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“Failure is simply the opportunity to

begin again, this time more intelligently”

Henry Ford
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Resumo

O sistema Notch ¢ uma via de sinalizacdo evolutivamente conservada que desempenha um
papel fundamental nos processos de diferenciacdo celular. Foi j4 demonstrada a sua funcao
reguladora na hematopoiese pds-natal, mas conhece-se muito pouco do seu papel na
hematopoiese embriondria.

A hematopoiese embriondria ocorre nos microambientes do saco vitelino e, posteriormente,
na AGM. Para investigar os efeitos do sistema Notch nos primeiros estadios da hematopoiese,
usou-se um modelo in vitro de EBs diferenciados a partir de CEE, que reproduz fielmente a
hematopoiese primitiva no embrido. Tendo-se observado um aumento transitorio da
transcri¢do do gene Delta4, um dos ligandos dos receptores Notch, no inicio da eritropoiese
primitiva (dia 4), procurou-se averiguar as consequéncias funcionais da auséncia deste
ligando. Para tal, analisaram-se EBs derivados de uma linha haploinsuficiente para Delta4
(Delta4™"). Observou-se que a perda de um alelo Delta4 conduz a alteracdes na dinidmica
temporal de expressdo Delta4 durante o desenvolvimento de EBs, a redu¢do do seu potencial
de geracdo de hemangioblastos e de linhagens hematopoiéticas definitivas, a profundas
alteracdes da estrutura tridimensional e a uma transi¢ao epitélio-mesenquima. Contudo, nao
se verificaram diferencas quantitativas na expressao de genes alvo do sistema Notch,
envolvidos na hematopoiese. Por outro lado, a caracterizagdo bioquimica de EBs controlo e
mutantes nos primeiros dias de desenvolvimento, revelou uma presenca vestigial de formas de
Notchl clivadas por gama-secretase. Estes resultados mostram que Delta4 ¢ um regulador
critico da hematopoiese embriondria, mas que a sua acgdo S€ €xerce por mecanismos
independentes da sinalizacdo canodnica Notch, mediada por gama-secretase. Para investigar
esta hipotese procedeu-se a construgdo de um mutante Delta4 desprovido de 4 aminoécidos da
extremidade carboxi-terminal, regido esta descrita como responsavel por adesdo intercelular,
independente da sinalizacdo Notch. Esta constru¢do permitird, posteriormente, analisar se o
fenotipo observado em EBs Delta4™ se relaciona com fungdes deste ligando independentes

da activacdo do sistema Notch.
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Abstract

The Notch pathway is highly conserved during evolution and exerts important roles in cell-
fate decisions and differentiation processes. Notch signaling has been shown to regulate post-
natal hematopoiesis but its role in embryonic hematopoiesis is less clear.

Primitive hematopoiesis takes place in the microvenvironments of the Yolk-sac and, later on,
of the AGM. Using Embryoid Bodies (EBs) derived from murine embryonic stem cells
(ESC), an in vitro system known to faithfully reproduce primitive hematopoiesis in the
embryo we have observed that the expression of Delta4 (a Notch-ligand) is transiently up-
regulated in EB-cells at the beginning of primitive erythropoiesis (day4). Therefore, we
attempted to investigate the functional consequences of deficiency of this ligand. For this we
have made use of an ESC-line haploinsufficient for Delta4 (Delta4+/ ). We observed in
Delta4™ EBs loss of transient up-regulation of Delta4 transcript, reduction of hemangioblast
and multi-lineage hematopoietic potential, profound architectural abnormalities and evidence
of epithelial-mesenchymal transition. Intriguingly, the expression of Notch target genes
directly involved in hematopoiesis is similar in wild type and mutant EBs. Biochemical
characterization of wild-type and mutant EBs at early days of development further revealed a
vestigial presence of gamma-secretase-cleaved Notchl. These results show that Delta4 is a
master regulator of primitive hematopoiesis, but in a manner that might be independent of the
gamma-secretase-cleaved (canonical) Notch-ICD. To address this hypothesis a Delta4 mutant,
devoid of 4 carboxy-terminal aminoacids, a region known to be involved in Delta4 functions
independent of Notch. This construct will allow to investigate if the Delta4"” EBs phenotype

is due do Delta4 effects that are independent of Notch activation.
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Introducao

A hematopoiese

A hematopoiese ¢ o processo de formagdao de células do sangue a partir de células
estaminais hematopoiéticas (CEH). Estas sdo células multipotentes capazes de dar origem a
todas as linhagens sanguineas e, concomitantemente, de se renovarem de forma a manter o
pool de células estaminais no organismo necessario para a producdo continua de todas as
células do sangue ao longo de toda a vida.

No decorrer do desenvolvimento embrionario do ratinho, entre os dias 6 e¢ 7 dpc (dias
poscoitum), uma populacdo de células originarias da mesoderme primitiva vai formar os
“ilhéus sanguineos” no saco vitelino (SV). Pouco tempo depois, as células centrais destes
“ilhéus sanguineos” vao dar origem as CEH, enquanto que a populagdo celular periférica se
diferencia em células endoteliais estaminais que posteriormente irdo iniciar a formagdo o
sistema vascular. Esta proximidade entre as linhagens hematopoiéticas e endoteliais sugere
que as duas linhagens possam ter origem no mesmo precursor bipotente, o0 hemangioblasto, e
que a hematopoiese e vasculogénese sdo dois processos relacionados [1]. O precursor
hematopoiético proveniente do hemangioblasto origina, no SV, eritrocitos primitivos que se
distinguem dos definitivos por serem nucleados, terem maior volume e produzirem
hemoglobinas embriondrias. Estes progenitores podem também formar a linhagem mieldide,
mas ndo a linféide [2]. Ao dia 9 dpc, sdo detectados, numa regido anatomica dorsal
constituida pela aorta e sistema urogenital (dorta-Gonadas-Mesonefros - AGM), precursores
hematopoiéticos com capacidade de auto-renovagdo e de diferenciacdo em todas as linhagens
mieloides/linfoides. As diferencas entre os progenitores hematopoiéticos do SV e da AGM na
capacidade de diferenciagdo e potencial hematopoiético levam a distingdo entre hematopoiese
primitiva e hematopoiese definitiva, respectivamente. Posteriormente, ao dia 10.5 dpc, as
CEH originarias da AGM colonizam o figado fetal o qual passard a constituir o principal
orgdo hematopoiético fetal até ao nascimento [3]. Apds o nascimento, e para toda a vida, a
medula 6ssea substitui o figado fetal e passa a ser o principal 6rgdo hematopoiético [4, 5]

(Figura 1).
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Figura 1: Hematopoiese
embrionaria desde o dia 8.5 de
desenvolvimento do embrido de
ratinho até ao nascimento. YS -
AGM -

Saco vitelino; Aorta-

Gonadas-Mesonefros; Primitive -
hematopoiese primitiva; Definitive
— hematopoiese definitiva (adaptado

de Baron, 2003)

Durante a vida pds-natal, a hematopoiese que decorre na medula dssea, inicia-se com a

diferenciagdo duma CEH em dois progenitores distintos, linféide (Progenitor Linféide

Comum - PLC) e mieloide (Progenitor Mieléide Comum - PMC) [6] (Figura 2).

O primeiro ¢ o precursor das células T/NK e B. O segundo leva ao aparecimento de toda a

linhagem mieldide: granulocitos, eritrdcitos, megacariocitos e macrofagos
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Figura 2: Hematopoiese

(adaptado de Metcalf, 2007)

pés-natal

De forma a compreender a biologia das CEH bem como os seus processos de diferenciagao

¢ necessario conhecer a funcdo que os diferentes sinais provenientes dos varios

microambientes, formados quer durante o desenvolvimento do embrido quer no adulto, t€m

no desenvolvimento da hematopoiese. Um dos principais sistemas reguladores da

diferenciagdo e proliferacdo na hematopoiese € a via de sinalizagdo Notch.

13



O sistema Notch

O sistema Notch ¢ uma via de sinalizagdo evolutivamente conservada que desempenha um
papel fundamental na diferenciagdo celular ao longo do desenvolvimento de organismos
vertebrados e invertebrados [7].

O gene Notch foi inicialmente descoberto por Morgan em Drosophila quando a perda
parcial da sua fungdo levou ao aparecimento de ‘“dentadas™ (notches) nas asas [8]. Na
Drosophila existe um Unico receptor Notch e dois ligandos, Delta e Serrate.

Em mamiferos, o sistema Notch ¢ composto por 9 proteinas transmembranares: quatro
receptores (Notchl-4) e 5 ligandos, divididos em duas familias: Jagged (Jag-1 e Jag-2),
homologos de Serrate, e Delta (DI-1, -3 e -4), homodlogos do ligando Delta da mosca [9]
(Figura 3).

