE2A hidrolisa tanto cAMP quanto ¢cGMP, no entanto quando
cGMP liga o dominio GAF B da enzima, a atividade catalitica é estimulada na
ordem de 10 vezes. Ja o ANP é um peptideo com agdo vasodilatadora que
interfere no tonus da musculatura lisa através da ativacdo da guaniliato ciclase
com consequente elevacdo da concentracao de cGMP e ativagdo da proteina
quinase G (PKG) (Rybalkin et al, 2003). Em células da zona glomerulosa, a
elevacdo da concentragdo de cGMP induzida por ANP estimula a agdo de
PDE2A e o decréscimo da concentracdo de cAMP com consequente inibigdo da
producao e secrecao de aldosterona (MacFarland, 1991).

Considerando que XAP2 liga o dominio GAF B ou uma regido
proxima ao dominio GAF B da enzima PDE2A, foram feitos experimentos de
co-imunoprecipitacao ente PDE2A e XAP2, em células tratadas com ANP, com
o objetivo de determinar se o aumento da concentracdo de cGMP influenciaria
a interacdo entre PDE2A e XAP2. A figura 17 mostra que a interagdo entre
PDE2A e XAP2 ndo foi alterada pelo aumento da concentragdo de cGMP em
células COS-1 em cultura, indicando que o aumento na concentracdo de cGMP

nao interfere na interacao entre PDE2A e XAP2.
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N-PDE2A (a2 1-195) e A

GAF A (aa 1-397%) —m
GAF B (aa 379-650) _m_
e 1509 —— (R (NGHER

WB: anti-VSV

Figura 16. A regido contendo o dominio GAF B da PDE2A é responsavel pela
ligacdo com XAP2. A) o esquema mostra a organizacdao dos dominios da PDE2A e indica o
tamanho das diferentes construcdes utilizadas no experimento mostrado em B; B) células COS-
1 foram transfectadas com as diferentes construcdes indicadas em A. 48 horas apds a
transfeccdo, as células foram lisadas (input) e incubadas com GST-XAP2 ou GST acopladas aos
granulos de GSH-sepharose por 4 horas a 4°C. Os granulos foram lavados por 4 vezes com
tampao de lise antes da adigdo de tampdo de amostra SDS-PAGE e fervidas. As proteinas
foram resolvidas por SDS-PAGE 10% e identificadas por imunoblot com anticorpo anti-VSV.
Experimento tipico de 3 repeticdes.
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VSV-PDE2A + - + + -
FLAG-XAP2 - + + + -
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Figura 17: A interacdo entre PDE2A e XAP2 nio ¢é influenciada pelo aumento na
concentracio de cGMP. Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-PDE2A, FLAG-XAP2
e com o receptor de ANP, GC-A. Ap6s a transfeccdo as células foram tratadas com ANP 5nM
por 10 minutos a 37°C e lisadas. XAP2 foi imunoprecipitado com anticorpo anti-FLAG-M2 por
2 horas a 4°C seguido por incubagdo com agarose-proteina A/G por 1 hora a 4°C. Os
precipitados foram lavados e analisados por Western blot usando anticorpo anti-VSV.
Experimento tipico de 3 repeticdes.

4.8 Ligacao de PDE2A a regiao C-teminal de XAP2

A regido N-terminal de XAP2 contém um dominio de homologia as
imunofilinas, enquanto que a regido C-terminal de XAP2 contém dominios
TPR. Para identificar a regido em XAP2 responsavel pela ligacdo a PDE2A,
foram geradas duas construcdes truncadas de XAP2 fusionadas a GST (figura
18A). Uma construgdo contem a regiao N-terminal (GST-N-xap2) e a outra
contem a regido C-terminal (GST-C-xap2) de XAP2. As proteinas foram
expressas em bactérias E. coli, purificadas com Sepharose-GSH e utilizadas

para experimentos GST Pull-down com lisados de células COS-1 transfectadas
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com VSV-PDE2A. GST-XAP2 e GST foram utlizados como controles positivo e
negativo, respectivamente. A figura 18B apresenta a andlise em SDS-PAGE,
mostrando que cada mutante migrou de acordo com a massa molecular
esperada. A figura 18C mostra que apenas GST-C-xap2 e GST-XAP2 foram
capazes de ligar PDE2A, enquanto que GST-N-xap2 e GST mostraram-se
desprovidas de tal atividade. Os resultados indicam que a regido C-terminal
de XAP2 é responsavel pela interagdo com PDE2A, provavelmente através dos
motivos TPR. O dominio TPR é formado por motivos estruturais presentes em
inGmeras proteinas e que estdio comumente envolvidos em interagdes
proteina/proteina e na formagdo de complexos multiprotéicos (Lamb et al,

1995 and D'Andrea and Regan 2003).

A
N-xap2 (aa 1-169) C-xap?2 (aa 170-330)
- ~rT ™~
SRR
111
TEI L
(L4
= = =
B
a b c d C Pull-down
66 kDa—s/ ' &
—— ‘_@Q{P I_{_@& &"6&
45 kDa—»| - Oév GOJ& o‘b&( C;o& Q/O
116 kDa —» WB: anti-VSV
28 kDa—s

Figura 18: PDE2A liga-se a regido C-teminal de XAP2. A) representacao
esquemadtica dos dominios de XAP2, indicando as regides amino- (N-xap2) e carboxi-terminal
(C-xap2) utilizadas nos experimentos mostrado na figura C; B) SDS-PAGE das proteinas
fusionadas a GST coradas com Coomasie brilhante blue. Linha a: GST-Nxap2, b: GST-C-xap2,
c: GST-XAP2 e d: GST; C) Células COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A, 48 horas ap6s
a transfeccao as células foram lisadas (PDE2A input) e incubadas com GST-Nxap2, GST-Cxap2,
GST-XAP2 e GST. As proteinas precipitadas foram analisadas por SDS-PAGE e PDE2A ligada
foi identificada por imunoblot com anticorpo anti-VSV. Experimento tipico de 3 repeti¢des.
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4.9 PDE2A faz parte do complexo Ahr.

Ahr é um fator de transcricdo ativado pela presenca de ligante que
pertence a familia de proteinas PAS e localiza-se no citoplasma como um
complexo multiprotéico formado por XAP2, um dimero de hsp90, p23 e Ahr
(Meyer and Perdew, 1999). Para determinar se PDE2A faz parte do complexo
Ahr foram realizados ensaios de co-imunoprecipitacdo na presenca dos
componentes do complexo (XAP2 e hsp90). A figura 19 mostra que PDE2A
liga ndo apenas XAP2, mas também a chaperona hsp90. No entanto, na
presenca de XAP2, PDE2A liga preferencialmente XAP2, indicando que
PDE2A faz parte do complexo Ahr.

A B
PDE2A + - -+ + - PDE2A + - = -
H5p90 = + - + + - H5p90 - + - + + -
XAP2 - - + - + - XAP? = o f = t -
GFP o .
FLAG-hsp90
116 kDa—» E 116 kDa —
]
=
= +—He
g
35 kba— g 35 kDa — FLAG-XAP2

IP: anti-VSV
WB: anti-FLAG

=
5
-]
i

3
]
Z
g

Figura 19: PDE2A liga hsp90. A) Células COS-1 foram co-transfectadas com VSV-
PDE2A, FLAG-hsp90 e FLAG-XAP2. Ap6s transfeccdo as células foram lisadas e as expressao
das proteinas foi analisada or Western blot utilizando anticorpos anti-FLAG M2 e anti-VSV; B)
PDE2A foi imunoprecipitada do lisado das células COS-1, analisado em A, com anticorpo anti-
VSV e agarose-proteina A/G. Os precipitados foram lavados e analisados em SDS-PAGE
seguido por imunoblot utilizando anticorpo anti-FLAG M2.
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Para saber se XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao mesmo tempo, foi gerada
uma constru¢do em que XAP2 esta fusionado a cauda myc na porgdo N-
terminal da proteina e, em seguida foram realizados ensaios de co-
imunoprecipitacdo. A figura 20B mostra que hsp90 foi capaz de
imunoprecipitar PDE2A e XAP2 com a mesma intensidade, sugerindo que
PDE2A faz parte do complexo multiprotéico Ahr e ndo compete pela ligagao

com XAP2.

A
PDE2A + - - + - -
Hsp90 - - + + -
XAP2 - o+ -+ o+ -
GFP - - - - - +

v
45 kDa—s
WB: anti-myc

B

PDE2ZA + -

Hsp90 - - +
XAP2 - + -
GIP - - - -

+
+ o+
1

1
+

VSV-PDE2A
116 kDa—»

IP: anti-FLAG M2

Hc WB: anti-V5V

anti-myc

35kDa —» myc-XAP2

Figura 20: PDE2A faz parte do complexo Ahr. A) Células COS-1 foram co-
transfectadas com VSV-PDE2A, FLAG-hsp90 e myc-XAP2. Ap6s transfeccao as células foram
lisadas e as expressdo das proteinas foi analisada por Western blot utilizando anticorpos anti-
VSV, anti-FLAG M2 e anti-myc; B) FLAG-hsp90 foi imunoprecipitada do lisado das células
COS-1, analisado em A, com anticorpo anti-FLAG M2 e agarose-proteina A/G. Os
precipitados foram lavados e analisados em SDS-PAGE seguido por imunoblot utilizando
anticorpo anti-anti-VSV. A membrana de nitrocelulose foi lavada e imunomarcada com
anticorpo anti-myc.
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4.10 Influéncia de XAP2 na atividade catalitica de PDE2A.

Para analisar possiveis consequéncias funcionais da interagdo entre
PDE2A e XAP2, a atividade catalitica da PDE2A foi medida in vitro na
presenca e auséncia de XAP2 e dos mutantes truncados de XAP2. Para isso,
VSV-PDE2A foi expressa em células COS-1 e purificada do lisado celular, por
imunoprecipitacao, utilizando anticorpo anti-VSV seguido de incubacao com
granulos de agarose-proteina A/G. O grau de pureza da preparacdo foi
estimado por SDS-PAGE. Concentragdes crescentes de BSA foram analisadas
no mesmo gel, para estimar a concentracdo de PDE2A (Figura 21A). XAP2, N-
xap2 e C-xap2 fusionados a GST foram expressos em bactérias E. coli seguido
da purificagdo em resina de afinidade, como descrito na secao 3.2.3.1.1. A
figura 21 mostra que XAP2, N-xap2 ou C-xap2 nao interferiram na atividade
catalitica da PDE2A, mesmo em excesso molar em torno de 50 vezes,

concluindo que XAP2 liga PDE2A sem afetar sua atividade catalitica.

