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Resumo

Os genes da familia MOB (Mps One Binder) sao muito conservados entre as espécies.
A quantidade de genes MOBs aumenta com a complexidade dos organismos. Por exemplo, em
levaduras ha dois tipos de MOB enquanto em humanos hé sete MOBs diferentes. Neste estudo
focamos no gene MOBL.

O MOBI ¢ o supressor tumoral que tem duas proteinas distintas MOB1A ¢ MOB1B
com homologia de 95%. O MOBI faz parte da via Hippo que ¢é a reguladora do crescimento
dos orgaos. Além disso, 0o MOBI1 faz parte da via MEN (Mitotic Exit Network) que forga as
células sair da mitose e promove a correta divisao celular (citocinese).

Todos os trabalhos feitos a volta do MOB1 consideram MOB1A e MOB1B como as
proteinas com fungdes idénticas. Os trabalhos do nosso laboratério, por RNAi, mostram que
MOBI1A e MOBIB tém algumas fungdes em comum e outras fungdes especificas de cada um
deles.

Para aprofundar os estudos e dada a penetrancia incompleta dos ensaios por RNAI,
torna-se necessario obter linhas celulares sem os genes de MOB1A e/ou MOBI1B (clones
nulos). Neste trabalho foi usada a tecnologia CRISPR/Cas9 com a insercdo da sequéncia de
interesse (HDR) pela recombinagdo homologa para criar os clones nulos do MOBI1. Foram
identificados clones nulos (desativa¢ao dos dois alelos) e heteroalelicos (desativagao de um
alelo) dos MOB1A e MOB1B com abordagem por PCR. A analise das linhas nulas permitiu
observar diferentes fenotipos para MOBI1A e MOBI1B. A imunofluorescéncia realizada nos
clones nulos e heteroalelicos permitiu identificar as pontes de cromatina entre as células e
identificar células gigantes. Estas observagdes confirmam divisdes incompletas e ma
segregacdo cromossdmica. Além disso, foram confirmados os resultados obtidos do trabalho
anterior das células tratadas com RNAi para MOB1A e/ou MOB1B.

Em conclusao, este trabalho permitiu descobrir as possiveis funcdes dos MOBIA e
MOB1B que regulam os checkpoints do ciclo celular, que afetam a estabilidade do fuso

mitdtico e progressao da citocinese.
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1.Introducao

1.1. Ciclo celular

O ciclo celular ¢ constituido por varios processos necessarios para sucessiva divisao
celular. Para se dividir em duas células filhas, a célula mae tem de completar as tarefas
metabolicas e duplicar os componentes do qual mais importante € a genoma. A interfase, mitose

e citocinese sdo trés periodos do ciclo celular.

1.1.1. Interfase

Durante a interfase a células cresce e copia o seu DNA. A interfase ¢ dividida em trés
fases. A primeira fase ¢ a fase G1 e nesta fase a célula cresce fisicamente, aumenta a quantidade
dos organelos e prepara o material necessario para 0S passos posteriores [1]. Na segunda fase,
fase S, ocorre a duplicacdo do DNA, ou seja, fazendo com que cada cromossoma passe a ser
constituido por dois cromatideos irmdos. Além disso ocorre a duplicagdo da estrutura
organizadora de microtibulos chamada centrossoma e inicia o0 seu movimento para os polos da
célula [1]. O centrossoma ajuda a separar os cromatideos na mitose. Na terceira fase, G2, ocorre
uma grande sintese proteica e separacdo dos centrossomas devido as proteinas motoras,

dineinas que se ligam aos microtubulos dos centrossomas e empurrem para os lados opostos

[1].

1.1.2.Mitose

Quando acaba a interfase comega a mitose onde ocorre a divisao nuclear. A mitose
distingue-se em varias fases. Na primeira fase, na profase ocorre condensamento dos
cromossomas € os cromatideos irmaos que foram replicados. Os cromatideos irmaos continuam
ligados num ponto chamado centromero. Nesta fase da mitose (profase) ainda ocorre a
formagao dos fusos mitdticos por centrossomas. Apds a formacdo dos fusos mitdticos a
membrana nuclear que envolve o nucleo ¢ quebrada e o DNA nao esta mais separado do
citoplasma [1]. As formagdes das proteinas chamadas de cinetdcoros forma a volta do
centromero. O fuso mitético estende-se dos polos e liga-se aos cinetocoros. Estes eventos
ocorrem na prometafase, uma fase do ciclo celular que ocorre entre profase e metafase. A
segunda fase do ciclo celular ¢ a metafase. Nesta fase os microtiibulos puxam os cromatideos

irmaos de um lado para o outro até se alinharem em um plano, chamado plano equatorial no
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centro da célula [1]. Na terceira fase, na anafase, os cromatideos irmdos sdo separados
simultaneamente por seus centromeros. Os cromossomos separados sdo entdo puxados pelo
fuso para polos opostos da célula [1]. A anafase garante que cada célula filha receba um
conjunto idéntico de cromossomos. Finalmente, na ultima fase do ciclo celular, na telofase,
forma-se uma membrana nuclear a volta de cada conjunto de cromossomas para separar o DNA
nuclear do citoplasma. Os cromossomas comec¢am a desenrolar, o que os torna difusos € menos
compactos [1]. Junto com a telofase, a célula sofre um processo separado chamado citocinese

que divide o citoplasma da célula parental em duas células filhas.