Notch1 [ L BRI L

O~ Jaggedi1& 2
Notch2 = gy 111101 | ) oL ECL IR T ETS IO L 12
o= — Deltat & 4

Notch3
=0fff#==  Delta3
Notchd Bl =NV HR et

PM P

Figura 3: Componentes do sistema Notch em mamiferos (adaptado de Radtke et al, 2004)

Os receptores sdo sintetizados inicialmente no complexo de Golgi, numa forma precursora,
sendo depois clivados por uma protease furin-like durante o trajecto para a membrana
(clivagem S1). Forma-se entdo um heterodimero composto pelo dominio transmembranar e
intracelular, com 120 kDa, ¢ o dominio extracelular (Notch extracelular domain - NECD)

com 180 kDa [10] (Figura 4).
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A sinalizacdo candnica da via Notch ocorre quando um ligando Notch, localizado na
membrana plasmatica de uma célula, interage com um receptor que esteja na membrana de
uma célula vizinha. Seguem-se duas clivagens sequenciais, a primeira (S2), ¢ mediada por
uma metaloprotease (a disintegrin and metalloprotease) no lado exterior da membrana
plasmatica na zona transmembranar, libertando-se o NECD que ¢ transendocitado, juntamente
com o ligando, pela célula vizinha. A segunda clivagem (S3) ocorre no lado citoplasmatico da
membrana e ¢ mediada por um complexo multi-proteico com actividade gama-secretase que
cliva o dominio intracelular (Notch intracelular domain - NICD) no residuo conservado de
valina (Val 1744), libertando-se desta forma o NICD da membrana celular (Figura 4). De
seguida, ocorre a sua translocacao para o ntcleo onde se liga ao repressor de transcricdo RBP-
Jk a co-activadores entre eles o mastermind-like (MAML), formando-se um complexo
multiproteico que activa a transcricdo de genes alvo da via de sinalizacdo Notch,
nomeadamente factores de transcrigdo que vao regular a expressdo de outros genes [10]

(Figura 5).

DIl
Jag

Notch

X
- £
RBPJK —BFE

Contudo, o complexo activador de Notch tem um tempo de vida curto, o que torna

Figura 5: Sinalizagdo Notch (adaptado Fischer et al,
2007). DIl — Delta, Jag — Jagged

extremamente dificil detectar a presenga de NICD no nucleo celular. Dai que, para detectar a
ocorréncia de sinalizacdo Notch, seja necessario recorrer a métodos de deteccdo indirectos,
como a evidéncia de clivagens dos receptores ¢ estudo da expressdo dos genes alvo. Até a
data, os genes alvo mais conhecidos da sinaliza¢do candnica de Notch, mediada por RBP-Jk,
sdo os factores de transcri¢do Heyl, Hey2, Hesl, Hes5, havendo j& evidéncias de estarem
relacionados com a hematopoiese [11].

A sinalizagdo Notch ¢ ainda regulada por diversos moduladores que podem actuar no
citoplasma ou no espaco extracelular. Como reguladores citoplamaticos incluem-se Numb e

Deltex. Numb reprime a sinalizagcdo porque aparentemente impede a translocag¢do nuclear de
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NICD. Contudo, também podera promover a endocitose, reduzindo a quantidade de receptor
disponivel na membrana. Deltex ¢ um regulador positivo da actividade Notch, actuando ao
nivel dos receptores. Como reguladores extracelulares, existem as glicosiltransferases Fringe
que modulam a especificidade dos ligandos, actuando no NECD de maneira a que Delta, mas
nao Jagged, possa iniciar a sinalizagdo [10]. Outra forma de regulagdo extracelular consiste na
deplecdo de ides calcio. In vitro, quando se utilizam agentes quelantes, como por exemplo
EDTA, ocorre uma forte activacdo dos receptores, independente do ligando [12].

O facto dos receptores e ligandos Notch serem expressos de forma diferencial em varios
compartimentos hematopoiéticos, sugere a importancia desta via de sinalizagdo no processo
de hematopoiese. Conhecem-se ja varios efeitos distintos da sinalizagdo Notch dependentes
dos contextos e estadios celulares. Por exemplo, Notchl leva ao aumento da proliferagao de
c¢lulas T/NK e bloqueia da diferenciacao de células B e ¢ essencial para a formagdo das CEH
no embrido [13]. Também se verificou que os ligandos Deltal e Delta4, mas ndo Jaggedl,
induzem, in vitro e in vivo, a formagdo de células T/NK a partir de progenitores
hematopoiéticos CD34", também bloqueando a diferenciagio em células B [14, 15]. Notch2
promove a diferenciacdo de células B na zona marginal do bago, sem afectar a producdo de
células T no timo [16]. O papel de Notch na mielopoiese in vivo € mais controverso. Em
modelos in vivo verificou-se que o knockout condicional de Notchl [17] ndo tem qualquer
efeito, mas estudos in vitro demonstraram que Notchl e Notch2 [18] e os ligandos Delta e
Jaggedl funcionam como factores de crescimento das CEH e bloqueiam a diferenciagao
mieloéide [19]. Contudo, a expressao localizada de receptores e ligandos nas células estromais
da medula 6ssea e nos progenitos hematopoiéticos, sugere que tenham alguma funcao na
diferenciacgao celular.

Na hematopoiese embriondria, o papel de Notch ainda ¢ muito pouco conhecido. O
knockout Notchl [20] ou de RBP-Jk [21] leva a auséncia de progenitores hematopoiéticos da
AGM e diminui¢do dos factores de transcri¢do fundamentais para a hematopoiese, como
Runx1, Gata2 e SCL. Contudo, a hematopoiese primitiva do SV ocorre normalmente. Em
relacdo ao knockout dos outros receptores, Notch2 [22] e Notch3 [23], embora letais no
embrido, ndo tém qualquer efeito na hematopoiese primitiva, enquanto que Notch4 nio tém
aparentemente fenotipo mutante, sendo os ratinhos viaveis e férteis [24]. O knockout de
qualquer ligando no embrido ¢ letal, apesar de ndo se ter observado até hoje qualquer efeito na
hematopoiese primitiva [25-28]. Todavia, a auséncia de Delta4 e Jaggedl conduz a graves
malformagdes do sistema vascular, pelo que ndo sera de excluir que tenham algum efeito na

hematopoiese embriondria.
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O ligando Delta4

O desenvolvimento do sistema vascular e a hematopoiese sdo dois processos intimamente
relacionados, uma vez que derivam de um progenitor comum, o hemangioblasto [1]. Sabe-se
que o principal regulador da diferenciacdo e proliferagdo dos progenitores endoteliais, o
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) induz a expressao Deltad e Notchl [29, 30],
sendo os ultimos reguladores fundamentais dos processos de vasculogénese e angiogénese.
Curiosamente, Delta4 ¢ o inico componente da via Notch haploinsuficiente [26, 31, 32], com
os ratinhos a exibirem, ao dia 9.5 dpc, graves perturbacdes de angiogénese, nomeadamente
reducdo do calibre dos vasos e auséncia de organizagao arterial.

Delta4 ¢ expresso no endotélio arterial, assim como Notchl, Notch4 e Jaggedl, embora
apenas Delta4 se expresse num padrdo consistente com os receptores Notch [33]. Foi ja
demonstrado que a regulagdo da vasculogénese e inicio da angiogénese se da por sinalizagao
Delta4-Notch1-Hey1/2 [34] e que o knockout para qualquer um destes genes leva a graves
malformagdes no sistema vascular e consequentemente a morte do embrido ao dia E9.5 [30,
34-42]. Aparentemente, Notch4 ndo tem importincia relevante neste processo, uma vez que a
sua ablagdo ndo tém qualquer consequéncia descrita no fenotipo do embrido de ratinho [24].

Na hematopoiese foram também estudadas fungdes do ligando Delta4. Para além da ja
referida capacidade de diferenciar células CD34" em linfocitos T [15], quando em
sobrexpressdo induz doencas linfoproliferativas e inibe a diferenciacdo de células B [43].
Sabe-se também que este ligando, in vitro, promove a diferenciacdo de eritrocitos a partir de

células CD34" [44].

Para além da sua funcdo sinalizadora no sistema Notch, supde-se que Delta4 apresente uma
funcdo de adesdo independente da activagdo Notch [45]. Watt e colaboradores [46]
observaram que a sobrexpressao de Deltal, ligando com 51% de homologia com Delta4, em
queratinocitos aumenta a coesao intercelular. O fendmeno de adesdo parece depender de uma
regido especifica da extremidade C-terminal do dominio citoplasmatico da molécula. Por
outro lado, a sobrexpressdo em queratindcitos de uma constru¢do de Deltal, a qual foi
removida toda a regido citoplasmatica, excepto treze aminoacidos, revelou que, embora a
molécula se comportasse como dominante negativo da sinalizacdo Notch, a adesdo
intercelular era fortemente afectada com aumento de migracao celular. Os autores concluiram

que Deltal tem fungdes de adesdo intercelular independentes da sinalizagdo Notch. Verificou-
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se igualmente noutros estudos [45, 47] que esta funcdo de adesdo de Deltal depende
essencialmente de um motivo localizado na extremidade citoplasméatica e constituido por
quatro aminoacidos terminais: alanina, treonina, 4cido glutamico e valina (ATEV). Este
motivo s6 se encontra presente nos ligandos Deltal e Delta4 e corresponde a uma zona de
ligacdo de proteinas com dominio PDZ, tais como proteinas MAGI-1 e Dlg da famila
MAGUK, (Membrane Associated Guanylate Kinases) fundamentais para a formagdo das
jungdes intercelulares. Outros trabalhos [48, 49] demonstraram que MAGI-1 interage com
Beta-catenina através do dominio PDZ e que, Beta-catenina, por sua vez, se liga ao dominio
citoplasmatico da E-caderina, formando um complexo responsavel pela formagao das jungdes
intercelulares (Figura 6). Admite-se que a auséncia do motivo ATEV em Deltal ou Delta4 se
traduz por instabilidade do complexo juncional, conduzindo a perda de coesdo intercelular e
aumento de mobilidade celular. Globalmente, portanto, estes resultados sugerem que Deltal e
Delta4 tenham fungdes de adesdo intercelular que sdo independentes da sua fungdo

sinalizadora na via Notch.