4.11 Influéncia de PDE2A no deslocamento do complexo Ahr para o

niucleo.

O complexo multiprotéico Ahr é formado por XAP2, um dimero de
hsp90, p23 e Ahr. A ligacdo de compostos xenobidticos, como TCDD, a Ahr
provoca o deslocamento do complexo para o ntucleo, onde o complexo se
desfaz. Ahr dimeriza-se com uma proteina chamada Arnt, e o dimero Ahr-
Arnt regula a expressdao de genes envolvidos em processos de detoxificagao
(Meyer and Perdew et al, 1999). Recentemente foi demonstrado que cAMP
induz o deslocamento de Ahr para o ntcleo (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005).
Para avaliar se a ligacdo de PDE2A a XAP2 influencia o deslocamento do
complexo Ahr para o nucleo foram wutilizadas células Hepalclc7 que

expressam Ahr e XAP2 constitutivamente. As células foram transfectadas com
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Figura 21: XAP2 ndo interfere com a atividade catalitica de PDE2A recombinante.
A) Células COS-1 foram transfectadas com VSV-PDE2A, lisadas e PDE2A foi
imunoprecipitada com anticorpo anti-VSV e agarose-proteina A/G. PDE2A precipitada foi
analisada por SDS-PAGE e coradas com Coomassie brilhante blue. Linhas a: 0.2 pg BSA; b: 0.5
pg BSA; c: 1 pg BSA e linha d: 50 pl de PDE2A-ligada aos granulos de agarose-proteina A/G.
A migragdo de PDE2A corresponde a massa de 110 kDa, sendo as bandas de 50 kDa e 35 kDa
correspondentes as cadeias pesada e leve (Hc e Lc) do anticorpo anti-VSV. B) cinco pl de
PDE2A ligado aos granulos de agarose-proteina A/G (aproximadamente 2,5 nM, concentragao
final da proteina) foram incubados com 125 nM de cada uma das GST-proteinas (GST-XAP2,
GST-Nxap2, GST-Cxap2 e GST) por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, cAMP
foi adcionado (25 pM concentragdo final) e a mistura de reagdo incubada por 1 hora a 30°C.
Como controles foram utilizados imunopreicipitados de células COS-1 transfectadas com
vetor vazio (mock) e apenas tampado. C) Ap6s o ensaio de atividade fosfodiesterasica foi
adcionado tampdo de amostra SDS-PAGE e a quantidade de PDE2A em cada meio reacional
foi estimada por Western blot utilizando anticorpo anti-VSV. Experimento tipico de
quintuplicata realizado 3 vezes
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VSV-PDE2A ou com vetor vazio, e tratadas com TCDD (5nM),
forskolin (20 pM) ou 8-Br-cAMP 2 mM por 1 hora a 37°C como descrito na
secdo 3.24.2. A localizagio de Ahr endbégeno foi avaliada por
imunofluorescéncia em microscopia confocal. Células ndo tratadas exibem Ahr
localizacdo difusa pelo citoplasma e ntcleo, de forma que ndo é possivel
distinguir os dois compartimentos (figura 22, painel A).

Como esperado, TCDD, forskolin e 8-Br-cAMP induziram o
deslocamento de Ahr para o nucleo (figura 22, painel C, F I). Em células
expressando PDE2A (coradas de verde no painel D) a localizacdo de Ahr
permaneceu difusa mesmo apds o tratamento com TCDD (figura 22, painéis D
e E, onde as células estdo indicadas por setas brancas). Em seguida foram
testados forskolin, um ativador da adenilato ciclase, e 8-Br-cAMP, um analogo
de cAMP. Como ja relatado por Oesch-Bartlomowicz et al. 2005, forskolin e o
analogo de cAMP induzem deslocamento de Ahr para o nucleo (figura 22,
painéis F e I). Em células expressando PDE2A, o deslocamento de Ahr para o
nicleo induzido por cAMP foi significativamente inibido (figura 22, painéis G,
H, J e K, células indicadas pelas setas brancas). A avaliagdo quantitativa dos
experimentos mostrado na figura 22 mostram que TCDD, forskolin e 8-Br-
cAMP induzem deslocamento de Ahr para o ntucleo em 82%, 78% e 80% das
células analisadas, respectivamente (Tabela 4). Em células expressando
PDE2A, o delocamento de Ahr induzido por TCDD foi reduzido em quase
50% quando comparado a células ndo transfectadas, enquanto que o
deslocamento de Ahr induzido por forskolin e 8-Br-cAMP foi reduzido em

71% e 78%, respectivamente.
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Células nao Células expressando PDE2A
transfectadas | :

Nio tratad as

TCDD 1h

Forskolin 1h

8-BrcAMP 1h

Figura 22: Localizacao celulas de Ahr em células expressando PDE2A. Células
Hepalclc? foram transfectadas com VSV-PDE2A. 24 horas apos a transfecgdo, as células foram
tratadas com TCDD 5 nM (C, D e E), forskolin 20 pM (F, G e H) ou 8-Br-cAMP 2 mM (], ] e K)
por 1 hora a 37°C, fixadas, permeabilizadas e incubadas com anticorpos anti-Ahr M20 (cabra)
para visualizar Ahr endégeno e anti-VSV (camundongo) para detectar PDE2A transfectada
seguida pela incubagdo dos anticporpos secundarios (Cy3-anti-cabra e Cy2-anti-camundongo).
Células nao tratadas sdo apresentadas como controles (A e B). A figura mostra as células
efetivamente transfectadas com VSV-PDE2A em verde e as setas indicam as células
transfectadas que perderam efeito de deslocamento de Ahr induzido pelos respectivos
tratamentos. Os quadros D/E, G/H e ]/ H sdo a mesma foto, sendo que as fotos do lado
direito estdo com a fluorescéncia verde da enzima PDE2A omitida para a visualizagdo do
efeito.
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Tabela 4: Avaliacdo quantitativa da inibicdo do deslocamento de Ahr
em células expressando PDE2A. As células foram ordenadas em dois grupos
de acordo com a distribuicao subcelular de Ahr. O grupo “difusa” compreende
as células em que a marcacdo de Ahr se encontra localizada no cioplasma e

nucelo, enquanto que no grupo “nuclear” a marcagdo concentra-se no nucleo.

Localizacao deAhr em Localiza¢ao de Ahr em
células nao células transfectadas
transfectadas % Ahr com PDE2A % Ahr
difusa nuclear deslocamento  gjfysa nuclear ~ deslocamento
Nao tratadas  195/202 7/202 3.5 170/174 4/174 23
TCDD 36/207 171/207 82.6 100/177  77/177 43.5
forskolin  40/187 147/187 78.6 91/119  28/119 23.5
8-Br-cAMP  38/194 156/194 80.4 59/72 13/72 18.0

4.12 Fosforilacao de Ahr por PKA ou PKG

cAMP é um mensageiro intracelular ubiquo, que ativa proteina
quinase A (PKA), uma serina/treonina proteina quinase que é capaz de
fosforilar diversos substratos diferentes dentro da célula (Asirvatham et al,
2004). Em resposta a cAMP, Ahr desloca para o nucleo adotando uma
conformacdo singular capaz de interagir com proteinas ainda ndo identificadas
de forma independente da presenca de ligante. O mecanismo pelo qual cAMP
induz o deslocamento de Ahr para o nicleo e suas conseqiiéncias funcionais
ainda ndo é conhecido, mas sabe-se que a inibicdo de PKA bloqueia o efeito de
cAMP sobre a via de sinalizacao de Ahr (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). Com
o obejtivo de elucidar o mecanismo desencadeado por cAMP sobre a via do
Ahr, foram realizados ensaios de fosforilacao in vitro com PKA e PKG como

descrito na secao 3.2.3.5.
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A figura 23 mostra que Ahr ndo é fosforilado por PKA ou PKG,
mesmo apos 24 horas de exposicdo ao filme de raio X como forma de deteccao
de 32P. Como controle positivo da fosforilagdo por PKA, foi utilizada
Rap1GAP2, uma proteina ativadora de GTPase (GAP) especifica para Rapl,
uma proteina ligadora de nucleotideos de guanina do tipo Ras (Schultess et al,

2005).

RG2 Ahr

- G A
T e @ o2
|
116 kDa—+ pe—y WB: anti-FLAG M2
- - -

Figura 23. Ahr nao é fosforilado por quinases reguladas por nucleotideos ciclicos
(PKA e PKG). Células COS-1 foram transfectadas com FLAG-Ahr e FLAG-Rapl1Gap2 (como
controle positivo de PKA). As proteinas expressas foram precipitadas com anticorpo anti-
FLAG M2 e fosforiladas in vitro utilizando [y-32P]ATP, PKG e a subunidade catalitica de PKA
purificadas. Para detectar a incorporacao de 32P, as amostras foram resolvidas por SDS-PAGE,
transferida para membrana de nitrocelulose e expostas ao filme por 24 horas a -80°C. Em
seguida, a quantidade de proteina foi determinada por Western blot utlizando anticorpo anti-
FLAG M2. Experimento tipico de 2 repeti¢Ges.
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5. DISCUSSAO

cAMP é um mensageiro intracelular ubiquo, envolvido em diversos
sinais intracelulares em células eucaridticas, das leveduras as células dos
animais superiores, incluindo o sistema celular humano. A interagdo de
ligantes especificos (hormonios, neurotransmissores e moléculas odorantes)
aos seus respectivos receptores dispara a producao de cAMP, que por sua vez,
ativa efetores intracelulares tais como os canais idnicos CNG (cyclic nucleotide-
gated), as proteinas de troca de nucleotideos de guanina ativadas por cAMP
(EPACs) e a proteina quinase A (PKA). Mesmo promovendo a ativagdo de tao
limitado grupo de efetores, cAMP regula um surpeendente ntmero de
cascatas de eventos celulares, ai incluidas, entre outras, a ativacdo de canais
ibnicos, contracdo e relaxamento do musculo liso e cardiaco, secrecao
glandular, plasticidade neuronal, resposta imune, agregacdo plaquetaria,
lipélise, glicogendlise, proliferacdo celular e apoptose (Zaccolo et al, 2006). Por
sua vez, as fosfodiesterases (PDEs) sao a tnica via de degradagdao do cAMP,
logo elas funcionam como enzimas-chave na regulagao de tais processos. Além
disso, PDEs podem ser direcionadas a compartimentos subcelulares
especificos, como a membrana plasmatica, ou ser recrutada para comlexos
multiprotéicos de sinalizacdo, consequentemente regulando a concentracao
local de cAMP (Martin and Cooper, 2006 e Zaccolo et al, 2006).