1.1.3. Citocinese

A citocinese é o processo fisico da divisdao celular, que divide o citoplasma de uma
célula parental em duas células filhas e executa um processo essencial para separar a célula em
metade e garantir que um nucleo acaba em cada célula filha [2]. A citocinese comega no final
da anafase e continua através da telofase. Um anel de filamentos proteicos chamado de anel
contratil que se forma a volta do “equador” da célula junto da membrana plasmatica no interior
da célula. O anel contratil encolhe no equador da célula, comprimindo a membrana plasmatica
para dentro e formando o que é chamado de sulco de clivagem (cleavage furrow).
Eventualmente, o anel contratil encolhe até o ponto de haver duas células separadas, cada uma

associada a sua propria membrana plasmatica [2].

1.1.4. Regulacao do ciclo celular
1.1.4.1. Regulacio por ciclinas e CDKs (cycline dependent kinases)

O ciclo celular tem de ser extremamente regulado, pois uma falha em seus processos
pode levar a célula a entrar em apoptose e até gerar células tumorais. As células tumorais sao
células abnormais que se dividem numa maneira ndo controlada e até se podem espalhar para
outros tecidos. Por esse motivo, células eucaridticas apresentam uma série de mecanismos que
impedem divisdes celulares incontrolaveis e reparam danos no material genético.

A progressdo das células no ciclo celular ¢ controlada pelas ciclinas que ativam as
enzimas cinases dependentes da ciclina (CDK) [1]. As ciclinas nao tém fung@o enzimatica, mas
possuem os locais de ligagdo que guiam os CDK aos locais subcelulares. Em humanos existe
treze CDKs, dos quais os quatro principais sdo: CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6. Durante o ciclo
celular a concentragdo de CDKs ndo varia muito, mas a concentragdo de ciclinas varia [1]. As

ciclinas formam complexos com CDKs, que comeca a ativar o CDK a qual estdo ligados, mas
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a ativagdo completa também requere a fosforilagdo pela cinase ativadora de CDK (CAK) [1].

A formagao do complexo e ativagao pela CAK resulta na ativagdo completa do CDK.
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Figura 1.1. Variacdo da concentracdo das ciclinas durante o ciclo celular. O vermelho ¢ a
concentracdo da ciclina D. O verde € a concertacao da ciclina E. O azul ¢ a concentracao da
ciclina A. O cor-de-laranja é a concentragdo da ciclina B.

As ciclinas podem ser divididas em quatro classes com base no seu comportamento no
ciclo celular de células somaticas de vertebrados: ciclinas D, ciclinas E, ciclinas A e ciclinas B
[1]. Ciclinas E aumentam no final do G1 e diminuem no inicio da fase S (fig. 1.1). O complexo
CDKZ2-ciclina E comega a induzir os processos iniciais da replicagdo do DNA, principalmente
pelo blogueio de sistemas que impedem a atividade de CDK da fase S em G1 [1]. As ciclinas
também promovem outras atividades para o ciclo celular avangar, como a duplicacdo de
centrossomas. As ciclinas D ndo se comportam como as outras ciclinas, na medida em que as
concentragcdoes aumentam gradualmente, ao longo do ciclo celular com base no crescimento
celular e nos sinais externos da regulacdo do crescimento (fig. 1.1). A presencga das ciclinas D
coordena o crescimento celular com a entrada para um novo ciclo celular. As ciclinas A ligam-
se a CDK2 e o complexo induz diretamente a replicagdo do DNA. O nivel das ciclinas A
permanece elevado, ndo s6 em toda a fase S, mas também no G2 e mitose precoce, para
promover os primeiros eventos da mitose (fig. 1.1) [1]. As concentra¢des de ciclina B
aumentam a medida que a célula comeca a entrar na mitose € as concentracdes atingem o pico
na metafase (fig. 1.1). As alteracdes das células no ciclo celular, como a montagem de fuso
mitdtico e o alinhamento de cromatidios irmaos ao longo dos eixos, sdo induzidas por
complexos de CDK1-ciclina B [1]. O complexo CDK1-ciclina B é chamado como o mitosis
promoting factor (MPF). Para a célula conseguir sair da mitose é necessario a inativagdo do

complexo MPF que tem o inicio durante a anafase.
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1.1.4.2. Regulacio por APC (anaphase promoting complex)

A progressdo do ciclo celular ¢ controlada por degradagdo proteica dos reguladores
especificos nos estadios especificos do ciclo. Um dos primeiros complexos descritos que regula
a degradagdo dos componentes do ciclo celular foi 0 complexo promotor de anafase (APC). O
processo de degradacao por APC ¢ feito por ubiquitinagdo. A ubiquitinacdo envolve a
ubiquitina que ¢ transferida de uma enzima ativadora da ubiquitina (E1), para a enzima que
conjuga a ubiquitina (E2), e finalmente para o substrato [3]. A ligagao final de ubiquitina para
o substrato ¢ feita por ubiquitina ligase E3 neste caso o APC. Apos a ligagdo de substrato com

ubiquitina a degradagdo ocorre por proteasoma 26S [4].