Cadherin
_@ % p-catenin Figura 6: Funcdo de adesdo de Deltal (adaptado de
D1 Mizuhara et al, 2005)
4@# MAGI1
Notch
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Objectivo

Estudos realizados previamente no laboratorio tinham demonstrado que a expressao do
gene Delta4 aumenta de forma brusca e transitéria aos dias 4-5 do desenvolvimento do
modelo experimental dos Corpos Embrioides (Embryoid Bodies — EBs). Este estadio do
desenvolvimento coincide com o pico da eritropoiese primitiva, neste modelo de
diferenciagdo in vitro. Esta observacdo sugere que a sinalizacdo Notch mediada por Delta4
pode estar funcionalmente envolvida na regulacdo destes estadios precoces da hematopoiese
embrionaria. A investigagdo desta hipdtese foi o objectivo especifico deste trabalho. Neste
trabalho utilizou-se o0 mesmo modelo de diferenciacdo de EBs a partir de células estaminais
embriondrias de ratinho, atendendo & sua capacidade de recapitular fielmente, in vitro, a
hematopoiese primitiva no embrido (Figura 7)[50].

Para investigar a funcdo Delta 4 utilizou-se uma linha celular estaminal embrionaria
heterozigdtica para uma mutacao do gene Delta4 (clone #45, Delta4" ) [26] e induziu-se a sua
diferencia¢do em EBs, de modo a estudar o efeito da haploinsuficiéncia de Delta4 na génese e

desenvolvimento de células hematopoiéticas primitivas.

In vivo
primitive erythmwid
M Definitive erythwid/myeloid
Birth
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] 1 2 3l a s 6 A 9 10 11 12 13 14 200 1 2 3
Yolk Sac days of gestation
Blastocyst
Aorta-Gonad-Mesonephros Bone Marmow
l Fetal Liver
Embryonic Stem (ES) cells
primitive erythroid
In vitro BL—CFW Definitive erythroid/myeloid
r T T T T T ok T T T T L
0 1 2 3 4 s 6 7 8 8 10
days of in vifro differentiation

Figura 7: Processo de hematopoiese embrionaria in vivo e em EBs in vitro (adaptado de Baron, 2005)
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Materiais € Métodos

Cultura de células

- Linhas celulares R1, Deltad™ ", Ainvl5, MEFs e HEK293T

As linhas celulares R1 e Ainv15 utilizadas neste trabalho, sdo células estaminais embrionarias
de ratinho. A construgdo da linha heterozigética Delta4™ a partir da linha R1 est4 descrita em
[26] e foi gentilmente cedida por Antoénio Duarte, Faculdade de Medicina Veterenaria,
Universidade Técnica de Lisboa, Portugal. A linha celular MEFs consiste em fibroblastos
embrionarios de ratinho, enquanto que HEK293 ¢ uma linha celular de fibroblastos humanos

embriondarios de rim.

- Manutencao in vitro de células estaminais embriondrias (CEE)
MEFs previamente inactivados com Mitomicina C foram descongelados a 37°C e transferidos
para meio de MEFs (anexo A) aquecido também a 37°C. De seguida, foram incubados a 37°C,
5% de CO; no dia anterior as CEE, para permitir a sua adesdo. No dia seguinte as CEE foram
descongeladas no banho a 37°C e transferidas para meio de CEE (anexo A) gerando uma
suspensdo de células isoladas, que de seguida foram plaqueadas sobre os fibroblastos e

incubadas a 37°C, 5% CO,. O meio das CEE foi mudado todos os dias.

- Diferencia¢ao das CEE em EBs
As CEE na presenca de LIF (leukemia inhibition factor) e em co-cultura com fibroblastos
embriondrios, que lhes fornecem todos os factores de crescimento necessarios, mantém-se
indiferenciadas. Quando se removem os fibroblastos e LIF, as CEE diferenciam-se
espontaneamente em estruturas esféricas multi-celulares, os EBs, constituidos por linhagens
celulares hematopoiéticas, endoteliais, musculares e neuronais. Para a diferenciagdo de EBs,
as CEE mantidas em cultura sobre MEFs tém de apresentar uma confluéncia entre 70% a
90%. Antes de se proceder a diferenciacio, as CEE passam por uma fase de pré-diferenciagao
para sincronizar o seu desenvolvimento, na auséncia de MEFs. As células foram
ressuspendidas de forma a obter uma suspensao de células isoladas e plaqueadas durante meia
hora, de modo a que s6 os MEFs aderissem a placa. De seguida, as CEE foram recolhidas e
plaqueadas em nova caixa mas em meio de pré-diferenciagdo (anexo A). Foram mantidas
durante 2 dias a 37°C, 5% CO, mudando-se o meio todos os dias. Apos a pré-diferenciacao, as

CEE foram recolhidas e ressuspendidas, para serem novamente plaqueadas 1.5x10° células
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por placa, em meio de diferenciacdo de EBs (anexo A) e mantidas a 37°C e 5% CO,, sendo o
meio mudado de 2 em 2 dias. Dois dias depois, os EBs foram mudados para nova placa e
colocados em agitacdo suave para impedir a adesdo ao fundo da placa. Foram depois

recolhidos a varios dias para os diferentes estudos.

- Ensaios clonogénicos [1, 51]
EBs do dia 3 e 6 de diferenciagdo foram usados para ensaios clonogénicos em metilcelulose
para averiguar a emergencia de hemangioblastos (BL-CFCs) e precursores hematopoieticos,
respectivamente. Os EBs sdo previamente dissociados com 0.25% tripsina-EDTA e cultivados
em diversas densidades. Para fazer ensaios de BL-CFCs utiliza-se o meio de cultura
“Methocult — M3120” da StemCell Technologies enriquecido em VEGF e SCF (Anexo A).
As coldnias sdo observadas por microscopia Optica e contadas apds 4 dias de cultura. Para
analisar a emergéncia de precursores hematopoieticos, as células de EBs dissociados sao
cultivadas em meio “Methocult — M3434” sendo necessario adicionar SCF, I1-3, 11-6 e
eritropoietina (Anexo A). As colonias sdo observadas e contadas apés 7 dias do inicio da
cultura. A morfologia dos precursores hematopoieticos foi confirmada por coloragdo May-

Grunwald e Giemsa. O tratamento estatistico foi feito recorrendo ao método de ¢ Student.

Preparacdo de DNA plasmidico

- Os plasmidios recombinantes utilizados neste trabalho encontram-se na tabela 6 anexo
D. A amplificacdo destes plasmidios foi feita transformando bactérias competentes da estirpe
de E.coli DH5t. A extrac¢do de DNA plasmidico foi realizada usando os kits da Qiagen
“Qiaprep Spin Miniprep kit” ou “Hispeed plasmid Midi kit* de acordo com as instrugdes do
fabricante. A quantificacdo foi feita num espectofotometro NanoDrop ND-100 e analisada
com o Software NanoDrop. A identidade e integridade dos plasmidios amplificados foram
confirmadas através da andlise de restricao (ver tabela 4, anexo C). As digestdes foram feitas
a 37°C durante uma hora e trinta minutos. Os marcadores usados também se encontram no

anexo C.

Andlise da expressdo génica
- qRT-PCR
A extraccdo de RNA total das células dos EBs, foi feita com o kit “RNeasy Micro Kit” da

Qiagen de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit

“SuperScript ™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR” da Invitrogen, de acordo com
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as instrucdes do fabricante. Os cDNAs foram depois usados para ensaios qRT-PCR
(quantitative Reverse Transcription - PCR), para fazer uma quantificacdo relativa da
expressdo génica, usando como controlo interno o gene GAPDH. Os ensaios foram feitos
num ABI Prism 7000 Sequence Detection System da Applied Biosystems, usando SYBR
Green PCR Master Mix da Applied Biosystems e os resultados foram analisados com o
software ABI Prism 7000 SDS. Os primers usados encontram-se na tabela 1, anexo B. No
capitulo dos Resultados, os dados relativos a figura 7 foram analisados com o software
GraphPad Prism recorrendo ao método One Way ANOVA, enquanto que os dados relativos as

figuras 8 e 11 foram analisados pelo método Two Way ANOVA.