As PDEs estimuladas por cGMP (PDE2s) compoem umas das familias
de PDEs cujas estruturas protéicas contém dominios regulatérios conhecidos
como dominios GAF A e GAF B (Martinez et al, 2002a). O dominio GAF A é
responsavel por dimerizacdo enquanto que o dominio GAF B liga cGMP. A
presenca de cGMP ligado ao dominio GAF B estimula alostericamente a
atividade catalitica da enzima na ordem de 10 vezes sobre a hidrdlise de cAMP

(Martinez et al 2002b, Wu et al, 2004).
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XAP2 contém em seu N-terminal um dominio de homologia a
imunofilinas e por isso é um membro da superfamilia dessas proteinas. As
imunofilinas sdo o alvo seletivo de drogas imunosupressoras, tais como as
ciclosporinas, FK506 ou rapamicina (Marks 1996). No entanto, XAP2 ndo é
capaz de ligar drogas imunosupressoras (Carver et al, 1998). Varios membros
da familia das imunofilinas também possuem fungdo de chaperona e
interagem com hsp90. Por exemplo, FKBP52 (uma das proteinas ligadoras de
FK506) forma complexo com os receptores citos6licos dos hormonios
esteroidais glucocorticéide (GR), progesterona (PR), estrogénio (ER) e
andrégeno (AR) (Meyer and Perdew, 1999).

Neste trabalho, foi identificada a interacdao entre PDE2A e XAP2, o
componente imunofilina do complexo multiprotéico Ahr. Esta é a primeira vez
que foi descrita a identificacdo de uma proteina ligadora de PDE2A. Bentley et
al, 2001 haviam indicado que fosfoproteinas ainda nao caracterizadas e mesmo
desconhecidas, poderiam funcionar como potenciais ligadoras de PDE2A em
células neuronais PC12 quando tratadas com NGF (fator de crescimento de
nervos). Todavia, no presente trabalho foi, pela primeira vez descrita,
identificada e caracterizada uma proteina (XAP2) ligadora de PDE2A (de
Oliveira et al, manuscrito submetido).

A interagdo entre PDE2A e XAP2 foi identificada pela técnica dois-
hibridos em leveduras S. cerevisine. No entanto, a técnica dois-hibridos
normalmente gera consideravel nimero de clones falso-positivos (Pedrazzi
and Stagljar, 2004). Assim a interacao entre PDE2A e XAP2 foi confirmada em
experimentos in vitro e in vivo como GST Pull-down (Fig. 11) e
coimunoprecipitacdo em células COS-1 e Hepaclc7 em cultura (Fig 12 e 14).
Além disso em experimentos de determinacdo da compartimentalizagao
celular utilizando a técnica de microscopia confocal, foi confirmada a co-
localizacdo citosdlica entre PDE2A e XAP2, em células Hela em cultura,
basicamente ao redor do nicleo e em algumas regides ao longo do citoplasma

(Figura 15).
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HRS e STAM sado proteinas que se encontram unidas, ligadas a
membrana do endossomo. Estudos recentes mostram que o complexo
HRS/STAM possui papel chave na regulacdo negativa de receptores tirosina-
quinase (RTKs). O complexo HRS/STAM liga porcdes de ubiquitina e age
como maquinaria de escolha (degradacdo ou reciclagem) reconhecendo
receptores ubiquitinados e os transferindo para o lisossomo (Komada and
Kitamura, 2005). A interacdo entre PDE2A e HRS também foi confirmada por
ensaios de co-imunoprecipitagdo em células COS-1 em cultura (Fig 13), no
entanto as caracteristicas estruturais e as consequéncias bioldgicas dessa
interacao nao foram o foco de estudo desse trabalho.

Identificamos também a regido contendo o dominio GAF B da PDE2A
como a responsavel pela ligacdo com XAP2. Os dominios GAF presentes em
certas proteinas, representam um dos maiores e mais difundidos sitios de
ligacdo de moléculas pequenas e tém sido conservado por mais de 2 bilhdes de
anos de evolucdo, ja que foi identificado em espécies desde cianobactérias até
mamiferos. Mais de 1300 proteinas contém dominios GAF e estao envolvidas
em diversas vias de transducado de sinais (Martinez et al, 2002a). No caso das
PDEs, os dominios GAF estdo presentes em cinco das 11 familias de PDEs de
mamiferos. cGMP liga-se ao dominio GAF das PDEs 2, 5, 6 e 11, enquanto que
cAMP liga-se ao dominio GAF da PDE10 (Gross-Langenhoff et al, 2006). Até
hoje ndo foi relatada a ligacao proteina-proteina mediada pelos dominios GAF.
Neste trabalho foi mostrado claramente que a regido contendo o dominio GAF
B da enzima PDE2A é suficiente para mediar a interacdo com XAP2 (figura 16).
No entanto, PDE2A é capaz de interagir com cGMP e com XAP2 ao mesmo
tempo, ja que células tratadas com o hormoénio ANP (que aumenta a
concentracdo de cGMP através da estimulacdo da guanilato ciclase) nao
interfere na ligacdo entre PDE2A e XAP2 em experimentos de co-
imunoprecipitacdo em células COS-1 em cultura (figura 17).

Para determinar a regido de XAP2 responsavel pela interagdo com

PDE2A, foram gerados duas construgdes truncadas de XAP2 contendo a regiao
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N- e a C- terminal fusionadas a GST. Verificamos, como mostrado na figura 18,
que a regido C-teminal de XAP2 foi capaz de ligar PDE2A, com a mesma
intensidade que liga XAP2 tipo selvagem. Esses resultados indicam, que a
interacdo é mediada pelos dominios TPR presentes na regido C-terminal de
XAP2, uma vez que os motivos estruturais TPR, presentes em diversas
proteinas, servem de mediador nas intera¢des proteina-proteina e na fomacgao
dos complexos multiprotéicos (Lamb et al, 1995 and D'Andrea and Regan
2003). A exigéncia de sequéncias C-terminal de XAP2 para ligacdo com PDE2A
é redundante com o requerimento de sequéncias C-terminal de XAP2 para
ligar hsp90 no complexo Ahr. Para elucidar se XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao
mesmo tempo, foram realizados experimentos de co-imunoprecipitagdao. Os
resultados mostram claramente (figura 20) que hsp90 é capaz de precipitar
PDE2A e XAP2, sugerindo que XAP2 liga PDE2A e hsp90 ao mesmo tempo e
que PDE2A faz parte do complexo Ahr e ndo compete pela ligacdo a XAP2 (de
Oliveira et al). Além disso, PDE2A também liga hsp90, no entanto a interagdo é
fortemente reduzida na pesenca de XAP2, indicando que PDE2A faz parte do
complexo Ahr por ligar-se preferencialmente a XAP2 (figura 19). A relagdo
entre o nimero de motivos TPR e a afinidade e especificidade com que liga a
proteina-alvo ainda ndo esta clara. Um exemplo interessante do emprego de
motivos TPR é a especificidade dupla de ligacdo a uma tnica proteina, como a
proteina Hop (hsp70/hsp90 organizing protein), uma chaperona que tem 3
motivos TPR e liga duas proteinas alvo, hsp70 e hsp90, facilitando a formagao
de complexos multiprotéico como os do receptor de progesterona e o receptor
de glicocorticéides (D'Andrea and Regan, 2003 and Carrigan et al, 2006).

Face aos resultados seqiienciais acima descritos, tornou-se necessério
investigar se XAP2 exerceria alguma interferéncia sobre a atividade catalitica
de PDE2A, uma vez que XAP2 liga e regula outros fatores de transcri¢do, além
de Ahr. Por exemplo, XAP2 interage com a proteina X do virus da hepatite B e
inibe seu deslocamento para o nucleo (Kuzhandaivelu et al, 1996). Além disso,

XAP2 liga proteinas que nado estdo envolvidas diretamente com o controle
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transcricional, como o receptor do hormoénio da tiredide (Froidevaux, et al
2006). Para entender as possiveis consequéncias funcionais da interacao entre
PDE2A e XAP2, a atividade catalitica da PDE2A foi medida in vitro na
presenca e auséncia de XAP2. Os resultados obtidos (ver figura 21) mostram,
indubitavelmente, que XAP2 ndo interfere com a atividade catalitica de
PDE2A, mesmo em excesso molar em torno de 50 vezes. XAP2 também liga a
isoenzima PDE4A5 especificamente (Bolger et al, 2003). Todavia, ao contrario
do resultado apresentado neste trabalho, a ligacao de XAP2 a PDE4A5 reduziu
a atividade catalitica da enzima. No entanto, no trabalho relatado por Bolger et
al, a concentracao de PDE4A5 utilizada nos ensaios de atividade nao foi
especificada, assim a razdo molar de XAP2 sobre PDE4A5 pode ser
significativamente alta, o que coloca em duavida a relevancia fisiologica da
inibicdo relatada. Adicionalmente foi relatado pelos autores, que
interessantemente, a ligacdo de XAP2 a PDE4A5 aumenta a sensibilidade da
enzima ao inibidor rolipram e atenua a habilidade de PKA fosforilar PDE4A5.
Possiveis efeitos de PDE4A5 sobre a via do Ahr ndo foram estudados.