O APC ¢é composto por cerca de 12 subunidades. Os co-fatores que regulam atividade
do APC durante o ciclo celular sao Cdc20 (cell division cycle 20) e Cdh1 (E-Cadherin) [4]. Os
CDKSs e APC regulam um a outro durante o ciclo celular. O Cdc20 s6 associa-Se ao APC quando
os subunidades do segundo estdo fosforilados por cinases mitdticas CDK1 ou Plk1 (Polo-like
kinase 1) [4]. Por outro lado, a interagdo do Cdh1 ndo depende da fosforilagdo do APC. Durante
fase S, G2 e inicio da mitose a fosforilagao do Cdhl por CDK1 ou CDK2 prejudica a interagdo
deste com o APC até os ultimos estadios da mitose. Assim, a atividade dos CDKs determinam
a atividade do APC: ativado por Cdc20 durante inicio e no meio da mitose por causa da grande
atividade dos CDKs, ou ativada por Cdhl durante saida da mitose e fase G1 devido a baixa
atividade de CDKs. Por outro lado, o APC controla atividade dos CDKs marcando as ciclinas
A (durante transi¢do G2/M) ou ciclinas B (durante a transi¢do metafase/anafase) para

degradacdo (fig 1.1) [5].

Uma das fungdes mais conhecidas e possivelmente mais importantes do APC, e de onde
este complexo tem o nome “APC”, ¢ promover anafase. Para haver segregacdo dos
cromossomas tem que haver a degradagdo das coesinas que ligam os cromatideos irmaos (fig.
1.2). Durante a metafase 0 APC-Cdc20 ubiquitila securina, que ¢ o inibidor da separase
(protéase que degrada a coesinas). Apds degradagdo da securina a separase fica ativada e
degrada as coesinas. Esta degradagdao promove anafase, ou seja, migragao dos cromatideos para
os polos dos fusos mitéticos [5]. Ativagdo do APC-Cdc20 ¢ inibida por checkpoint de
montagem do fuso mitético (SAC) até os microtubulos ligam-Se aos cinetocoros dos dois lados

apostos (fig. 1.2).
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Figura 1.2. Regulag@o da anafase e saida da mitose por APC-Cdc20. Durante a prometafase
as proteinas de checkpoint de montagem do fuso mitdtico (SAC) Mad2 e BubR1 sdo
ativados nos cinetocoros que ndo sdo ligados aso microtibulos. Os Mad2 e BubR1 ativados
impedem a capacidade de APC-Cdc20 ubiquitinar as securinas e ciclina B, assim inibindo
anafase e saida de mitose. Durante a metafase quando todos os cinetocoros sdo ligados aos
microtibulos APC-Cdc20 ubiquitila securina e ciclina B, deste modo ativando a protéase
securina e inativando o CDKI1. Separase degrada a coesinas (circulos vermelhos) que
mantem os cromatideos ligados e inicia a segregacdo dos cromatideos. A inativagdo do
CDKI1 permite a saida da mitose. Adaptado [4].

1.1.4.3. Regulacio por CPC (Chromosomal Passenger Complex)

Um dos reguladores importantes do ciclo celular ¢ o CPC (Chromosomal Passenger
Complex). Este complexo ¢ formado por quatro proteinas: Aurora B, INCENP, Borealin e
Survivin. O CPC atua nos diferentes locais e nas diferentes estadias do ciclo celular e ¢
responsavel por: correcao dos erros da ligagao entre microtiibulos e centrossomas, ativagao do
checkpoint de montagem do fuso mitotico (SAC) (ver a frente), construcdo e regulagdo do
aparelho de contragdo que conduz a citocinese.

Das quatro proteinas que constituem o CPC s6 Aurora B tem a fungdo cinética. Para ser
ativada, a Aurora B tem de ligar a INCENP ¢ ap0s essa ligagao tem de ser autofosforilada [6].
Atividade de Aurora B depende da sua localizagdo que ¢ determinada por INCENP, Survivin
e Borealin que ligam-se aos substratos diferentes durante o ciclo celular. Durante primeiros

estadios de mitose o CPC localiza-se no centrémero interior por ligacdo do Survivin e Borealin
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as histonas H3 e H2A [7],[8] onde Aurora B regula a SAC. Aurora B liga-se aos microtubulos
(MT) em crescimento por EB1 (End-Binding Protein 1) que esta associada ao polo positivo
dos microtibulos. Além disso, o INCENP também liga-se diretamente aos microtabulos por
dominio SAH (single a-helix). Estas liga¢des aos microtibulos sdo necessarias para localizagao

do CPC no centrémero interior.

1.1.4.4. Regulacio por checkpoints (Pontos de controlo)

Os checkpoints sao mecanismos que controlam a ordem, a integridade e fidelidade dos
maiores eventos do ciclo celular. Isto inclui o crescimento celular até o tamanho apropriado, a
replicagdo e integridade dos cromossomas, € a sua segregacao precisa na mitose. Muitos destes
mecanismos sao muito conservados entre reinos dos seres vivos. Hoje em dia sdo descritos trés
checkpoints: a) checkpoint de G1, também conhecido por checkpoint de restri¢do ou iniciagao;
b) checkpoint de G2/M; c) checkpoint de metafase ou verificagdo do fuso mitético.