- Andlise de proteinas por western blot
A extrac¢do total de proteinas dos EBs nos diversos dias analisados e das HEK293
transfectadas com os plasmidios pMSCV+AE e pMSCV+ICN (ver Anexo D), foi feita por
tratamento com o tampao de lise Sample Buffer 2x. A adi¢ao de Benzonase, serve para evitar
contaminagdes com DNA, a uma concentracdo final de 200U/mL. A quantificacdo relativa de
proteinas foi feita com base na coloragdo com azul de Coomassie porque os reagentes de
quantificagdo ndo sdo compativeis com o Sample Buffer usado. Quantidades semelhantes de
extractos proteicos dos varios dias de desenvolvimento de EBs foram resolvidas em geis
SDS-PAGE com 8% de poliacrilamida e espessura 0.75mm. A transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose foi efectuada utilizando o sistema “Mini Trans Blot®” da BioRad
Laboratories. O bloqueio das membranas foi feito com leite magro da Regilait, a 3% ¢
preparado em tampao TBST (tabela 5 Anexo C). As incubagdes com os anticorpos estdo na

tabela 2 Anexo B, e foram feitas com agitacdo suave.

Imuno-histoquimica em EBs

- Os EBs foram fixados em paraformaldeido a 3.7% em PBS a pH 7.2. Foram
posteriormente desidratados em concentragdes crescentes de 4lcool e incluidos em
polietilenoglicol. Realizaram-se cortes seriados de lpm em laminas tratadas com poli-L-
lisina. Precedendo a incubagdo dos anticorpos primarios fez-se uma incubagdo de 10 minutos
com BSA a 5%. Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS e incubados a 4°C o/n,
seguidos por lavagens em PBS, duas vezes durante cinco minutos. Foram utilizados
anticorpos secundarios, conjugados com fluoresceina (FITC) ou Texas Red (TR) diluidos em

PBS ¢ incubados de 30 minutos a 1 hora a 37°C, seguidos por lavagens em PBS 2 vezes 5
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minutos. Os cortes foram contrastados com DAPI em meio de montagem aquoso e avaliados
num microscopio de epifluorescéncia. Na tabela 3 anexo B, estdo os anticorpos utilizados,

dilui¢cdes e métodos de recuperagao antigénica.

Construcdes moleculares de Delta4

- A dele¢ao do motivo ATEV de Delta4, foi feita recorrendo a técnica de overlapping
PCR, segundo a estratégia delineada no Anexo E (Figura 3 e 4). Os primers usados, bem
como as condigdes de PCR, encontram-se estdo no anexo E (tabela 7,8 e figura 5). Os
produtos de amplificagdo foram separados num gel de agarose 0.8%, extraidos e purificados
usando o kit da Eppendorf “Perfectprep Gel Cleanup” de acordo com as intrugdes do
fabricante. As moléculas finais, contendo Deltad/FLAG e DeltadAATEV/FLAG, foram
clonadas usando o kit da Invitrogen “TOPO TA cloning” de acordo com as instrugdes do
fabricante. A polimerase usada ndo faz insercdo final de adenosinas, tendo-se feito a sua
adicao seguindo o protocolo em anexo E tabela 9. Os plasmidios resultantes, apds confirmada
a correcta amplificacdo dos fragmentos de PCR por sequenciacdo (STABVIDA), foram
posteriormente digeridos com Sall e Sacl, e clonados em pEGFP-N3, previamente digerido
com as mesmas enzimas de forma a expressar GFP na por¢do C-terminal de Delta4 (também
clonado em pEGFP-N3), Delta4/FLAG e Delta4dAATEV/FLAG. A liga¢do foi mediada pela
ligase de DNA do fago T4. S6 se obteve, até a data, a construcdo contendo Delta4/FLAG.
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Resultados

- Expressao do gene Delta4 ao longo do desenvolvimento de EBs

De forma a caracterizar o sistema Notch no desenvolvimento de EBs, estudou-se o perfil
de transcri¢cdo dos genes dos receptores Notch e respectivos ligandos, por qRT-PCR, nos dias
2,4 ¢ 6, em EBs desenvolvidos a partir da linha celular Ainv15. Observaram-se variagdes na
expressdao de todos os genes ao longo dos dias analisados, com especial destaque para o
aumento transitorio da expressao de Delta4 e Notch4 ao dia 4, dia em que ¢ sabido ocorrer o
pico da eritropoiese primitiva nos EBs. Ao dia 6, quando j& se observa o aparecimento de

linhagem mieloide, ocorre um aumento de expressao dos ligandos Jagged (Figura 8).
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Figura 8: Expressao dos genes de receptores e ligandos Notch aos dias 2, 4, e 6 do desenvolvimento de EBs, por

gRT-PCR, em 3 ensaios independentes na linha celular Ainv1l5 (A) Expressao dos receptores (B) Expressdo dos

ligandos (Trabalho realizado por Andreia Gomes)
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Estudos anteriores [26, 31, 32] demonstraram que Delta4 desempenha um papel
fundamental na remodelacdo dos vasos sanguineos, como se verificou ndo s6 em ratinhos
Delta4”” mas também Deltad"". Estes dados, aliados ao aumento transitorio de transcrito de
Delta4 ao dia 4 do desenvolvimento de EBs, apontam para a possibilidade de Delta4 ter um
papel importante no desenvolvimento do hemangioblasto, célula precursora bipotente de
eritrocitos primitivos e células estaminais endoteliais, pelo que se decidiu usar uma linha
celular estaminal embrionaria de ratinho heterozigotica Deltad™ para este gene [26], e

estudar o seu efeito na hematopoiese primitiva.
- Expressao de Delta4 em EBs heterozigoticos Delta4""

A analise do perfil de transcri¢do de Deltad, aos diferentes dias do desenvolvimento de
EBs controlo, derivados da linha celular estaminal embrionaria de ratinho R1, mostra a
mesma fenomenologia que EBs diferenciados da linha celular Ainv15, embora o pico de
expressdo do gene ocorra um dia mais cedo na linha R1. Em EBs Delta4”™ ndo se observa um
pico de expressao de Delta4, parecendo existir, pelo contrario, uma diminui¢do progressiva de

transcrito ao longo dos dias (Figura 9).

Delta4 Deltad
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Figura 9: Padrdo de expressdo do gene Delta4 por qRT-PCR, em duas séries independentes das linhas R1 e
Delta4" (A) Expressdo de Delta4 aos dias 2,3,4,5 e 6 de diferenciacao de EBs na linha R1 (B) Expressdo de
Delta4 aos dias 2,3,4,5 e 6 de diferenciagdo de EBs na linha Deltad ™
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- Potencial hematopoiético em EBs Delta4 ™"

Com o objectivo de analisar o potencial hematopoiético de EBs controlo e Deltald ™",
fizeram-se ensaios clonogénicos em metilcelulose, com trés séries independentes. Ao dia 3 do
desenvolvimento de EBs, foi analisada, especificamente, a capacidade de geragdo de
hemangioblastos Para tal, suspensdes celulares obtidas por desagregagdao de EBs controlo R1
e mutantes foram plaqueadas em metilcelulose na presenca de VEGF e SCF e cultivadas
durante 4 dias. As colonias formadas denominam-se blast colonies — colony forming unit (BL-
CFC) e constituem o equivalente in vitro do hemangioblasto [1]. Observou-se uma
diminui¢do acentuada e significativa do nimero de BL-CFC formadas a partir de EBs
derivados da linha mutante, embora, aparentemente, morfologicamente semelhantes as da

experiéncia controlo (Figura 10).
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Para avaliar o potencial clonogénico para as varias linhagens hematopoiéticas, células
obtidas ao dia 6 de EBs foram plaqueadas em metilcelulose enriquecida com os factores de
crescimento hematopoiético SCF, I1-3, I1-6 e eritropoietina. Apds 7 dias de cultura, observou-
se, de novo, uma acentuada reducdo do nimero de coldnias formadas: de eritrécitos (CFU-E
colony forming unit - erytrocites), de granulécitos (CFU-G granulocytes), de macrdéfagos
(CFU-M Macrophages), de colonias bipotentes (CFU-GM granulocytes/macrophage) e de
colonias pluripotentes (CFU-GEMM granulocytes/erytrocites/macrophages/monocites). A
morfologia das colonias, analisada por coloragdo citoquimica, mostrou que a alteracao
quantitativa observada nas colonias Deltal4” nio era acompanhada de alteragdes
morfoldgicas em qualquer dos subtipos celulares, quando comparadas com colénias geradas

pela linha celular controlo (Figura 11).
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Portanto, a perda de um alelo do gene Delta4 conduz a uma acentuada diminui¢dao do
nimero de hemangioblastos e, posteriormente, da hematopoiese eritro-mieldide, sem que

haja, aparentemente, alteragdes qualitativas no desenvolvimento de células endoteliais ou

hematopoiéticas.
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- A haploinsuficiéncia de Delta4 ndo interfere com a expressdo de genes alvo da sinalizagdo

candnica do Sistema Notch

Sendo Delta4 um ligando de receptores Notch, procedeu-se seguidamente a analise de
expressdo de genes alvo da activagdo Notch conhecidos pelo seu papel biologico quer na
vasculogénese quer na hematopoiese, Heyl, Hey2, Hes1l e Hes5. Observou-se uma expressao
dindmica ao longo do desenvolvimento de EBs, de todos os genes analisados ndo sendo,
contudo, as diferencas entre EBs da linha R1 e mutante, para cada dia, estatisticamente
significativas (Heyl p=0.8; Hey2 p=0.57; Hes1 p=0.96; Hes5 p=0.49). A anélise estatistica ao
longo dos dias no desenvolvimento dos EBs, mostrou que as diferencas observadas para os
genes Heyl (p=0.52), Hes1 (p=0.15) e Hes5 (p=0.44) ndo sao significativas para nenhuma das
linhas celulares. Contudo, ¢ embora a expressao de Hey2 ndo seja diferente entre as duas
linhas estudadas, para cada dia estudado, a sua expressio ao longo do tempo aumenta

significativamente (p=0.03) a partir do dia 4. (Figura 12)
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Figura 12: Perfil de transcri¢do dos genes alvo da sinalizagdo canodnica Notch por qRT-PCR, em duas séries
independentes, nas linhas R1 controlo e Delta4”" aos dias 2-6 de diferenciacdo de EBs (A) Expressdo de Heyl
(B) Expressao de Hey2 (C) Expressdo de Hes1 (D) Expressao de Hes5