A partir do conjunto de dados acima relatados, pode-se afirmar que
este trabalho fornece evidéncias para um novo papel da enzima PDE2A na
regulacdo do fator de transcricio Ahr. Além dos dados relatados acima,
verificamos ainda outras fungdes relevantes da PDE2A ao comprovarmos que
a enzima inibe o deslocamento do complexo Ahr para o ntcleo (de Oliveira et
al.). Ahr é um fator de transcricao induzivel por ligante que serve de mediador
as respostas celulares induzidas por compostos xenobibticos, tais como
poluentes ambientais como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
dioxinas policloradas (TCDD). Na auséncia de ligante, o receptor latente est4
associado a um dimero da chaperona hsp90 e a duas proteinas ligadoras de
hsp90, as co-chaperonas p23 e XAP2 (Kashuba et, 2006). Em resposta a ligagao
de xenobidticos, Ahr é deslocado para o nticleo onde dimeriza com ARNT. O
heterodimero Ahr-ARNT liga regides de DNA chamadas “elementos de

controle transcricional induzivel por xenobiéticos (XRE: xenobiotics regulatory



89

elements)” que controlam a transcricdio de genes que codificam enzimas
envolvidas na metabolizacdo de drogas, como citocromo P450-1A1, P450-1A2,
GST-A2, entre outras (Meyer and Perdew et al, 1999, Bock and Kohle, 2006). A
participacdo de Ahr no desenvolvimento hepatico, na nefrogénese, no sistema
imune, na proliferacdo e diferenciacdo celular (Schmidt and Bradfield, 1996,
Carlson and Perdew, 2002) sugere que a via Ahr pode estar envolvida na
regulacdo desses processos na auséncia de ligantes exdégenos. No entanto,
ainda ndo sao conhecidos os sinais endogenos que levam a ativagao dessa via.
Recentemente, cAMP foi identificado como um mediador da indugdo do
deslocamento de Ahr para o ntcleo, agindo como um repressor, ao invés de
estimulador, da expressao de genes do citocromo P450 regulados por Ahr
(Oesch-Bartlomowicz et al, 2005).

Para avaliar se a ligacdo de PDE2A a XAP2 influencia o deslocamento
do complexo Ahr para o ntcleo, induzido por cAMP, foram utilizadas células
Hepalclc7, que expressam Ahr e XAP2 constitutivamente, transfectadas ou
nao com PDE2A. A localizagdo subcelular de Ahr foi avaliada por
imunofluorescéncia em microscopia confocal. Os resultados apresentados
nesse trabalho (ver figura 22) mostram claramente a inibicdo do deslocamento
de Ahr para o ntcleo induzida por TCDD, forkolin (um ativador da adenilato
ciclase) e 8-Br-cAMP (um anélogo de cAMP permeavel a membrana celular)
em células transfectadas com PDE2A. No entanto, a inibicdo por PDE2A do
deslocamento para o nudcleo de Ahr induzido por TCDD nao é tdo intenso
quando comparada com o tratamento com forskolin e com o analogo de
cAMP.

Para estudar a possivel fosforilagdo de Ahr por PKA ou PKG,
verificamos, inicialmente, que as sequéncias de Ahr humano e de camundongo
revelam a presenca de sitios de fosforilacdo por PKA (Bock and Kohle, 2006).
No entanto, o resultado apresentado neste trabalho (ver figura 23) mostra
claramente que nem PKA nem PKG foram capazes de fosforilar Ahr, apesar de

H89 (inibidor de PKA) ser capaz de bloquear os efeitos nucleares de Ahr



90

induzidos por cAMP (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005). Uma explicacdo para
esses resultados discrepantes seria a mudanca conformacional sofrida por Ahr
com consequente exposicdo do sitio de fosforilagao por PKA. Ressalve-se, no
entanto, que a natureza do estimulo permanece desconhecida.

Os resultados desse trabalho em conjunto indicam que PDE2A liga
XAP2 e faz parte do complexo multiprotéico de Ahr, como um componente
regulatoério, responsavel por manter Ahr no citoplasma, ja que a presenca de
PDE2A poderia inibir o aumento da concentracdo local de cAMP, necessaria
para o deslocamento do complexo Ahr para o nucleo. Grande namero de
evidéncias sugerem que PDEs contribuem para a compartimentalizacdo da
sinalizacdo por cAMP. Por exemplo, em ventriculécitos de rato neonatos,
PDE4 esta envolvida em regular o nivel de cAMP em dominios contendo alta
concentragdo de [-adrenoceptor e adenilato ciclase, de forma que o
acoplamento funcional de PDEs a receptores especificos fornece uma via
eficiente de controle do nivel de cAMP de forma estimulo-especifica (Zaccolo
et al, 2006, Mongillo et al, 2006b). No entanto, ainda ndo esta claro o papel de
PDE2A na via de Ahr induzido por TCDD e 8-Br-cAMP (um anélogo de cAMP
resistente a hidrdlise por PDEs). Uma possibilidade seria a regulacdo negativa
da transcricdio ou expressdao de Ahr ou a regulacdo positiva das vias de
degradacao de Ahr, ja que foram observados em algumas células transfectadas
com PDE2A o enfraquecimento do sinal de Ahr. Estudos adicionais ainda sao
necessarios visando esclarecer o mecanismo de acio de PDE2A sobre o
deslocamento de Ahr para o ntcleo celular, assim como quanto a formagao do
complexo multiprotéico de Ahr, j& que nao foi determinado se PDE2A ¢ parte
constitutiva do complexo ou é recrutada mediante um determinado sinal.
Além disso, o mecanismo pelo qual cAMP estimula o deslocamento para o
nudcleo de Ahr ainda nao foi determinado, o que é de total importancia para

compreensao da conexao entre a via dos nucleotideos ciclicos e a via do Ahr.
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6. CONCLUSOES

Ao final deste trabalho, podemos concluir que:

- A enzima PDE2A interage com XAP2 in vitro e in vivo

- A regido contendo o dominio GAF B da PDE2A é responsével pela
interacao com XAP2

- PDE2A liga a regido C-terminal de XAP2, provavelmente no
dominio TPR

- PDE2A faz parte do complexo multiprotéico da via de sinaliza¢do do
Ahr

- XAP2 ndo interfere com a atividade catalitica de PDE2A

- PDE2A regula a via de sinalizagdo de Ahr inibindo o deslocamento
do receptor para o nicleo

- Ahr ndo é fosforilado por PKA ou PKG nas condigdes testadas,

apesar da existéncia de sequéncia de fosforilacao por PKA
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7. PERSPECTIVAS

As proximas etapas deste trabalho referem-se a elucidagdao dos
mecanismos celulares e moleculares que envolvem a ativacdo da via de
sinalizacdo do Ahr por cAMP e o papel da enzima PDE2A. Para isso, os

objetivos sao:
- Producdo em larga escala da ezima PDE2A recombinate

- Producdo de anticorpos policlonais contra a enzima PDE2A

recombinante

- Determinar se PDE2A ¢é parte integrante constitutivamente do
complexo multiprotéico do receptor Ah. Se nao for, identificar o(s) sinal(s) que

recrutam PDE2A ao complexo

- Identificar as proteinas nucleares associadas ao Ahr, quando

ativado por cAMP
- Identificar os genes regulados por Ahr quando ativado por cAMP

- Identificar o mecanismo pelo qual cAMP induz ativagdo do

receptor Ah
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Phosphodiesterase type 1A
hvdrolyzes cyclic nucleotides cAMP and
¢GMP thus efficiently controlling cNMP-
dependent signaling pathways. PDE2A s
composed of an N-terminal region, two
regulatory GAF domains and a catalytic
domain. Cyclic nucleotide hydrolysis is known
to be activated by ¢GMP binding to GAF-B,
however, other mechanisms may operate to
fine-tune local cvclic nucleotide levels. In a
veast-two-hybrid screening we identified
XAP2, a crucial component of the aryl
hvdrocarbon receptor (AhR) complex, as a
major PDE2A-interacting protein. We
mapped the XAP2 binding site to the GAF-B
domain of PDE2A. PDE assays with purified
proteins showed that XAP2 binding does not
change the enzymatic activity of PDE2A. To
analyze if PDE2A could affect the function of
XAP? we studied nuclear translocation of
ABR, i.e. the master transcription factor
controlling the expression of multiple
detoxification genes. Notably, regulation of
AhR target gene expression is initiated by
tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) binding to
AhR and by a poorly understood cAMP-
dependent pathway, followed by the
translocation of AhR from the cytosol into the
nucleus. Binding of PDE2A to XAP2 inhibited
TCDD- and cAMP-induced nuclear
ranslocation  of AhR in  Hepalelc?
hepatocytes. Furthermore, PDE2ZA attenuated
TCDD-induced transcription in reporter gene
assavs. We conclude that XAP2 targets
PDE2A o the AhR complex thereby
restricting AhR mobility, possibly by a local
reduction of cAMP levels. Qur results provide
first insights into the elusive cAMP-dependent
regulation of AhR.

(PDE2A)

Cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs)
catalyze the hydrolysis of cAMP and/or cGMP.
In conjunction with adenylyl and guanylyl
cyclases PDEs regulate the amplitude and
duration of cell signaling events mediated by
cyelic nucleotides. In this context PDEs are
involved in a broad range of biological responses
such as cardiac contractility, platelet aggregation.
lipolysis, glvcogenolysis, smooth muscle
contraction, ion channel conductance, and
apoptosis (1) Sequence analyses suggest that 11
different families of mammalian PDEs exist and
most of these families contain more than one
gene product. Furthermore, many of these genes
can be alternafively spliced in a tissue specific
manner to give nse to several different
ispenzymes with aliered regulatory properties.
subcellular localization and different substrate
specificities. The distinct cellular localization and
biophysical characteristics of the varions PDEs
suggest that each PDE is individually regulated
and plays distinct roles in specific physiological
processes (2).

PDE2A is activated by cGMP and
degrades both, cAMP and cGMP. PDE2A is
highly expressed in the brain and heart, but 1t is
also found in lung, kidney, liver and adrenal
gland (3). One of the first specific functions
attributed to PDE2A was the regulation of
aldosterone  production in  adrenal zona
glomerulosa cells (4). Recently, PDE2A was
found to artenmate spatially confined pools of
cAMP in cardiac mvocytes, thereby affecting
contractile function (3). Moreover, PDEZA
appears fo increase permeability of endothelial
lavers and thus to impair endothelial barrier
funetion (6). PDE2A is composed of an N-
terminal domain of unknown function, two
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central GAF domains (A and B) and a C-terminal
catalytic domain {7.8). Structural analvsis of the
PDE2A GAF domains revealed that only the
GAF-B domain is involved in oGMP binding.
whereas the N-terminal GAF-A domamn is
required for dimerization (7).