Os checkpoints no G1 e/ou no G2/M servem para controlar o tamanho celular. As
células filhas de tamanho pequeno demoram mais tempo a passar para proxima fase do ciclo
celular em comparagdo com as células filhas maiores [9],[10]. As células pequenas avangam
no ciclo celular depois de atingir tamanho certo. Molecularmente o tamanho celular
corresponde a nivel/quantidade das proteinas envolvidas na progressao das fases G1 e G2/M.

Outro mecanismo que controla o ciclo celular esta ligado aos danos relacionados com
DNA. O ciclo celular para quando a célula deteta os danos do DNA para reparagdo. No caso
em que a reparacao do DNA ¢ impossivel ou demora demasiado tempo, a c€lula pode entrar
em apoptose. Existem varios mecanismos que sdo ativados para reparar diferentes tipos de
danos relacionados com DNA, mas 0 comum objetivo deles ¢ manter os CDKs inativos até a
reparagdo acabar. Diferentes tipos de danos no DNA ativam mecanismos diferentes, mas o
objetivo comum deles todos ¢é ativar a via de Checkpoint Kinase 1 (Chkl). A via Chkl ¢
conservada desde leveduras até humanos e é mais eficaz nas fases S e G2 do que em G1 [11].
Quando o Chk1 esta ativada ela inativa CDK1 e deste modo para a progressao do ciclo celular.

Nos organismos complexos o outro checkpoint relacionado com danos do DNA ¢ o fator
de transcri¢ao p53. Quando o p53 esta ativado ele comega a expressdo dos varios genes,
incluindo inibidores dos CDKs (CKI). Desta forma os CDKs do G1 s@o inibidos € 0 DNA fica
reparado antes de ocorrer replicagdo. O p53 durante todo o ciclo celular consegue controlar a
expressao dos genes [12],[13] e direciona o destino celular alternativo da apoptose ou da

senescéncia [14].
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Durante a fase S, os danos no DNA ativam os mecanismos mencionados anteriormente.
A replicagdo do DNA comega nos locais definidos — origens de replicagdo. Este processo ¢é
epigeneticamente controlado por uma série de proteinas que iniciam a replicacdo. Uma vez
ativadas, estas proteinas tém de ser degradadas quando a replicacdo acabar e para nao haver
outro ciclo de replicagdo. Os possiveis danos do DNA durante a replicagdo cria uma barreira
fisica que impede a replicacdo. Nesta situacdo a maquinaria da replicacdo tem de ser
estabilizada para ndo soltar do DNA onde ndo acabou a replicagdo até a barreira desaparecer.
Quando a replicagdo para, a proteina que faz parte da maquinaria Mrcl (Mediator of the
replication checkpoint) fica ativada e recruta a Chk2. O Chk2 ligado a Mrc1 fica ativado por
fosforilagdo e desta maneira estabiliza a maquinaria até o DNA ficar reparado.

Depois de ocorrer a condensagdo e migragcdo dos cromossomas para o fuso mitdtico €
importante que os cinetocoros ficam ligados aos microtubulos para houver a separacdo dos
cromatideos irmdos. As vezes os microtibulos ligam-se incorretamente aos cinetocoros e as
nossas células t€m mecanismos de reparagdo para estas situagdes, mas isto demora algum
tempo. Este tempo necessario para reparar as ligagdes incorretas ¢ dado por checkpoint de
montagem do fuso mitdtico (SAC) que previne a entrada em anafase até a correta ligagdo entre
microtubulos e cinetocoros. O SAC foi identificado em levaduras e os principais componentes
sdo proteinas da familia Madl, Mad2 (Mitotic-Arrest Deficient) e proteinas Bubl, Bub3 e
BubR1 (Budding Uninhibited by Benzimidazol). O final complexo inibidor consiste em Mad?2
e BubR1-Bub3 ligados a Cdc20 que ¢ ativador do APC (Anaphase Promoting Complex) [15].
Este complexo ¢ chamado mitotic checkpoint complex (MCC) e consegue ligar-se ao APC
inibindo atividade de ligacdo de ubiquitina E3. Desta forma, o MCC inibe a degradacdo da
securina e ciclina B. Além disso, as cinases Aurora B e Mps1 (Monopolar spindle like protein
1) sdo essenciais para a correta funcionalidade do SAC. Aurora B que faz parte do CPC
(Chromosomal Passenger Complex) e esta concentrado do centromero. A agdo cinatica de
Aurora B ¢é necessaria para recrutar o Mps1 para cinetocoro onde ocorre ativagao do Mps1 por
autofosforilagdo. O Mps1 ativado nos cinetocoros recruta complexo Bub1-Bub3 que, por sua
vez, é necessario para recrutamento do Madl-Mad2 que inibem o complexo APC-Cdc20.
Quando ocorre a correta ligagdo dos microtiibulos aos cinetocoros a agdo do Aurora B € inibida
e 0 complexo MCC ¢é removido [16]. Assim 0 APC-Cdc20 ja consegue marcar as securinas e
ciclina B para degradagdo, e libertar a separase que degrada as coesinas. Desta maneira o APC-

Cdc20 promove anafase.
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Figura 1.3. Regulagdo de segregagdo dos cromossomas por SAC. Durante a quebra da
membrana nuclear o SAC fica ativado devido aos cinetocoros ndo ligados aos microttibulos.
O SAC ativado recruta o complexo MCC que liga-se e inibe 0 APC-Cdc20. Durante a
metafase quando todos os cinetocoros ligam-se aos microtubulos o SAC fica desativado
libertando 0 APC-Cdc20 que marca a securina e ciclina B para degradagdo. Esta degradagao
resulta na separagdo dos cromatideos e saida da mitose. Adaptado [16].