- Expressdo de NICD clivado em S3 em EBs controlo e mutante Deltal4™~

A analise por qRT-PCR nao demonstrou diferengas significativas de expressao dos genes
alvo da via Notch, entre EBs controlo e mutantes. Uma vez que os genes analisados nao sao
exclusivamente regulados pelo sistema Notch, pois RBP-Jk, na auséncia de NICD, pode
influenciar a transcri¢do de varios genes [52], procedeu-se a detec¢do de NICD clivado em
S3, forma esta que prova inequivocamente a activagao candnica da via.

Como ja referido anteriormente [20], Notchl € o unico receptor estudado até agora, com
papel relevante na hematopoiese definitiva da AGM. Desta forma, decidiu-se verificar se

Notchl esté activado por sinalizagdo canonica Notch.
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Analisaram-se extractos proteicos de EBs da linha controlo e mutante aos dias 2, 2.5, 3, 4,
e 6. Utilizaram-se dois controlos [53]: um controlo positivo que consiste numa forma truncada
de Notchl, designada de AE, que ¢ rapidamente processada pela gama-secretase; um controlo
negativo, denominado ICN, em que a zona de clivagem de Notchl mediada pela gama-

secretase esta truncada.

A AE ICN dia 0 dia 2 dia 2.5 dia 3 dia 4 dia 6
NICD
110kDa —
_ o
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110kDa — NICD

Beta-actina

Figura 13: Expressdo proteica de NICD (S3) em EBs controlo e EBs Delta4” (A) EBs controlo e respectivo

loading control com Beta-actina (B) EBs Delta4 ™" e respectivo loading control com Beta-actina

O resultado obtido por western blot (Figura 13) demonstra que apenas ao dia 4 de
desenvolvimento de EBs, em ambas as linhas celulares, se consegue detectar a presenca de
NICD na forma clivada S3, com tamanho de 110 kDa. Possivelmente, nos outros dias
analisados, NICD clivado em S3 ou ndo existe, ou ¢ vestigial ndo sendo possivel a sua
detecgdo por western blot.

O facto de AE apresentar uma expressao tdo significativa reflecte que o vector pode
expressar duas formas da proteina, uma conjugada com GFP e outra sem GFP, o que faz
variar o tamanho da proteina entre aproximadamente 140 kDa e 110 kDa, respectivamente.

A aparente inexisténcia de diferencas na expressdo de NICD, leva-nos a supor, juntamente

com o facto dos genes alvo da sinalizagdo Notch ndo sofrerem alteragdes de expressdo na
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linha mutante, que o fenotipo causado pela haploinsuficiéncia de Delta4 podera nao estar

relacionado com a sinalizagdo canonica de Notch.

- Deteccgdo de formas de Notchl clivadas ndo canonicamente

Outra observacdo que sugere que o sistema Notch podera ndo estar activo pela via canonica
¢ a presenca de formas clivadas de Notchl que impossibilitam a sinalizagdo ligando-receptor.
Tal facto foi demonstrado pelo uso de anticorpos que reconhecem diferentes regides do
receptor Notch, nomeadamente: um epitopo localizado na extremidade C-terminal do dominio
transmembranar de Notchl (N1-IC) e dois epitopos diferentes, localizados em NECD. Dos
ultimos, um anticorpo reconhece os aminoacidos 20-150 da extremidade N-terminal de
NECD (NECD 20-150) e, o outro, a por¢ao de NECD compreendida entre os aminodcidos
381-853 (NECD 381-853) (Figura 4).

Sabendo-se de estudos anteriores [54] que o Sistema Notch podera ser dispensavel nos
primeiros dias de desenvolvimento do embrido e que a linha celular embriondria de
fibroblastos de ratinho (MEFs) ndo apresenta clivagem NICD clivado em S3 [55], usaram-se
MEFs para verificar se a existéncia daquelas formas clivadas de Notchl ¢ exclusiva de CEEs

ou se as mesmas se encontram presentes em outras linhas celulares embrionarias.

Como demonstrado na Figura 14 A, a forma transmembranar de Notchl, de 120 kDa, era
detectavel aos diferentes dias analisados, havendo um ligeiro aumento de expressdo de
proteina ao longo dos dias desenvolvimento de EBs.

Em rela¢do a NECD, com o anticorpo NECD 381-853 (Figura 4), detectaram-se bandas de
105 kDa e outra de 75 kDa que indicam a ocorréncia de clivagem de NECD. Também se
consegue detectar a forma inteira de Notchl de 300 kDa, embora esta seja mais acentuada em
MEFs. Uma outra banda de aproximadamente 180 kDa poderé indicar a presenga da forma de

NECD completa em EBs, embora ndo sendo detectavel em MEFs (Figura 14 B).
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dia0 dia2 dia2.5 dia3 dia4 diaé6 MEFs

A NI-IC
B

NECD (381-853)
C NECD (20-150)

Figura 14: Expressao proteica de Notchl com diferentes anticorpos em EBs controlo e em MEFs e respectivo

loading control com Beta-actina (A) Notch1 transmembranar (N1-IC) (B) NECD 381-853 (C) NECD 20-150

Com o anticorpo NECD 20-150 detecta-se uma banda de 105 kDa, muito acentuada em
MEFs (Figura 14 C). Esta proteina de 105 kDa serd complementar da proteina de 75 kDa
reconhecida pelo anticorpo NECD 381-853. Assim, a ocorréncia desta clivagem pode
eventualmente impedir que o receptor seja activado pelo contacto com o ligando e, por
conseguinte, inibir sinalizacdo candnica Notch, ou pelo menos, reduzi-la a niveis vestigiais,
ndo detectdveis por western blot. Esta clivagem de NECD também ocorre em MEFs,
demonstrando que o fendmeno ndo ¢ exclusivo da linha celular CEE e que a sinalizagdo

Notch canodnica € dispensavel nos primeiros dias de desenvolvimento do embrido.

Para corroborar estes resultados, analizou-se a localizacdo de Notchl in situ, por
imunohistoquimica em EBs controlo do dia 6, dia este onde se verificou a maior expressdo de

Hey?2 (Figura 12 B).
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E-caderina/DNA

Day 6

E-caderina/DNA

Day 6

Figura 15: Expressdo de Notchl, E-caderina e co-localizagdo de ambos, em EBs controlo do dia 6 de
desenvolvimento (A) Expressdo de Notchl detectada com NECD 20-150; Expressdo de E-caderina; Co-
localizagdo de Notchl e E-caderina (B) Expressdo de Notchl detectada com anticorpo N1-IC; Expressao de E-

caderina; Co-localizacdo de Notchl e E-caderina (Trabalho realizado por Anténio Cidadao)

Utilizando o anticorpo NECD 20-150 ou o anticorpo NI-IC, verifica-se a aparente
auséncia de Notchl com padrio membranar. A co-localizagdo, nos painéis da direita, de
Notchl com E-caderina demonstra ndo s6 a auséncia de co-localizagdo, como um padrao
vesicular citoplasmatico de Notchl (Figura 15). Os restantes receptores Notch 2-4 apresentam
um padrao citoplasmatico vesicular semelhante, ndo se tendo detectado localizacao
membranar (dados ndo apresentados). Verificou-se também (dados ndo apresentados) que a
proteina NECD reconhecida pelo anticorpo NECD 381-853, ¢ detectada em endossomas
marcados com a proteina RAB7, um marcador de endossomas para degradacao.

Desta forma, estes resultados de imunohistoquimica sugerem que ndo ha aparentemente
uma localizagdo membranar de Notchl, fundamental para ocorrer sinalizagdo candnica. A
proteina apenas se consegue detectar em vesiculas citoplasmaticas. Apesar dos resultados de
western blot obtidos com o anticorpo NECD 381-853, figura 14 B, terem demonstrado a

presenca da proteina inteira de 180 kDa, a imunohistoquimica revelou, com este anticorpo,
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que a proteina se localiza em endossomas de degradacdao. Assim, estes dados sugerem
fortemente que o sistema Notch ndo se encontra activo ao dia 6, ou a estar activo, se encontra
em niveis ndo detectdveis por imunohistoquimica. Em resumo, os resultados obtidos apontam
para que o fenotipo observado em EBs Delta4” podera ser independente da sinalizagio

canonica Notch.
— Diminuicdo de E-Caderina em EBs Delta4™"
Uma vez que Delta4 pode estar envolvido em fungdes de adesdo intercelular através da

interaccdo com E-caderina, fez-se uma analise topografica da localizagao de E-caderina em

EBs, por imunohistoquimica, usando um anticorpo contra E-caderina.