Here we report that PDE2A associates
with XAP2 a member of the immunophilin
protein family. XAP2 (also known as ARAQD or
ATP) is a 38-kDa protein that was initially
identified as a protein binding to the hepatitis B
virus X protein (9) and in parallel also as binding
partner of the aryl hydrocarbon receptor (AhR)
(10-12). XAP2? shares seguence identity with
FEBP52, an immunophilin of the FEK506 binding
proteins and an established component of the
clucocorticoid  receptor complex.  Although
XAP2? contains an immunophilin  homology
domain within its N-terminal region, no binding
to immunosuppressant dmugs was found (10). The
C-terminus  of XAP2  comtains multiple
tetratricopeptide repeat (TPE) monfs that mediate
protein-protein interactions (13) and XAP2 has
been shown to engage in a multiprotein complex
together with a dimer of Hsp90. p23 and AhR
(14,15). AR is a ligand-acrivated transcription
factor and belongs to the basic helix-loop-helix
Per/ARNT/Sim family of proteins (16,17). The
activity of the AhR 1s regulated by structurally
diverse xenobiotics such as the high affinity
ligand 2.3.7.8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) (18). Upon ligand binding, the AR
translocates to the nucleus and dimerizes with the
structurally related protein ARNT. The resultant
complex 1inferacts with enhancer elements
upstream of target promoters and drives the
transcription of a host of xenobiotic metabolizing
enzymes (19). Recently, cAMP has been
described as a mediator of AhR translocation.
acfing as a repressor rather than an activator of
AhR-dependent gene expression (20), however
the underlying molecular pathways have
remained elusive. Here we identify a functional
interaction between PDE2A and AhR pathways
that is mediated by XAP2 an essential
component of the AhR complex. providing a
direct link between cAMP- and TCDD-dependent
pathwavs.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Muaterials. The full length PDE2A
¢DNA (Clone IRAKp961N0275Q2, GenBank™
accession number BC040974) was obtained from
RZPD (Berlin. Germany). 8-Br-cAMP and db-
cAMP were from Biolog (Bremen, Germany),

[B]

2.3.7.8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin {TCDD) and
forskolin  were from Sigma (Taufkirchen
Germany). HEP-coupled goat-anfi-rabbit and
goat-anti-mouse were from Dianova (Hamburg,
Germany).

Two-hvbrid screening. The complete
PDE2A cDNA was cloned into the Sfil and Sall
sites of the pGBKTT wvector (Clontech, Takara
Bio Europe, St-Germain-en-Laye. France). This
construct encodes a fusion between the amino-
terminal end of PDE2A and the Gal4 DNA-
binding domain (bait). The screen was performed
with a human brain two-hybrid ¢DNA library
(Matchmaker Two-Hybrid System 3. Clontech)
cloned into the Xhol and EcoRI sites of the
pACT?2 vector and expressing profeins as fusions
with the Gal4 protein activation domain. This
library was transformed into 5. serevisiae strain
AHI109 expressing the PDE2A bait construct.
Positive clones were initially selected for growth
in the absence of adenine, histidine, leucine and
trypiephane. Library plasmid DNA was 1solated
from the positives clones and re-transformed into
veast strain AHL09 contamning the bait and the re-
transformed positives clones were further assayed
for the PDE2 A interaction.

Cell culture and rransfeciion. COS-1
and HeLa cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal calf semum (PAA,
Pasching, Austria) and 1%
penicillin/streptomyein (PAA) Transient
transfections of COS-1 cells were performed with
DEAE-dextran. Briefly. 6x10° cells were seeded
per 10 cm dish. On the following day. cells were
washed with PBS, and expression plasmids were
applied in 5.7 ml semum-free DMEM mixed with
300 pl of DEAE-dextran (1 mg/ml stock) and 12
ul chleroquine (100mM stock). After incubation
for 2 hours, the transfection mixture was
removed and cells were cultured in DMEM with
10% FCS for 48 hours prior to harvesting. Hela
cells were transiently  transfected using
Metafectene (Biontex, Martinsned. Germany)
according to the manufacturer’s instmuctions. The
mouse hepatoma cell line (Hepalclc7), a kind
gift from  Barbara  Oesch-Bartlomowicz
{(University of Mainz, Mainz, Germany), was
propagated i a-MEM (Invitrogen. Karlsmuhe,
Germany) supplemented with 10% FCS and 1%
penicillin/streptomycin  and fransfections were
performed with Fugene 6 (Roche Diagnostics.
Mannherm. Germany) according fo  the
manufacturer’s instructions. All cells were
mainfained as monolayers in an atmesphere of
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3% CO; and 95% air under saturating humudity at
37°C.

Generation  of  mammalian  cell
expression construcis. The PDE2A cDNA was
cloned into the EcoRV and HindlIl sites of the
p5GE vector (21) to generate a fusion construct
with a N-terminal vesicular stomatitis virus
glycoprotein epitope (VSV) sequence. A similar
expression plasmid was generated to encode only
the GAF-B domain of PDE2A. The circular site-
direct mutagenesis method was used to wntroduce
stop codons into the full length PDE2A cDNA 1n
p3G8 to obtain constructs expressing the N-
terminus (N-PDE2A), whole GAF A and GAF
A/B domains N-terminally fused to a VSV t%%i
The complete XAP2 cDNA (GenBank™
accession number U31913) was cloned into the
HindIll and Xhol sites of pcDNA4/TO
(Inwnitrogen) with a FLAG  epitope-tag
immediately downstream of the last codon of the
XAP2? ¢DNA  and into  pcDNA3 l-mye
containing a myc-epitope at the N-terminus. The
FLAG-ARR (human) construct was a kind gift of
Gary H. Perdew (Pennsylvania State University)
and the pl646plluc3 reporter plasmid was
provided by Alvaro Puga (University of
Cincinnati).

Pull-down experimenrs. The XAP2
cDNA was cloned into the Smal and Notl site of
the pGEX4T-3 vector (GE Healthcare, Freiburg,
Germany) to generate a fusion between
glutathione S-transferase (GST) and the amino-
terminus of XAP2. Additonally, XAP2 truncated
constructs encoding GST fusions to the amino-
terminal (amino-acids 1-169; to create GST-N-
XAP2) or carboxy-terminal (amino-acids 170-
330: to create GST-C-XAP2) regions of XAP2
were generated. E  coli BL21(DE3) were
transformed with these constmucts and protein
expression was induced with 04 mM of
isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside  (IPTG)
for 3 hours at 37°C. The recombinant proteins
were purified with glutathione 4B-Sepharose
beads (GE Healthcare). COS-1 cells transfected
with expression constructs for VSV-PDE2A were
lysed by scraping 1 500 wl of ice-cold lysis
buffer (50 mM Trns-HCL, pH 7.5, 150 mM NaCl,
1% Triton 3-100, 5 mM MgCl,, wncluding the
following protease inhibitors: 1.12 mM DTT, 50
uM chloroquine, 2 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml
leupeptin and 1 pg/ml PMSF). Lysates were
centrifuged for 20 min at 13,000 x g and 4 °C and
the cleared supernatants were collected. GST
pull-down expenments were carried out by
incubating 10 pl of glutathione sepharose beads
saturated with GST-XAP2. GST-N-XAP2 or

GST-C-XAP2 with 500 ul of cleared COS-1 cell
lysates for 4 hours at 4°C. Beads were washed 5
times with lysis buffer before adding 10 pl 3x
SDS sample buffer and boiling for 5 minutes.
Proteins were separated on 10% SDS-PAA gels
and identified by immunoblotting with anti-VSV
antibody (clone P3D4 obtained from Sigma). For
activity assays the GST fusion proteins were
eluted from the beads with 800 pl of 10 mM
reduced L-glutathione (Sigma)
Immumoprecipitation.  Cells  were
harvested and lysed by scraping in 300 pl of ice-
cold Iysis buffer. Lysates were centrifuged for 20
min at 13,000 x g and 4 °C and supernatants were
used to precipitate XAP2-FLAG wsing 5 ul of
anti-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma) at 4 °C for 2
h. Immunoprecipitates were washed four fimes
with 1 ml of lysis buffer and coprecipitated VSV-
PDE2A was detected by immunoblotting with
anti-V5V antibedy. For immunoprecipitation of
endogenous proterns male CD  rats  were
anaesthesized by ether and decapitated. Brain
tissue  was  immediately  isolated  and
homogenized in immunoprecipitation (IP) buffer
(50 mM Tris, pH 8. 150 mM NaCl. 1 mM EDTA,
1% IGEPAL. 01 mM PMSF and protease
inhibitors complete Mini (Roche Diagnostics)).
Insoluble material was removed and supernatants
were incubated with either rabbit IgG as control,
XAP2 antibody (Abcam. Cambridge, UK), or
PDE2A antibody (FabGennix Inc , Frisco, TX)
for 1 h at 4°C. Then protein G (for XAP2
sample) or protein A (for confrol and PDE2A
sample) Sepharose 4B fast flow beads (GE
Healthcare) were  added for 1 h.
Immunecomplexes were washed 3 times with IP
buffer and twice with PBS and precipitated
proteins were detected by immunobloifing.
PDE2A activity assay. COS-1 cells (3
x 10 cm dishes) transfected with pSGS-PDEZA
or with empty pSGE8 vector (mock) were
harvested 1n 1 ml Iysis buoffer and
immunoprecipifated with 10 pl of mouse anti-
VSV antibody for 2 hours followed by incubation
with 200 pl protein A/G-PLUS agarose beads
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany) for 1 hour. Beads were washed 4 times
with 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.3). Catalvtic
activity of PDE2A was assayed using the
E"DElighltTM kit (Cambrex Bio Science, Verviers,
Belgium) according fo the manufacturer’s
instructions. Briefly, PDE2A induced hydrolyvsis
of cAMP  generates AMP  which is
phosphorylated to ATP. ATP is the energy source
for the Iluciferin/luciferase oxidation reaction
resulting in light emission. The emitted light is
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directly proportional to the level of AMP present
in the reaction which is a2 function of PDE
activity. 5 ul of PDE2A beads (approximately 2.5
oM final concentration) were incubated with 125
oM of each GST fusion protein: GST-XAP2.
GST-N-XAP2. GST-C-XAP2 or GST in 20 mM
Tos-HCL pH 7.5, 5 mM MgCl: buffer for 10
mintes at room temperature, followed by
addition of 25 pM cAMP and incubation for 1
hour at 30°C. The reaction was stopped and
luminescence was measured wvsing a 96-well
microplate reader Wallac Victor® 1420 Multilabel
Counter (Perkin Elmer, USA).