1.2. Mitotic Exit Network (MEN)

A MEN ¢ a via de sinaliza¢do que promove a saida da mitose, facilita orientacdo do
fuso mitotico e inicia a citocinese em levedura de brotamento Saccharomyces cerevisiae. A via
MEN ¢ estreitamente relacionada com a SIN (Septation Initiation Network) em levadura de
fissdo e com a via Hippo em mamiferos. Os componentes importantes da via MEN sao Cdcl5
e Dbf2-Mob1 que sao ativados no inicio e no meio da anafase para promover a fungdo de
Cdcl4. A Cdcl4 ¢ uma fosfatase que determina a saida da mitose em S. cerevisiae
neutralizando a atividade de CDK1. Em S. cerevisiae a Cdc14 ¢ essencial para saida de mitose
e 0s mutantes deste gene ficam presos na telofase [17].

Durante a maior parte do ciclo celular o Cdc14 esta localizado e sequestrado dentro do
nucleo onde fica ligado a inibidor Netl. O Net1-Cdc14 junto com o Sir2 formam complexo
RENT (REgulator of Nucleolar silencing and Telophase). Pensou-se que o Cdcl4 estava
inativado quando fazia parte do RENT, mas nos estudos mais recentes foi demostrado que o
Cdc14 tem a fung¢do como a fosfatase na repressao de RNA polimerase II e esta fungdo esta

conservada em humanos [18],[19],[20]. Entretanto, o essencial passo para a saida de mitose €
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a dissociacdo de Cdcl4 do RENT. Durante anafase a separase junto com Zdsl regula
negativamente fosfatase PP2A-Cdc55 (tem fungdo aposta da CDK 1) que permite a fosforilagido
do Netl por CDK1 [21]. A forma fosforilada do Netl tem afinidade baixa para Cdcl4 que
permite a dissocia¢do de Cdc14 do complexo RENT. Desta forma o Cdc14 fica libertado [22].
Esta primeira libertagdo do Cdc14 além de ser regulada por fatores mencionadas anteriormente
também ¢ regulada por Slk19, Spo12, Bnsl, Fobl e Cdc5. Todas estas proteinas fazem parte
da via FEAR (Early Anaphase Release) [23]. O Cdcl4 libertado por via FEAR tem varias
fungdes no inicio da anafase, como a regulacdo da estabilidade do fuso e as forgas dos
microtubulos, controla a correta segregagdo do rDNA e mais importante estimula a via MEN
que leva a maior ativagdo do Cdc14 mais tarde durante anafase [24],[25],[26].

O principal interruptor da via MEN ¢ a GTPase Teml1. A Teml ¢ controlada por Bfal-
Bub2 que é uma GAP (GTPase-Activating Protein) e mantem a Tem1 inativa até fuso mitdtico
ficar corretamente alinhado. A localizagdo do Tem1 junto com o Bfal-Bub2 ¢é assimétrica [27]
e localizam-se no corpo do fuso polar (SPB, Spindle Polar Body) mais velho. Durante a divisdo
células em S. cerevisiae a célula filha acumula o Ltel e a célula mie acumula Kin4. Uma vez
que Kin4 entra na célula filha, o Ltel antagoniza a fungdo do Kin4 [28]. Quando o SPB junto
com o Tem1-Bfal-Bub2 esta localizado na célula mae, o Kin4 fosforila o Bfal. A fosforila¢do
do Bfal por Kin4 impede a fosforilagdo do Bfal por Cdc5 (fig. 1.4. — B) [29]. A fosforilagado
do Bfal por Cdc5 liberta 0 Tem1 [29]. Assim, quando o SPB mais velho esta localizado na
célula mae, o Teml e via MEN estdo inibidos. Quando o SPB entra na célula filha, o Ltel
promove atividade do Cdc5, que por sua vez fosforila Bfal e liberta Tem1 (fig. 1.4. — A) [30].
O Tem1 ligado a GTP (Guanosine TriPhosphate) fica ativado e promove atividade do Cdc15.
Apos ativagdo o Cdcl5 fosforila o Nudl, o componente da placa externa do SPB, e esta
fosforilagdo recruta o Dbf2-Mob1.

O complexo Dbf2-Mob1 fosforila o Netl e liberta Cdc14. Além disso, o Dbf2-Mobl
fosforila o Cdc14 nos locais que sdo responsaveis pela localizagdo nuclear [31]. A fosforilagao
do Cdc14 por Dbf2-Mob1 impede o retorno do Cdc14 para o nucleo. O Cdc14 no citoplasma
defosforila Cdhl e Swi5. As formas fosforiladas do Cdhl e Swi5 ficam retidos no citoplasma,
e as formas defosforiladas migram para o nticleo onde ativam o APC e promovem a expressao
do Sicl [32],[33]. Ativagdo do APC-Cdh1 e acumulagio do Sicl diminuem atividade do CDK1