R1 controlo Deltad™"

Dia 4

Figura 16: Analise topografica da E-caderina em EBs controlo e Deltad”~ de dia 4 e 6 por imunohistoquimica

(Trabalho realizado por Anténio Cidadao)
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Verifica-se uma reducao do tamanho dos EBs heterozigoticos em comparagao com os EBs
da linha controlo, aos dias 4 ¢ 6. Ao dia 4 observou-se uma acentuada diminuicao de E-
caderina na membrana celular, desaparecendo a morfologia em mosaico, tipica de células
epiteliais adjacentes, caracteristica dos EBs controlo. Esta observacdao ¢ compativel com a
ocorréncia de uma transicao epitélio-mesenquima nos EBs mutantes. A morfologia dos EBs
Delta4+/', ao dia 6, ¢ marcadamente aberrante, por contraste com EBs controlo e com
aparecimento de estruturas tubulares (Figura 16).

Portanto, a perda de um alelo Delta4 leva a alteragdes morfologicas profundas, diminui¢ao
de tamanho dos EBs e redugdo da coesdo intercelular ¢ de E-caderina membranar.
Globalmente, estas observacdes apontam para que tenha ocorrido nos EBs mutantes uma
transicdo epitélio-mesenquima prematura (dia 4; este fenomeno ¢ patente nos EBs controlo

apenas ao dia 6, (Figura 16, R1 dia 6).
- Constru¢ao da molécula Deltad AATEV

A fun¢do de adesdo de Delta4 tem possivelmente por base o aumento da estabilidade do
complexo formado por proteinas MAGI da familia MAGUK, Beta-catenina e E-caderina [48].
Sera de suspeitar que a haploinsuficiéncia de Delta4 leve a uma reducdo de Delta4
membranar, diminuindo assim a estabilidade do complexo formado nas jun¢des intercelulares
e, consequentemente, a reducdo de E-caderina na membrana celular. De forma a averiguar se
Delta4 tem alguma influéncia na manutencdo da E-caderina na membrana, decidiu-se fazer
uma construcao molecular de Delta4 deletando o motivo ATEV. De maneira a possibilitar a
distincdo entre Delta4 mutante e Delta4 enddgeno, produzido naturalmente pela célula,
adicionou-se na construcdo realizada, a sequéncia FLAG a proteina Delta4 (Figura 17). Todo
este trabalho foi feito pela técnica de overlapping PCR, (ver esquema das reacgdes anexo E
figura 3 e 4). Em toda as reac¢des de PCR foi usada a polimerase Pfu porque tem actividade

de revisdo de provas, diminuindo a probabilidade de aparecerem mutagdes pontuais.
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DTM

Deltad [ ] -ATEV
Deltad AATEV / FLAG

pKSI| DTM KSlI
Deltad /| FLAG

?KSII DTM ?KSII

Figura 17: Representagdo esquematica das construgdes de Delta4. DTM representa o dominio transmembranar

do ligando Delta4. A reaccdo de overlapping PCR foi feita com Delta4 inserido

A primeira fase do overlapping PCR consistiu em amplificar o cDNA de Delta4, inserido no
plasmidio pKSII, de acordo com as combinagdes de primers I+VII, VI+II, VI+V e III+IV
(Figura 18 A), estando o esquema das reacgdes em anexo. (anexo E figura 3 e 4). A segunda
fase (figura 18 B) dos resultados consistiu em misturar numa reac¢ao de PCR os fragmentos
VI-II e III-IV e noutra reac¢do VI-V e III-IV, utilizando os primers VI e IV, de forma a
amplificar parcialmente DeltadAATEV/FLAG e Delta4/FLAG, respectivamente (anexo E
figura 3 e 4).

A 1 2 3 4 B 1 23

5000 pb—
2000 pb —
1500 pb—
850 pb — 1000 pb
750 pb
400 pb —
100 pb —

Figura 18: Fragmentos de Delta4 obtidos por overlapping PCR. (A) Resultado obtido da primeira fase: 1- VI+II,
2- III+1V, 3- I+VII, 4- VI+V (B) Resultado obtido na segunda fase: 1- VI-IV (com AATEV/FLAG), 2- VI-IV
(FLAG), 3- VI-II
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Depois da conclusdao da fase 3 do overlapping PCR (ver anexo E figura 7 e 8, dados nao
apresentados), as moléculas Delta4 AATEV/FLAG e Delta4/FLAG foram clonadas no vector

Topo cloning. A figura 19 mostra a confirmag¢do da clonagem, por andlise do padrdo de

restrigao.

Figura 19: Padrio de restricdo das moléculas Deltad4, Deltad AATEV/FLAG e
Delta4/FLAG. 1- pKSII+ Delta4 linearizado com Sall, 2- Vector Topo (4Kb) +
Delta AATEV/FLAG (=2.4kb) digerido com EcoRI, 3- Vector Topo +
Delta4/FLAG (=2.4kb) digerido com EcoRI

Por ultimo, proceder-se-a a clonagem de cDNA de Delta4 controlo (originalmente inserido
no vector pKSII) e dos dois fragmentos Delta4 AATEV/FLAG e Delta4/FLAG no vector de
expressao epissomal pEGFP, a electroporacdo da linha celular estaminal embrionaria R1 e a
diferenciag¢do das células positivas para GFP (isoladas por cell sorting) em EBs. Até a data,
apenas se obteve sucesso na clonagem de Delta4/FLAG em pEGFP-N3 (dados nao
apresentados).

O objectivo é verificar se o fenotipo observado nos EBs da linha heterozigética Deltad™ ¢
reproduzido pela presenga da molécula Delta4 AATEV/FLAG, uma vez que a mesma nao

possui 0 motivo responsavel pela funcao de adesao.
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Discussao

De forma a estudar o papel do sistema Notch na hematopoiese embrionaria, recorreu-se ao
modelo in vitro de diferenciagdo de EBs a partir de células estaminais embrionarias de
ratinho. Este modelo reproduz fielmente a hematopoiese primitiva que ocorre no SV o que
possibilita um estudo aprofundado das fases mais precoces da hematopoiese embrionaria.

Primeiro caracterizou-se o sistema Notch por qRT-PCR aos dias 2, 4 ¢ 6 de
desenvolvimento de EBs diferenciados das células estaminais embrionarias Ainvl5. E
interessante que Delta4 apresente um aumento de expressdo de transcrito ao dia 4, enquanto
que a expressdo de Jaggedl e Jagged2 aumenta ao dia 6. O dia 4 coincide com o pico da
eritropoiese primitiva, o que leva a crer que Delta4 podera ter alguma fungdo neste processo.
Outro aspecto importante ¢ o facto de Delta4 ser o tnico componente da via Notch
haploinsuficiente [26, 32], sendo uma forte indicacdo da sua importancia no desenvolvimento
embriondrio. Notch4 tem também um aumento transitério de expressdo, mas como ja foi
descrito na literatura [24], este receptor ndo ¢ aparentemente muito importante para o
desenvolvimento embrionario, uma vez que estudos de knockout deste gene em ratinhos nao
detectaram diferencas para os ratinhos normais.

Recorrendo a uma segunda linha celular estaminal de ratinho (R1) e a uma linha
heterozigotica para Delta4 (Deltad”) que deriva da linha R1, verificou-se que o pico de
expressao de Delta4 em R1 esta presente ao dia 3, um dia mais cedo que na linha Ainvl5, o
que podera ser explicado por diferencas intrinsecas na dindmica de diferencia¢do das duas
linhas celulares. Em relagio & linha heterozigdtica Delta4™, ndo se observa aumento
transitorio de expressao Delta4, sendo o nivel basal de expressdo semelhante ao da linha
controlo

O potencial hematopoiético dos EBs foi analizado por ensaios clonogénicos em
metilcelulose. A haploinsuficiéncia de Delta4 leva a uma significativa redu¢do do nlimero de
coldnias hematopoiéticas formadas, observando-se diminui¢ao quer do potencial de formagao
de BL-CFC, quer do potencial eritro-mieloide. As coldnias ndo apresentam qualquer
diferenca morfoldgica, como foi visto por intermédio da coloragdo de Giemsa. Apesar do EB
ndo ser um modelo que recapitule a hematopoiese da AGM, pois nunca foram neles
encontradas as CEH com capacidade de reconstituicdo hematopoiética definitiva in vivo, €
esperado que as suas células tenham potencial de dar toda a linhagem hematopoiética, uma

vez que estudos ja realizados demonstraram que precursores com origem no saco vitelino tém
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a capacidade de originar toda a linhagem eritro-mieldide [56]. Contudo estes precursores nao
apresentam ainda a capacidade de manter a sua estaminalidade, caracteristica esta vista
apenas, até a data, nos precursores formados na AGM. E provavel que a haploinsuficiéncia de
Delta4 afecte a formacdo do hemangioblasto, o precursor bipotente das CEH e das células
estaminais endoteliais e, como tal, a formagado endotelial também podera estar a ser afectada.