AhR transiocation and co-localization
experiments. 0.15 x 107 Hepalcle7 cells were
seeded per chamber (1.8 sz) of a 4-chamber
slide, allowed to grow for 48 hours and
transfected without or with the expression vector
for VSV-tagged PDE2A. 24 hours
positransfection, cells were incubated with 2 mM
§-Br-cAMP, 20 uM forskolin or 5 nM 237 8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) for 1h at 37
°C, fixed with 3.7% paraformaldehyde and
permeabilized with 0.2% Triton-X-100 in PBS.
Then cells were incubated with anti-AhR M20
(1:30, Santa Cruz Biotechnology) and anti-VSV
P5D4 (Sigma) for 2 hours, followed by
incubation with Cy3-conjugated anti-goat IgG
and Cy2-conjugated anti-mouse I[gG (Jackson
ImmunoResearch, Newmarket. England) for 1
hour. For co-localization experiments, HeLa and
Hepalelce? cells were transfected with pSGS8-
VSV-PDE2A and pcDNA3 . 1-myc-XAP2. After
1 day cells were fixed and permeabilized as
described above and stained with anti-VSV and
anti-mve (Santa Cmz Biotechnology) primary
antibodies for 1 hour at 37°C followed by
staining with Cy-conjugated antibodies as
described. Chamber slides were mounted 1n
GEL/mount (Biomeda, Foster City, CA) and cells
were analyzed with a Zeiss LSM 510 confocal
laser scanning microscope equipped with a Plan-
Apochromat 63 /1.4 oil DIC objective lens and
LSM 510 META software (Carl Zeiss,
Gottingen, Germany). For quantitative evaluation
of PDE2A effects on AhR translocation 70 to 200
cells from at least three independent experiments
were analyzed. Cells exhibiting cytosolic as well
as nuclear staimning of AR were assigned to the
“spread” group. whereas cells having a stronger
or exclusive nuclear AhR staining were assigned
“nuclear”.

Reporter assay. 0.3 x 10° Hepalclc?
cells were seeded per well of a 96 well plate.
After 48 hours cells were transfected with 10 ng

of pRL-SV40Q (Promega GmbH, Mannheim.
Germany), 225 ng of either pGL3-Basic
(Promega) or pl646plLluc3 and 75 ng of erther
pSGE or PDE-pSGR. 24 hours posttransfection,
cells were stimulated with 5 nM TCDD for 4 h.
The luminescence was measured using the Dual-
Luciferase Assay System (Promega) according to
the manufacturer’s instructions. The relative light
units (RLU) were normalized fo the expression of
the Renilla luciferase. Data were collected from 4
independent experiments  performed  in
quadruplicate. To verify expression of PDE.
lysed cells were collected after each experiment,
proteins  were precipitated wusing aceton,
solubilized in SDS sample buffer and analyzed
by SDS-PAGE and immunoblotiing.

RESULTS

Yeast two-hybrid  screeming for PDE2A
imreracrion parmmers and identificarion of XAP2
To identify proteins that interact with PDE2A we
performed a wyeast two-hybrid screen. We used
human PDE2A as bait and a human adult brain
cDNA library as prey. A total of 236 clones were
isolated and rescreened by retransformation and
X-Gal staining. The remaiming 141 pesitive
clones were sequenced, cDNA artifacts and
extracellular proteins were excluded. and 6 out of
25 putative PDE2A hinding partners were
selected for further analysis. We expressed the
candidate proteins in Eceli as GST fusion
proteins coupled to the C-termunus of GST. Pull-
down assays were performed using lysates from
mammalian COS-1 cells transfected with PDE2A
expression vectors. Two of these GST fusion
proteins bound to PDE2A and one of these was
XAP2, a 330 amino-acid protein of the
immunephilin  family (Fig. 1A and B). For
control unfused GST was used revealing that
GST alone does not pull-down PDE2A (Fig 1A
and B).

PDE24 interacts with XAP2 in intact mammalian
cells

To confirm that PDE2A and XAP? bind to each
other in intact cells we performed co-
immunoprecipifation  experiments. For this
purpose, the VSV epitope was fused to the N-
termunus of PDE2A. and XAP2 was C-termunally
tagged with a FLAG epitope. Both proteins were
expressed 1 COS-1 cells. either alone or in
combination, and XAP2 was precipitated using
anti-FLAG. Analysis of the precipitates by
immunoblotting with anti-VSV  revealed the
presence of PDE2A oanly in precipitates from
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cells expressing both PDE2A and XAP2 (Fig.
1C). We confirmed the binding in a reverse
experiment using anti-VSV to precipitate PDE2A
followed by bletting for XAP2 with anti-FLAG
(data not shown). Te wvenfy the interaction of
PDE2A and XAP2 at the level of endogenous
proteins we performed co-immunoprecipitation
experiments in Iysates prepared from brain fissue.
Analysis of the total lvsate by immunoblotting
confirmed the expression of both, PDE and
XAP2 (Fig. 1D, first lane). Using a specific
antibody against XAP2 we could precipitate
endogenous XAP2. Immunoblotting of the {AP2
precipitates with a PDE2A antibody revealed the
presence of endogenous PDE2A (Fig. 1D, third
lane). In a reverse experiment using anti-PDE2ZA
for immunoprecipitation we could detect JAP2
in the precipitates by immuneoblotting. No
unspecific binding of the proteins occured in a
control experiment using non-specific IgG (Fig.
1D, second lane). These results clearly confirm
the mteraction of PDE2A with XAP2.

PDE24 and XAP2 colocalize in cells

Next we investigated the subcellular localizations
of PDE2A and XAP2? by immunofluorescence.
Since our antibodies to FLAG generated a strong
unspecific background in immunofluorescence
stainings we created a myc-tagged construct of
XAP2. Hela cells were cotransfected with VSV-
tagged PDEZA and myc-tagged XAP2 followed
by fixation and immunostaining with tag-specific
primary anfibodies and labeled secondary
antibodies. Both proteins localized to the cytosol
in a reticular pattern (Fig. 2). Occasionally.
staining of regions close to the plasma membrane
could be observed. The subcellular distributions
of PDE2A and XAP2 were similar and the
overlay revealed an extensive colocalization of
the two protemns (Fig. 2C). A simular result was
obtained after transfection and staining of
PDEZA and XAP2 in mouse Hepalclc7 cells
(data not shown). To exclude cross-reactivity of
secondary antibodies we stained transfected cells
with a single primary antibody at a time,
followed by both secondary antibodies. Only the
appropriate  secondary antibody bound fo its
target primary antibody confirming specificity of
the probes (data not shown) Together these
experiments show that PDE2A and XAP2 may
interact i vifro and in intact cells.

The GAF-B domain of PDE24 mediates binding
to X4P2

To determine the domain of PDE2A involved n
binding to XAP2 we generated various constructs

LA

of PDE2A contamming either the N-fermunus of
PDE2A (N-PDE2A). the N-terminus and the
GAF-A domain (GAF-A). the N-terminus and
both GAF domains (GAF-A/B). or the GAF-B
domain alone (GAF-B) (Fig. 3A). All PDE2A
constructs were N-terminally fused to VSV. The
constmucts were transfected into COS-1 cells and
full-length GST-XAP2. as well as GST alone as
control were used to precipitate the various
PDE2A constructs from cell lysates. Full-length
PDE2A, GAF-A/B and the GAF-B domain alone
readily bound to XAP2, while N-PDE2A and
GAF-A alone failed to bind XAP2 (Fig. 3B). We
conclude that the GAF-B domain of PDE2A is
necessary and sufficient to mediate interaction
with XAP2.

The C-terminus of XAPZ is reguired for binding
to PDE24

XAP? 15 composed of a N-terminal
immunophilin homology domain and a TPR
domain at the C-terminus (Fig. 44). TPR
domains are known to mediate protein/protein
interactions (10). To identify the region mnvolved
in the binding of XAP2 to PDE2A we
constructed two GST-fusion profeins containing
the N-terminal half of XAP2 (N-XAP2) or its C-
terminus. including the TPR domain (C-XAP2).
For control GST alone and full-length GST-
XAP2 were used. Proteins were expressed in
Ecoli (Fig. 4B), affinity-purified and used to
pull-down PDE2A from lysates of COS-1 cells
transfected with the VSV-tagged full-length
PDE2A construct. Figure 4B demonstrates that
all constructs migrated at their expected
molecular weight. Full-length XAP2 and C-
XAP2 bound to PDE2A. whereas GST alone and
N-XAP? did not (Fig. 4C). These data suggest
that XAP2? interacts with PDE2A wia its C-
terminal domain, most likely via its TPR motif

Binding of X4P2 does not change the catalytic
activity of PDE2A

To monitor for functional consequences of XAP2
binding to PDE2A we measured the catalytic
activity of PDE2A in vifro in the presence or
absence of XAP2. For this purpose we expressed
VSV-tagged wild-type PDE2A in COS-1 cells.
PDE2A was purified from cellular lysates by
immunoprecipitation using anti-VSV, and the
purity of the preparation was assessed (Fig. 3A).
Full-length XAP2, as well as N-XAP2 and C-
XAP2 were expressed as GST fusion proteins i
E coli. To test the specificaity of our PDE assay
and to rule out unspecific effects by endogenous
esterases from COS-1 cells we tested PDE
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activity in various cell lysates. A 20-fold increase
in PDE activity was observed in preparations
isolated from PDE2A-expressing COS-1 cells
over mock-transfected COS-1 cells or buffer
alone (Fig. 3B). Addition of cGMP to the assay
did not increase the catalytic activity of PDE2A
(data not shown), indicating that the enzyme was
fully saturated with cGMP due to the high
cytosolic cGMP concentration in COS-1 cells
(approximately 10 uM (22)) and the high binding
affinity of PDE2A for cGMP (ICsp = 22 nM (8)).
Next, we measured PDE activities in the absence
and presence of XAP2 To mimic high local
concentrations of XAP2 in  subcellular
compartments, we used a 50-fold molar excess of
HAP2? comstructs (125 nM) over PDE2A (25
o). Neither full-length nor N- or C-XAP2
constructs significantly changed the catalytic
activity of PDE2A (Fig. 5B). We conclude that
XAP2 binds to PDE2ZA without affecting ifs
catalytic capacity. By implication we infer that
XAP2 deoes not interfere with cGMP binding,
though this has not been tested expenmentally.