promovendo, desta maneira, a saida da mitose.
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A fosforilagdo do Netl por Dbf2-Mobl ¢ diretamente inibida por CDK1. O CDK1
fosforila e inativa diretamente o Dbf2-Mob1. O Dbf2-Mobl1 fosforilado ndo consegue entrar

no nucleo para fosforilar o Netl [34].
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ON @ SPB
® Teml

s fuso mitético

Figura 1.4. Desalinhamento do fuso provoca a quebra na assimetria do TemZ1 no corpo
do fuso polar (SPB). A — Quando as células alinham corretamente o fuso mitotico do
eixo da célula mae até célula filha, o Tem1 localiza-se preferencialmente no SPB que
esta localizado dentro da célula filha. A localizagdo do Teml dentro da célula filha
desencadeia MEN por cascata de cinases (Cdcl5, Dbf2-Mobl) que ativa a fosfatase
Cdcl4 e provoca a saida de mitose. O Ltel e Kin4 sdo responsaveis por ativagdo ou
inibicdo da MEN na célula filha e célula mae, respetivamente, e sdo representados em
verde e vermelho. B — Depois de desalinhamento do fuso a localizagdo do Teml fica
simétrica nos dois SPB que leva a inibi¢do do Tem1 por complexo GAP Bub2-Bfal, ou
seja, inibe a saida da mitose. A GAP fica ativa por cinase Kin4, que que neutraliza a
fosforilagdo inibidora do GAP por Cdc5 Adaptado [118].

Os componentes da via MEN além de serem necessarios para a saida da mitose, também
sdo importantes para a citocinese. Foi demostrado que os mutantes de MEN em S. cerevisiae
ndo foram capazes de acabar a citocinese [35],[36] durante varios ciclos celulares resultando
numa cadeia de células com nucleo segregado corretamente, mas com os anéis de actomiosina
descontraidos. O Cdcl5, Cdc5, Cdcl4, Dbf2 e Mobl localizam-se no anel de contragao durante
a citocinese [35],[37],[38]. O Teml ¢ necessario para a contra¢ao do anel de actomiosina ¢

separacao dos anéis de septina [39]. A melhor ligagdo entre a via MEN e citocinese ¢ feita por
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Dbf2-Mobl1 que controlam a proteina Hofl (Homolog Of cdc Fifteen). Nas estadias G1/S o
Hof1 localiza-se no anel da septina até anafase tardia, ¢ migra para 0 anel de actomiosina onde
promove a contragdo do anel e formagdo do septo primario em complexo com Cyk3 e Innl
[40]. Durante a citocinese o Dbf2-Mob1 fosforila o Hofl diminuindo intera¢do com as septinas,
assim facilitando a interacdo com anel de actomiosina, € promove a fungdo na contracdo do
anel de actomiosina [41]. Foi demostrado que o Cdc5 controla o posicionamento e a atividade
de Rhol (RhoA em humanos) que ¢ o regulador da montagem e contragdo do anel de
actomiosina [42] e esta fungdo ¢ conservada em humanos [43]. O Cdc5 regula o Hofl durante

a citocinese por pré-fosforilagdo gerando um local de ligagao para Mob1 [44].

1.3. Avia Hippo

A via Hippo ¢é conservada entre moscas e mamiferos. A via Hippo ¢é responsavel pela
regulacdo do tamanho dos orgdos e possivelmente € responsavel pela saida da mitose e
regulacdo da citocinese.

A via Hippo ¢ nomeada assim por causa de Hippo cinase que foi descoberta em
Drosophila. Nas moscas esta via é composta por Warts, Salvador, Happy, Mats, Yorkie (YKki)
e Scalloped (Sd) enquanto nos mamiferos a via Hippo é mais complexa (fig. 1.5) e é uma das
mais estudadas, porque a desregulacdo desta via leva ao aparecimento dos tumores.

Drosophila Mamiferos

Gpo )(Sav ) (st )@1\ Figura 1.5. A comparagdo dos componentes

_— da via Hippo entre mamiferos e Drosophila.

l l

/ﬁ\\ p—— (—\\ ,/—\\\
[ Wts Mats Lats1/2 )( Mob1

N ( ) C® \7J
Qapras) )

A inativagdo genética na maior parte dos componentes da via Hippo com exce¢do do

Yki e Sd, leva ao sobrecrescimento celular nos olhos, asas e/ou membros [45],[46],[47],[48].
Por outro lado, a inativagdo do Yki reduz o crescimento dos tecidos [49].

A cascata de cinases feita por componentes da via Hippo € responsavel por inibi¢ao do
Yki e Sd (fig. 1.5). Os ortologos de Happy (Hpo) em mamiferos sdo Mstl/2 (Mammalian
Sterile 20-like 1 and 2). As Mst1/2 liga-se a Sav1 (ortdlogo do Salvador em mamiferos) e esta