Para averiguar se o efeito da haploinsuficiéncia de Delta4 ¢ mediado por sinalizagdo
Notch, analisou-se por qRT-PCR a expressdo de genes alvo do sistema Notch directamente
relacionados com a hematopoiese e com a regulacdo da vasculogénese, Heyl, Hey2, Hesl e
Hes5. O padrao de expressao destes genes ¢ semelhante nas linhas controlo e mutante, ndo se
tendo observado diferencas quantitativas significativas. Assim, a andlise da dinamica de
expressao destes genes nas duas linhas celulares, sugere que a auséncia de Delta4 ndo afecta a
sinalizacdo Notch.

Outro ponto que corrobora a independéncia do fendtipo Delta4™” da sinalizacdo canénica
Notch, ¢ a dificil deteccdo, por western blot, da forma clivada em S3 de Notchl nos EBs
controlo e mutante. De facto, ao longo do desenvolvimento dos EBs, apenas se consegue
detectar a presenga de proteina Notchl clivada em S3 ao dia 4. Contudo, estudos recentes
demonstraram que formas clivadas de NICD em aminoacidos proximos da Valina 1744
(clivagem S3), produzem formas instaveis mas com capacidade para activar a transcri¢do dos
genes alvo [57]. Dai ser possivel haver uma expressdo dinamica de genes alvo, sem
necessariamente estar presente a forma clivada em S3.

O facto de ndo se ter conseguido detectar em EBs controlo Notchl clivado em S3, excepto
ao dia 4, nao ¢ de todo inesperado. Este modelo in vitro recapitula a hematopoiese primitiva e
varios estudos demonstraram que o sistema Notch ¢ dispensavel nos primeiros dias de
desenvolvimento do embrido [54]. Inclusive, em EBs knockout para Notchl ndo se verificou
qualquer diferengca quantitativa das coldnias hematopoiéticas formadas, precisamente o
contrario do que se vé no fenétipo Delta4 ™™ [20].

Outro dado importante esta relacionado com as formas de Notchl detectadas por western
blot e sua localizagdo celular analisada por imunohistoquimica. Por western blot, usando o
anticorpo N1-IC, verificou-se que a expressdo de Notchl aumenta gradualmente ao longo dos
dias desenvolvimentos, facto este que confirma estudos anteriores [20]. Em relagdo a NECD
detectou-se a clivagem da proteina com dois anticorpos diferentes, embora com o anticorpo
NECD (381-853) se tenha detectado uma banda muito proxima dos 180KDa, que podera
sugerir a presenca de NECD intacto. Contudo, dados de imunohistoquimica nio apresentados

confirmaram que a proteina detectada com este anticorpo se localiza em endossomas
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destinados a degradacao. Notchl detectado com dois anticorpos NECD (epitopo 20-150) e
NI1-IC (epitopo C-terminal), apresentam também um padrdo vesicular citoplasmatico, ndo se
tendo conseguido detectar algum padrdo membranar destas proteinas. Assim, apesar da co-
localizagao da proteina inteira de NECD com vesiculas de degradagdo e da presenga de niveis
vestigiais de NICD clivado em S3, ndo se consegue detectar um padrao membranar de
Notchl, possivelmente porque a técnica de imunohistoquimica ndo tem poder de resolucao
para detectar a quantidade de proteina de Notchl presente na membrana. Contudo, o facto de
ndo haver diferencas visiveis entre EBs controlo e mutantes sugere que a sinalizacdo Notch
ndo serd responsavel pelo fenotipo observado em EBs mutantes.

Como aparentemente o fenotipo dos EBs heterozigoticos ndo ¢ consequéncia de
sinalizacdo canonica Notch, surge a possibilidade da funcdo de adesdo de Delta4 ser
importante. A andlise por imunohistoquimica de EBs das duas linhas celulares demonstra uma
inequivoca redugiio do tamanho dos EBs mutantes. E interessante verificar que os embrides
heterozigdticos sao também mais pequenos que os embrides normais [26] sendo, portanto um
fenomeno semelhante ao que acontece nos EBs Delta4™. As imagens da imunohistoquimica
também mostram uma diminuicdo da E-caderina e uma aberrante morfologia com perda da
forma esférica caracteristica (dia 4). Sendo a E-caderina uma molécula membranar e
responsavel pela adesdo, ¢ esperado que a sua diminui¢do leve a uma redugdo da coesao
celular dos EBs. Resultados de imunohistoquimica ndo apresentados neste trabalho revelam,
ainda, que usando o marcador de estaminalidade SSEA-1 (Stage Specific Early Antigen-1) se
verifica uma enorme diminui¢do de marcagdo de células com caracteristicas estaminais nos
EBs Delta4 ™.

A reducdo do numero de hemangioblastos e de todas as colonias hematopoiéticas em EBs
mutantes, sem que haja qualquer alteracdo morfolégica aparente, podera dever-se,
precisamente, a uma diminuigdo prematura da estaminalidade dos EBs Delta4™”, necesséaria
para a génese de precursores hemato-endoteliais e posterior diferenciacdo hematopoiética.

Tendo em mente a importincia de Delta4 na estabilidade de jun¢des intercelulares
mediadas por E-caderina [45, 48], a constru¢do duma molécula de Delta4 sem o motivo
ATEV responsavel pela fun¢do de adesdo de Delta4, podera confirmar se a diminuigdo de E-
caderina se deve a uma reducdo de Delta4 na membrana e, consequentemente, a instabilidade
do complexo formado por Delta4, MAGI e Beta-catenina. O recurso a uma sobrexpressao da
molécula mutante em CEE, poderd minimizar o efeito de Delta4 endogeno. A conhecida
dificuldade em transfectar estavelmente CEE, as quais inactivam rapidamente a transcri¢ao de

transgenes inseridos no seu genoma, aconselha o recurso a um plasmidio epissomal que
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garanta uma maior eficicia na producdo da proteina. E importante também salientar que esta
delecdo do motivo ATEV ndo ¢ dominante negativa da sinalizagdo Notch, sendo este um
aspecto importante para provar que a fun¢do de adesdo de Deltad ¢ responsavel pelas

diferencas morfologicas obtidas e ndo a sinalizacao Notch.
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Anexo A

Meios de Cultura de Células

- Meio de MEFs
DMEM (Sigma) suplementado com 20% Soro Fetal Bovino (Gibco)
2mM de Glutamina (Sigma)
50U/mL de Penicilina / 50ug/mL de Estreptomicina (Sigma)

- Meio de CEE

DMEM (Sigma) suplementado com 20% Soro Fetal Bovino (Gibco)

2mM de Glutamina (Sigma)

50U/mL de Penicilina / 50ug/mL de Estreptomicina (Sigma)

1:100 de solugdo de aminoéacidos ndo essenciais (Sigma)

0.1 mM de B-mercaptoetanol (Gibco)

1:100 de solugdo stock de nucledsidos (concentracdo final no meio: 30uM de adenosina; 30 uM de
guanosina; 30 uM de uridina; 30 uM citidina; 10 uM de timidina (Sigma))

2000U/mL de LIF (Chemicon

- Meio de pré diferenciagdo
IMDM (Sigma) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (Gibco)
A constituicdo restante ¢ igual ao Meio de CEE

- Meio de EBs
IMDM (Sigma) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (Gibco)
2mM de Glutamina (Sigma)
50U/mL de Penicilina / 50ug/mL de Estreptomicina (Sigma)
1:100 de solugdo de aminoacidos ndo essenciais (Sigma)
0.1 mM de B-mercaptoetanol (Gibco)
1:100 de solugdo stock de nucledsidos (concentracdo final no meio: 30uM de adenosina; 30 uM de
guanosina; 30 uM de uridina; 30 uM citidina; 10 uM de timidina (Sigma))
200ug/mL de Transferrina (Sigma)
4.5 mM de monotioglicerol (Sigma)
50ug/mL de acido ascorbico (Sigma)

- Meio de Metilcelulose - Ensaios clonogénicos para medir potencial de BL-CFC:

1% Meio Metilcelulose (M 3120 — StemCell Technologies) suplementado com 10% Soro Fetal
Bovino e 50U/mL de Penicilina / 50ug/mL de Estreptomicina (Sigma)

200ug/mL de Transferrina (Sigma)

4.5 mM de monotioglicerol (Sigma)

50ug/mL de acido ascorbico (Sigma)

Sng/mLVEGF

100ng/ulL SCF

- Meio de Metilcelulose — Ensaios clonogénicos para medir potencial hematopoiético

1% Meio metilcelulose (M3434 — StemCell Technologies) suplementado com 10% Soro Fetal
Bovino e 50U/mL de Penicilina / 50ug/mL de Estreptomicina (Sigma)

200ug/mL de Transferrina (Sigma)

4.5 mM de monotioglicerol (Sigma)

50ug/mL de acido ascorbico (Sigma)

2U/mL de Eritropoietina

1% IL-3 e Sng/uL IL-6

100ng/ulL. SCF
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Anexo B

Tabela 1: Primers de qRT-PCR

| Primers " Sequéncia FWD 5°-3° Sequéncia REV 5°-3° | Referéncia
[_cappu_|| CAT TGT GGA AGG GCT CAT GA GCC CCA CGG CCA TCA Zhang et al., 2005