PDE24 inhibits nuclear franslocation of the AhR
complex in Hepalclc7 cells

JAP2 is a well established component of the
AQR complex (10-12). Binding of ligands such as
TCDD tniggers translocation of the complex to
the nucleus. Translocation is followed by a
reorganization of the protein  complex,
recruitment of the ARNT protein, and finally
docking to target genes. Because cAMP has been
shown to induce nuclear translocation of the AhR
(20). we wondered whether PDE2A affects
TCDD-induced nuclear translocation of the AhR.
For these experiments we used Hepalecle7 cells
which are known to express AhR and XAP2
endogenously (12). After transfection of PDEZA
cDNA cells were incubated for 1 b with 5 nM
TCDD and the subcellular localization of AhR
was monitored by indirect immunofluorescence.
Untreated cells exhibited a diffuse localization of
AWR all over the cytosol and occasionally
involving the nucleus. In some untreated cells
expressing PDE2A a reduced nuclear staming of
AhR was observed (Fig. 6B and C). As expected.
TCDD induced a strong enrichment of AhR in
the nucleus, while the cytosol appeared largely
devoid of ADR (Fig. 6, A versus D). In PDE2ZA
expressing cells (Fig. 6E and F) AhR staining
remained diffuse without sigmificant nuclear
accumulation of AhR in most cells. Next, we
tested the effects of PDEZA on cAMP-mediated
nuclear translocation of the AhR. In line with
previous findings (20} forskolin. an activator of
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adenylyl cyclase, and cAMP analog 3-Br-c AMP
induced nuclear translocation of AhR (Fig. 6G
and I). Compared to TCDD, the effects wnduced
by cAMP were not so drasiic and some degree of
cytosolic AWR staining alwavs remained after
cAMP treatments, in accordance with previous
observations (20). In PDE2A expressing cells
cAMP-induced auclear translocation of AhR was
strongly reduced (Fig. 6H and I versus 6G and
6K and L versus 61). Quantitative evaluation of
these experiments showed that TCDD, forskolin
and 8-Br-cAMP induced nuclear translocation of
AQR in approximately 80% {78.6% to 82.6%) of
the cells (Table 1). In PDE2A expressing cells we
found that the TCDD-induced nuclear
translocation of AhR was substantially reduced to
43%. Nuclear translocation induced by forskolin
of 8-Br-cAMP in PDE2A expressing cells was
down to 23.5 % and 18% respectively, of control
(Table 1). Thus the presence of PDE2ZA
significantly interferes with the nucleo-cytosolic
distribution pattern of AhR.

PDE2A attenuates gene expression induced by
ICDD in Hepalcle? cells

To test if the reduced nuclear translocation of the
AhR interfered with its function in the nucleus
we performed reporier gene assays. We
transfected a reporter construct confaining the
cytechrome P450 (Cyplal) natural promoter.
including & dioxin responsive elements, fused to
luciferase into Hepalecle7 cells. As shown before
(20), treatment with TCDD increased the
expression of the reporter gene (Fig. 7).
Expression of PDE2A resulted in a moderate but
significant  reduction of TCDD-dependent
induction of the reporter (Fig. 7). In cells
expressing a control plasmid lacking the Cyplal
promoter no significant changes in reporter gene
activity were observed (Fig. 7). We conclude that
inhibition of nuclear translocation of AhR by
PDE2A correlates with reduced AhR fonction.

DISCUSSION

PDE2A is one of the major phosphodiesterases
that regulates cyclic nucleotide levels through
positive feed-back mechanisms, ie increasing
cGMP concentrations stimulate
phosphodiesterase  activity  thus  keeping
intracellular cyclic nucleotide levels in tight
check. Accumulating evidence suggests that local
cGMP levels may be important to drive cyelic
nucleonde-dependent signaling cascades 1n
distinet subcellular compartments, and therefore
it has been speculated that effector proteins

L00Z ‘82 NEnigad uo [@siniepain Wnauszsyeuiaig wipes f AMeigin Alsieaiun unpueld 1e Bio’ 2al s Wwas) papeoiumog



The Journal of Biological Chemistry

binding to PDE2A may impact on various
cGMP-dependent processes. For instance.
Bentley et al showed by a co-
immunoprecipitation  approach that various
phosphoproteins can bind fo epitope-tagged
PDE2A in PC12 cells, however, the identity of
these phosphoproteins was not disclosed (23).
Here we have identified X AP2 as a novel binding
partner of PDE2A, and we provide evidence for a
new role of PDE2A in the AhR pathway. Other
binding partners for PDE2A may well exist, as
revealed by the results of our yeast two-hybnd
screening. however, these potential interactors
await further charactenization.

The GAF-B domain of PDE2A mediates XAP2
binding

PDE2A contains regulatory segments consisting
of two GAF domains A and B. cGMP binds
exclusively to GAF-B and enhances allosterically
its catalytic activity. accounting for numerous
phvsiological consequences in vive (7.8). N-
terminal fandem GAF domains are present in 5
out of 11 mammalian PDE fanulies. The ligand
for the GAF domains of PDEs 2, 5, 6 and 11 15
cGMP, whereas cAMP binds to PDE10 (24).
Binding of proteins to the GAF domains of PDEs
has not been reported to date. Our biochemical
analyses clearly show that the GAF-B domain is
necessary and sufficient to mediate binding of
XAP2 to PDE2A.

Interestingly, Bolger et al.  have recently
identified XAP2 as a specific interaction partner
for the cAMP-specific PDE4AS (25). In their
study XAP? binding was specifically restricted to
the A5 1soform of PDE4. whereas PDE4 1soforms
Al. AR, B2. B3. D3, D4 and D5 did not bind
XAP2 A careful mapping study revealed that the
N-terminal region of PDE4AS5 holding an EELD
motif tn the upsiream conserved region-2 exposes
the major binding site of XAP2. This segment
has no apparent similarity to GAF-B of PDE2A,
suggesting different modes of XAP2 binding
among PDE isotypes.

The C-terminal part of XAP2? docks o PDEZA

Our mapping studies revealed that the C-terminus
of XAP? is solely responsible for PDE2A
binding. This C-terminal portion of XAP2 holds
a3 TPR domain known to mediate protein-protein
interactions critical for the assembly of mulfi-
protein complexes (13.26). At present, the
relationship  between  the number and
arrangement of TPR repeats and their affinity and
specificity for target proteins such as the various
PDE subtypes is still unclear. The TPR domain of
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KAP? has also been implicated in the binding of
Hsp90 (25.27.28). Our preliminary experimenis
indicate that XAP2? can bind simultaneously to
PDE2A and Hsp20 (data not shown), however,
the fact that Hsp90 binds to both. XAP2 and
PDE2A, makes it difficult to discriminate
between the various ternary complexes.

Role of YAP2 for PDE function

To test for functional consequences of XAP2
binding to PDE2A we initially emploved activity
assays with purified proteins. Our results clearly
show that X AP? binding does not affect the
enzymatic function of PDE2A This finding 13
not trivial because the target segment of XAP2.
ie. the GAF-B domain, binds cGMP thereby
enhancing PDE activity more than 20-fold. For
instance. binding of XAP2 to PDE4AS drastically
reduced the catalyfic activity of this isoform i
vitro (25). Furthermore, XAP2 increased the
sensitivity of PDE4AS fowards the inhibitor
rolipram and attenuated the ability of cAMP-
dependent protein  kinase to phosphorvlate
PDE4A5 (25). Thus 1t appears that XAP2 may
exert distinct effects on the various PDE isotypes.
In line with this notion, we found that XAP2
targets PDE2A to the AhR complex. thereby
inhibiting nuclear translocation of AhR.
Association of XAP2 with transcription factors
appears to be a rather general phenomenon. e.g.
with hepatitis B virus protein X (9), Epstemn-Barr
virus encoded nuclear antigen 3 (29), thyroid
hormone receptor (30) and of course AhR (12).
One might envisage that XAP2-mediated
targeting of PDE2A to AhR and possibly other
transcription factors might be important for the
spatially controlled regulatton of cyclic
nucleotide levels (31). Mutations in the XAP2
gene are known to predispose fo pifuitary
adenoma formation (32) and therefore it 15 well
conceivable that PDE2A and/or PDE4AS might
be involved in the pathogenesis of this disease. It
will be important fo test these intniguing
possibilities.

Regulation of the AhR pathway by PDE2A

The AR multiprotern complex consists of
KAP2, a2 dimer of HspQ0, p23 and AhR (14,15).
Binding of xenobiotics such as TCDD to AhR
leads to the translocation of the ligand-bound
receptor from the cvtosol to the nucleus where it
up-regulates the transcription of multiple genes
for e g. phase I dmug metabolizing enzymes such
as the CYPI family, and phase II enzymes such
as UGTI1Al. GST-Ya subunit, and NADPH-
quinone-oxido-reductase (33). Partrcipation of
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AhR in organ development, maturation of the
immune system as well as cell proliferation, and
differentiation (34) clearly implies that AR can
also operate in the absence of exogenous ligands.
To date, the nature of endogenons signal(s)
triggering AhR translocatton is still obscure.
Therefore 1t came as a surpnise when cAMP was
identified as a potent mediator of AhR
intracellular trafficking. acting as a repressor
rather than an activator of AhR-dependent gene
expression (20). In line with this notion, we could
clearly demonstrate the permussive effects of
PDE?A on cAMP-dependent translocation of
native AhR. For example, forskelin (an adenylyl
cyclase activator) and 8-Br-cAMP (a membrane-
permeating cAMP  analog)-induced nuclear
translocation of AhR were inhibited in cells
expressing PDE2A . In addition, we observed a
reductton of TCDD-induced gene expression by
PDE2A.