ligagdo ¢ necessaria para fosforilar e ativar os componentes da via como Savl, MOB1A/B
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(ortdlogos do Mats em mamiferos) e Lats1/2 (Large Tumor Suppressor 1 and 2, ortélogos do
Warts em mamiferos) [50],[51],[52]. As Lats1/2 fosforilados por Mstl1/2 interagem com
MoblA/B fosforilados, e esta interagdo permite a ativagdo dos Latsl1/2 [51],[52]. Foi
demostrado que o0 Nf2 (Neurofibromatosis 2, ortdlogo do Merlin em mamiferos) € responsavel
pelo recrutamento de Mst1/2 e Lats1/2 para membrana plasmatica onde ocorre a fosforilagao e
a ativagao das Lats1/2 por Mstl1/2 [53] (fig. 1.6). As Latsl/2 diretamente fosforilam Yap
(ortdlogo de Yki em mamiferos) ¢ Taz [54],[55]. Os Yap e Taz sao co-ativadores de transcrigdo
que sdo inativados e sequestrados no citoplasma quando sao fosforilados pelas Latsl/2. As
formas ndo fosforilados do Yap e Taz sdo acumulados dentro do nucleo e interagem com a
familia de fatores de transcrigdo TEADI1-4 (ortélogos do Sd em mamiferos) que induzem a
expressao dos genes responsaveis por proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, desta forma
regulando a homeostase dos tecidos e tamanho dos 6rgdos [56],[57],[58] (fig. 1.6). As Lats1/2
também interagem com as proteinas da familia Amot (Angiomotin) [59]. A fosforilagao do
Amot por Latsl/2 aumenta a estabilidade e diminui a afinidade de ligagdo do Amot aos
filamentos da actina (fig. 1.6). A regulagdo do Amot por via Hippo ¢ critica por diferenciacao
dos blastocistos, angiogenese ¢ migragdo celular [59],[60]. Além disso, Amot consegue
interagir diretamente com Yap e localizar-lo na jungao apertada ou no citoesqueleto da actina.
Portanto, Amot consegue limitar agdo do Yap pelos mecanismos dependentes e independentes
do Latsl/2 [61],[62]. Entretanto a interagdo do Amot e via Hippo ndo é conservada
evolutivamente, porque nao foi identificado nenhum ortdlogo do Amot em Drosophila.

Nas jung¢des aderentes, a-catenina forma complexo com 14-3-3 e Yap fosforilado e desta
maneira inativa o Yap [63]. Atividade do Yap ¢ sensivel a rigidez da matriz extracelular, e
pensa-se que Yap ¢ um sensor de mecanotransducdo [64]. Tensdo celular, geometria celular,
distribuicdo celular e fixagdo/separagdo celular também regulam a via Hippo [65],[66]. Em
todos os casos as alteragdes na atividade de Yap e Taz sdo associados a atividade de Rho
GTPase e rearranjo do citoesqueleto da actina (fig. 1.6). Provavelmente, a atividade cinatica
das Lats1/2 ¢ regulada por densidade celular, geometria celular, ligagao celular e ligantes do
GPCR (G protein—coupled receptors) numa maneira dependente de Rho [65],[66],[67],[68]. Os
ligantes do GPCR regulam positivamente ou negativamente os Yap e Taz dependendo da classe
das proteinas G ativadas (fig. 1.6). Os ligantes dos Gaizi13-, Gagii-, € Gaip- promovem
atividade dos Yap e Taz [68], enquanto os ligantes do Gas- inibem suprimem atividade [69].
Além de sinalizagdo do GPCR, o EGF (epidermal growth factor) pode regular a via Hippo [70]
por recetor de EGF (EGFR).
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A polaridade celular também regula a via Hippo. Os Merlin (Mer), Expanded (Ex), e
Kibra que nas células sdo localizados apicalmente, formam o complexo e ativam o Wts (Lats1/2

em mamiferos) [71],[72]. A fungdo deste complexo apical foi conservada em mamiferos. Os
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Figura 1.6. Regulagao da via Hippo. O TEAD1-4 interage com VGL4 que ¢ um repressor
da transcrigdo. Quando Yap e Taz estdo localizados dentro do ntcleo, eles interagem com
TEAD1-4 e outros fatores de transcri¢ao para promover expressdo de genes. Os Yap e Taz
competem com VGL4 pela ligacio a TEADI1-4. A regulagdo do Yap e Taz ¢ feita
principalmente pela fosforilagao por componentes da via Hippo, tais como Mst1/2 e Lats1/2.
Apos fosforilagdo os Yap e Taz ligam-se com 14-3-3 e ficam sequestrados no citoplasma.
Os Yap e Taz localizam-se na jungédo celular apos a interagdo com os componentes da jun¢ao
celular tais como Amot e a-catenina. As cinases da via Hippo sdo regulados pela polaridade
celular, sinalizagdo GPCR e estimulos mecanicos. As alteracdes no citoesqueleto de actina
(por Rho GTPase) € a possivel chave na regulagdo das Lats1/2. Além disso, Amot interage
com Lats1/2 e pode regular o citoesqueleto da actina. Adaptado [119].

13



Estudo da funcao dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose

Nf2 (ortologo do Mer), Kibra, and Willin (ortélogo potencial do Ex) reprimem atividade do
Yap [71],[73].