[ petar ||

GGCCTTTTCTGCAACCAAGAC

GGAACATGTGTAGCTCCCCTG

| Delta3 | |

TGAAACCTCTGGCTCCTTTGA

CCAACACACAAGCCGCC

[ Deitas ||

GAGGTCCAAGCCGAACCTG

ATCGCTGATGTGCAGTTCACA

| Jaggedl ||

CACGTGGCCATCTCTGCAG

ACCGCAGCAATAAGTGAGCTGT

| Jagged2 | I

AGGTGCCAGGAAGTGGTCATA

CATCCGCACCATACCTTGC

| Notchl | | CCAGATCCTGCTCCGGAA AAGCCGACTTGCCTAGGTCAT
I Notch2 I I TCTGCTCGCGGTCGCT TTTTTCAGCCCCACGGC
I Notch3 I | AACCCTGTTTATGAGAAGTACTGCG AGAACCCCTCGGGCCA

I Notch4 I|

GCTCCTATTGGCCAGCAGAC

GATCAATTCTTCAACCAGGTCCTC

|
|
|
| Gale et al., 2004
|
|
|
|
|
|

Heyl ‘

GGG ACA GAG ATCGGA GCT TTCT

GCG ACT TTA GGG TGG TGT TGA C

Sadate-Ngatchou et al.,
2004

I Hey2 I |

TGCCAAGTTAGAAAAGGCTGA

TCTGTCAAGCACTCTCGGAAT

Koo et al., 2005

I Hesl II

CTACCCCAGCCAGTGTCAAC

TTCATTTATTCTTGCCCTTCG

Koo et al., 2005

I Hes5 I |

AAGTGACTTCTGCGAAGTTCC

AAGGCCATGTGGACCTTGAGG

King et al., 2007

Tabela 2: Anticorpos usados em Western blot

?)I;it:;gll:?ooss Origem Diluicao Condigoes de incubacio Referéncia
I N1-1C Il Coelho I 1:1000 leite 3% I o/n - 4°C | SantaCruz Biotechnology SC-6014
| N1-EC(20-150) ]| Coelho | 1:1000 leite 3% | o/n - 4°C | SantaCruz Biotechnology SC-9170
| Ni-EC@381-853) || Rato | 1:1000 leite 3% | o/n - 4°C | Upstate Biotechnology #07-218
| Ni-s3(van744) || Coetho | 1:1000 leite 3% | o/n-4°C | Cell Signaling Technology #2421
|  Beta-actina || Ratinho | 1:1000TBST | o/n - 4°C | SantaCruz Biotechnology SC-47778
si:l:llf((i);fi(:)ss Origem Diluicao Condig¢oes de incubacio Referéncia
| a-coelho — HRP || Cabra | 1:5000 Leite3% | 1 hora - temperatura ambiente | Promega - W4011
| a-ratinho — HRP || Cabra | 1:5000 Leite3% | 1 hora - temperatura ambiente | Promega - W4021
| a-rato — HRP || Rato | 1:5000 Leite3% | 1 hora - temperatura ambiente | SantaCruz Biotechnology SC-2006

Tabela 3: Anticorpos usados em Imunohistoquimica

?,Irlit,irc.g?o? Origem Dilui¢do Recuperacio antigénica Referéncia
N1-EC (20-150) Coelho 1:50 15 mingég\is"pg"’;_igo MW SantaCruz Biotechnology SC-9170
N1-IC Coelho 1:100 15 mingég\if,opg"’;fg" MW SantaCruz Biotechnology SC-6014

E-caderina Ratinho 1:50 15 minséoc\i;\ilopﬁé;'i(c)o MW BD Biosciences
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Anexo C

Tabela 4: Materiais para a elaboracio de géis SDS-PAGE

Resolving Buffer Stacking Buffer Mini Re;g/iving Gel Mi(;iafzasl;lh;gel? el
91g TrisBase 30.3g TrisBase 5 mL Resolving Buffer 1.3 mL Stacking Buffer
pH 8.8 HCl IM pH 6.8 HCl IM 5.85 mL H,0 3 mL H,0
Perfazer 500 mL H,0 Perfazer 500 mL H,0 4 mL Acrilamida 0.75 mL Acrilamida

Filtrar 0,45 pm

Filtrar 0,45 pm

(National Diagnostics)

33.5 uL APS 20% (Biorad

161-0700)
150 uL SDS 10%

15 pL Temed (Biorad
161-0801)

13 pL Temed

22.5 uL APS 20%

Tabela 5: Solu¢des para a elaboracao de Western Blot

Runnin Transfer . Soluc¢do de

TBST 10x g Sample Buffer 2x || Azul Coomassie §40 C¢

Buffer Buffer descoloracao
440g NaCl . . . 0,25% Azul Coomassie 10% Acido
(Calbiochem) 30.25g TrisBase 30g TrisBase 0.46g DTT 1M (Sigma) (Biorad 161-0400) Acético
. 5g SDS .
60g TrisBase . . 3.2 mL Glicerol 100% o N
(Sigma T-1503) (iezl?lg(())clkge)m 144¢g Glicina (Calbiochem #356350) 50% Metanol 10% Metanol

144¢g Glicina 10% Acido Acético

pH 7.6

(Sigma G-8898)

Perfazer 8L H,0

9 mL SDS 10%

(Merck 1.00063.2511)

Perfazer com H,0

Perfazer 5L H,0

Perfazer 5L H,0

3.2 ml TrisHCI pH 6.8
0.5M

Perfazer com H,0

0.1% Tween 20
(Sigma P-7949)

20% Metanol
(Merck
#1.06009.2511)
antes de cada
utilizagdo

2 mL Azul Bromofenol
0.1% (Merck
1.08122.0005)

(Dissolver o Azul de
Coomassie no Metanol)

Perfazer 20 mL H,0

45




Anexo D

Tabela 6: Plasmidios recombinantes utilizados

Plasmidios recombinantes "

Origem

I

| pMSCV || Jodo Barata

| pMSCV+AE || Jodo Barata

| pMSCV+ICN || 080 Barata

| pKSII+Delta4 || Ant6nio Duarte
[ Topo+Deltad AATEV/FLAG || -

|  Topo+Delta4/FLAG || -

Notchl

Notchl/AE

Notch1/ICN

™

Figura 1: Mapa das construcdes de Notchl

5000 pb

2000 pb

— 850pb

Figura 2: Padrdo de restricdio dos plasmidios
pMSCV, pMSCV+AE e pMSCV+ICN num gel de
agarose 0.8%
Analisaram-se  duas  coloénias de  bactérias
transformadas com pMSCV, pMSCV+AE e
pMSCV+ICN.

1. pMSCYV digerido com Bglll

2. pMSCV digerido com Bglll

3. pMSCV+AE digerido com BglII

4. pMSCV+AE digerido com BglII

5. pMSCVHICN digerido com Bglll

6. pMSCV+ICN digerido com Bglll

7. FastRuler™ DNA Ladder, Middle Range
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Anexo E

Tabela 7: Primers usados no overlapping PCR

| Primers " Sequéncia 5°-3’

| LKST’D | GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGG

| ILDI4delFlagR | TCATTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCAATCACACACTCGTTCCTCTCTTCTG

| IILDI4FlagD |GACTACAAGGACGACGATGACAAGTAATGAGGCAGGAGCCTACTCAGACACCCAGCT

[ IVKST3R | TACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCAC

| V.DMFlagR | TCATTACTTGTCATCGTCCTTGTAGTCTACCTCTGTGGCAATCACACACTCGTTCC
| VI-1391D14-D | GTGAGCATAGTACCTTGACCTGTGCGGACTC

[VII-1421D14-R | GAGTCCGCACAGGTCAAGGTACTATGCTCAC

[VII1-1256D14-D | CAGGCTACACTGGTGAGCACTGTGAGCTGGGACTC

Figura 3: Esquema de construcio da molécula Delta4 AATEV / FLAG

Deltad4

?KSII DTM ?KSII

w

Fase 1

?KSII
DTM

Fase 2:
e ] FLAG

Delta4 AATEV / FLAG

pKSlI DTM Ksli




Figura 4: Esquema de construcio da molécula Deltad4 / FLAG

Deltad
pKSII DTM pKSl|

] || -ATEV [
D FLAG
vV -ATEV FLAG

Fase 1:

?KSII
DTM

[ ] -ATEVFLAG

Fase 2:

Delta4 /FLAG

?KSII DTM pKSI|

Tabela 8: Condicoes de overlapping PCR Tabela 9: Adicio terminal de adenosinas
| Reagentes " Volume I | Reagentes " Volume
| Tampio Pfit 10x | SpuL | DNA | ~20 ng
| dNTPs | 4L | Tampdo GoTaq | 1uL
| Primer FWD | 2 uL | MgCl, | 0.5 ulL
| Primer REV | 2L | dATP | 1 uL
| DMSO | 5uL | Polimerase GoTaq | 1 pL
| DNA | ~100 ng . _

72°C - 10 min
| Polimerase Pfu | 0.5uL
| H,0 | Perfazer até 50 pL

Figura 5: Condig¢des de PCR
94°C - 4 min
94°C - 2 min
50°C - 2 min [ 35XJ
72°C - 5 min
72°C - Tmin