Our finding that PDE2A may serve as a
regulatory component of the AhR complex has
important implications. For instance. PDE2A
binding may ensure AR refention in the
cytoplasm. possibly by lowering the local cAMP
concentrations under a level required for AhR
complex translocation. Hence present efforts aim
at the precise mechanisms underlying the effects
of PDE2 on AWR translocation and complex
formation. Yet another challenge is to unravel the
molecular mechanisms mediating the effects of
cAMP on AhR translocation. In this context it 1s
worth mentioning that AhR is not phosphorylated
by cAMP-dependent protein kinase in vifro (data
not shown) even though protein kinase A
inhibitor H89 can abolish the cAMP-induced
nuclear effects of AR (20). Clearly a deeper
understanding of the cAMP-driven effects on the
AhR pathway will help to elucidate the role of
PDE2A 1n this infricate signaling network
surrounding AhR.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. PDE2A and XAP2 interact in pull-down and co-immunoprecipitation assays.

1A: Expression of X AP2 as GST fusion protein. X AP2, N-termunally fused to GST, and GST alone
were purfied from E.coli using GSH sepharose beads. subjected to SDS-PAGE and stained with
Coomassie brilliant blue.

1B: Pull-down assay using either GST-XAP2 or GST. COS-1 cells were transfected with VSV-tagged
PDE2A, 48 hours after transfection the cells were lysed (PDE2A input) and incubated with GST-
XAP2 or GST, using the same amounts as shown in Fig. 1A, for 4 h at 4°C. The beads were washed
5x with lysis buffer before adding 3x SD5-buffer and boiling. Proteins were separated by SDS-PAGE.
immunoblotied and stamned with mouse ant1-VSV followed by HRP-coupled secondary antibody and
chemiluminescence defection. PDE2A mugrates as a 110-kDa protein.

1C: Co-immunoprecipitation of PDE2A and XAP2 COS-1 cells were co-transfected with VSV-
tagged PDE2A and FLAG-tagged XAP2. Cells were lysed 48 hours after transfection cells and XAP2
was immunoprecipitated with anti-FLAG M2 affinity gel for 2 h at 4°C. The immunoprecipitates were
washed and analyzed by immuneblot using mouse antt-VSV antibedy (upper panel). Likewise protein
total cell Iysates were separated by SDS-PAGE and immunoblotied (center and lower panels). Data are
representative of at least five independent expertmenis.

1D: Co-immunoprecipitation of endogenous PDE2A and XAP2 from rat brain. Brain tissue was lysed
and PDE2A or XAP? proteins were precipitated using specific antibodies for 1 h at 4°C followed by
protein A or G bound to sepharose beads for 1 h (IP). Precipitated proteins were solubilized, separated
by SDS-PAGE and immunoblotted with PDE2A and XAP2 antibodies (IB). As control non-specific
antibodies (IgG) were used. In the first lane expression of PDE2 and XAP2 in total brain lysate is
shown. Data are representative of three independent experiments.
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Figure 2. Co-localization of PDE2A and XAP2 in HeLa cells.

HeLa cells were co-transfected with myc-tagged XAP2 and VSV-tagged PDE2A_ Cells were fixed 24
h after transfection, permeabilized and double-labeled with rabbit anti-mye and mouse anti-VSV
followed by incubation with carbocyanine-conjugated secondary antibodies (Cy3-anti-rabbit and Cy2-
anti-mouse). Cells were visualized by confocal microscopy. Panels A and B show stainings of myc-
tagged XAP2 and VSV-tagged PDE2A alone. and panel C is the overlay of both pictures. Bar, 10 pm.
The figure is representative of three independent experiments.

Figure 3. The GAF B domain of PDE2A interacts with 3 AP2.

3A: PDE2A constructs. The scheme shows the PDE2A domain organization and indicates the size of
deletion constructs used for binding site mapping experiments (see below).

3B: Mapping of the XAP2 binding site of PDE2A. COS-1 cells were transfected with N-terminally
VSV-tagged PDE2A deletion constructs {see above). Cell lysates were prepared 48 h after transfection
(input) and incubated with GST-XAP2 or GST coupled to beads for 4 h at 4°C. Beads were washed 5x
with lysis-buffer before adding SDS-buffer and boiling. Proteins were separated by SDS-PAGE and
identified by immunoblotting with mouse anti-VSV. Shown data are repesentative of at least 3
independent experiments.

Figure 4. X AP2 binds PDE2A through its TPR domain.

4A: XAP? constructs. The scheme shows the XAP2 domains and the amino- (N-XAP2) and carboxy-
terminal {C-XAP2) constructs used for pull-down expeniments (see below).

4B: Expression of XAP2 constructs. SDS-PAGE analysis of GST fusion proteins used in the pull-
down assay, proteins were stained with Coomassie bnlliant blue.

4C: Mapping of the PDE2A binding region of XAP2. COS-1 cells were transfected with VSV-tagged
full-length PDE2A. Cells were lysed 48 h after transfection (PDE2A 1nput) and incubated with G5T-
N-XAP2, GST-C-XAP2, GST-XAP2 or GST alone. Precipitated proteins were analyzed by SDS-
PAGE and bound PDE2A was identified by immunoblotting with mouse anti-VSV. Data are
representative of at least three independent experiments.

Figure 5: XAP2 does not interfere with PDE2A caralytic activity.

5A: Recombinant expression of PDE2A: COS-1 cells were transfected with a vector encoding VSV-
tagged PDE2A. Two days after transfection cells were lysed, PDE2A was precipitated using anti-VSV
and protein A agarose and analyzed by SDS-PAGE and Coomassie staining. PDE2A migrates at a size
of about 110 kDa, the bands at 50 kDa and 25 kDa correspond to the heavy and light chain (he and 1¢)
of the antibody wvsed for punfication (anti-VSV). The figure 15 representative of three independent
eXperiments.

5B: PDE activity assay: PDE2A purified from transfected COS-1 cells (5 pl, approximately 2.5 oM
final concentration) bound to protein A agarose beads were incubated for 10 min at room temperature
without or with 125 oM of each of the following GST denivatives: GST-XAP2, GST-N-XAP? GST-
C-XAP? or GST alone. Then, 25 pM cAMP (final concentration) was added and the PDE reaction was
carmied out for 1 hour at 30°C. As controls anti-VSV/protein A agarose precipitates from mock
transfected COS-1 cells (mock) and buffer alone (buffer) were analyzed. After that. SDS loading
buffer was added to the reaction mixtures and the concentration of PDE2A was monitored by SDS-
PAGE and immunoblotting with anti-VSV (inset). Error bars indicate standard deviation. Shown is
one representative experiment performed in guintuplicate; two additional experiments with similar
results were done in triplicate each.

Figure 6: Cellular localization of AhR in PDE2A transfected cells. Hepalcle7 cells were grown on
glass coverslips for 48 h before transfection with VSV-tagged PDE2A. One day post-transfection cells
were treated with 5 oM TCDD (D and E, F), 20 uM forskolin (G and H. I) or 2 mM 8-Br-cAMP (J and
K, L) for 1 h at 37°C, fixed. permeabilized and stained with goat anti-AhR (M20) to visualize
endogenous AhR and with mouse anti-VSV. to detect transfected PDE2A. This was followed by
incubation with secondary antibodies (Cv3-anti-goat, Cv2-anti-mouse). PDE2A transfected cells are
shown as merge of AhR (red) and PDE2A (green) stainings (B, E, H. K), or with the AhR staining
alone (C, F, [, L). Untreated cells are presented as controls (A and B, C). Arrows point to cells that
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exhibit a reduced nuclear AR staining in the untreated state and to cells that have lost the capacity for
ADQR translocation under the respective treatment. Bar, 20 um The experiments are typical of one
done at least three times.

Figure 7: PDE2A inhibits TCDD-induced gene transcription. Hepalele7 cells grown on 96 well
plates were transfected with pGL3-Basic empty vector (control) or pl646plLuc3 (Cyplal). a reporter
vector containing firefly luciferase under the control of the cytochrome P450 1Al natural promoter,
together with VSV-tagged PDE2A. To quantitate transfection levels the pRL-SV40 vector was co-
transfected which expresses Renilla luciferase constitutivelv. One day posttransfection cells were
treated with 5 nM TCDD for 4 h at 37°C, lysed, luciferase activifies were determined and plotted as
ratios of firefly versus Renilla luciferase activities in relative light units (RLU). Levels of transfected
PDE were analyzed by immunoblotiing with an antibedy against the VSV-tag (PDE. shown below).
Data shown are means = S E_ of four independent experiments performed in quadruplicate; * indicates
that the difference is statistically significant (p < 0.02, r-test).

Table 1: AhR translocation in Hepalcle7 cells.

Quantitative evaluation of AhR translocation induced by treatment with TCDD, forskolin or 8-Br-
cAMP in untransfected Hepalclc7 cells and 1n cells expressing PDE2A. Cells were assigned into two
groups dependent on the subcellular distribution of the AhR. The “spread” group compmnses cells with
cytosolic as well as nuclear staining of AhR, whereas the cells of the “muclear™ group had a
predeminant or exclusive nuclear AhR staining. n indicates the number of analyzed cells. Shown data
are derived from at least three independent experiments.

AhR localization in
untransfected cells

%% AhR
spread nuclear translocation
untreated (n=202) 1905 7 35
TCDD (n=207) 36 171 826
forskolin (n=187) 40 147 78.6
8-Br-cAMP (n=194) 38 156 804
AQR localization in
PDE2A transfected cells
% AhR
spread nuclear translocation
untreated (n=174) 170 4 23
TCDD (n=177) 100 7 435
forskolin (n=119) o1 28 235
8-Br-cAMP (n=72) 59 13 180
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Figure 7
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