1.3.1. Semelhanca entre via Hippo e via MEN

Se a sinalizagdo mitotica de Hippo funcionasse de forma semelhante a via MEN de
levedura, as cinases regulados por MOB1A/B tais como Mst1/2-Lats1/2-Ndr1/2 (Nuclear Dbf2-
Related Kinase 1 and 2), que fazem parte da via Hippo e contribuem para progressao do ciclo
celular e biologia centrossomal [74],[75] deviam regular as fosfatases CDC14 em mamiferos
(Cdcl14 em S. cerevisiae), mas ndo ¢ o caso. O CDC14 esta ligado com a via Hippo pela
regulagdo da Kibra [76], que funciona acima de Hippo. Portanto, o CDC14 funciona de maneira
diferente nas células dos mamiferos do que Cdc14 em levedura[77]. Os principais efetores da
via Hippo sao Yap e Taz, que sdo fosforilados e inibidos por Lats1/2 e Ndr1/2. Foi demostrado
que o Yap e Taz promovem expressao de genes que sdo envolvidos no controlo da entrada na
fase S do ciclo celular e mitose [78]. A fosforilagao do Yap e Taz por CDK1 ¢é necessaria para
progressdao normal da mitose. A expressdo dos mutantes da Yap (phospho-mimetic mutant)
provocam defeitos no fuso mitdtico e ma segregacdo dos cromossomas [79], enquanto a
expressdao dos mutantes do Taz (phospho-acceptor mutant) provoca defeitos no fuso mitético e
ma segregagao/alinhamento dos cromossomas [80].

O MOBIA/B consegue interagir com Mstl/2, Lats1/2 e Ndrl/2 que sdo ligados a
regulagdo da mitose, mas por enquanto nao Se sabe pela qual cinase o MOB1A/B tem a fungao
na mitose. E possivel que MOB1A/B interaja por dominio conservado de fosfo-serina/treonina
que contribui para a sinalizagao mitdtica da via Hippo, como foi descrito do Mob1 na via MEN
em leveduras [81].

Além disso, foi demostrado que os MOB1A/B tém uma localizagao especifica durante mitose
e sd0 necessarios para a execugao de citocinese [82].

Um membro comum as duas cascatas de sinalizagdo MEN e Hippo ¢ a proteina Cdc5
que regula a cascata de cinases em levedura e PLK1 (Polo-Like Kinase 1) em mamiferos. Na
mitose 0os componentes da via Hippo Lats1/2 funcionam acima de PLK1, enquanto as NDR1/2
funcionam abaixo de PLK1. As Lats1/2 conseguem indiretamente inibir a fungdao PLK1 por
defosforilagao [83]. Além disso, a fosforilagdo do APC pelas Lats1/2 afeta a ubiquitinagdo do
PLK1 [84]. Portanto as Lats1/2 podem funcionar acima do PLK1 por diferentes mecanismos.

A Ndrl regulada por MOB1A/B controla a orientagdo do fuso mitdtico [85]. A fosforilagao da
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Ndrl por PLK1 interfere com a ligagdo do Ndrl com MOB1A/B, deste modo inibe/restringe
atividade da Ndr1.

Em suma, os componentes da via Hippo Mst1/2, Lats1/2, Ndrl/2, MOB1A/B, Yap e
Taz tém fungdes na regulagio dos diferentes eventos mitdticos. E sugerido que estes
componentes nem sempre sdo interligados numa cascata de sinalizagdo, e podem funcionar
como unidades separadas fora da via Hippo. A via MEN e via Hippo mostram algumas
similaridades na regulagdo dos eventos mitdticos e citocinéticos. Como ja foi mencionado
anteriormente o Cdc14 é o efetor final da via MEN, mas as fosfatases CDC14 em humanos niao
parecem ser o efetor final da via Hippo. Entretanto ainda temos de perceber como a via Hippo
¢ interligada com a mitose. E possivel que o MOB1A/B seja chave para perceber a regulagdo

da mitose por via Hippo.

1.4. A familia dos MOBs
A quantidade das proteinas dos MOBs aumenta com a complexidade do organismo. Por
exemplo, em S. cerevisiae ha duas MOBs: Mobl e Mob2. Enquanto, em humanos ha sete
MOBs: MOB1A, MOB1B, MOB2, MOB3A, MOB3B, MOB3C, MOB4 (phocein). Os MOBs

apresentam grande homologia ao nivel proteico (tab. 1 e 2).

Tabela 1. Comparagdo de homologia proteica entre MOB1A com familia dos MOBs em
humanos.

Gene MOB1B MOB?2 MOB3A MOB3B MOB3C MOB4

Homologia 95% 37% 50% 50% 49% 25%

Tabela 2. Comparagao de homologia proteica entre MOB1A humano e familia dos MOBs entre
outras espécies.

S. cerevisiae Drosophila melanogaster
Gene scMobl scMob2 dMobl dMob?2 dMob3 dMob4
Homologia 48% 35% 86% 34% 51% 24%

O Mobl ¢ um gene evolutivamente conservado com homdlogos em todos os reinos
principais, desde protistas até humanos. O gene na primeira vez foi identificado como uma
proteina de ligagdo a Mps 1 nas leveduras e desta interagao vem o nome — Mps One Binder

(MOB). Os dados iniciais sugeriram que Mobl ¢ essencial para a sobrevivéncia das células e

15



Estudo da funcao dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose

desempenha um papel importante na saida da mitose e citocinese em S. cerevisiae (ver
atras)[86].

Em Drosophila o MOBI1 (dMobl ou Mats) ¢ necessario para controlo da proliferagdo
celular e apoptose. A perda de Mats ¢ letal nas moscas [87]. O Mats é necessario para adequada
segregacdo cromossOmica nos embrides [87]. No entanto, nos mutantes nulos de Mats 0s
checkpoints ndo sdo afetados, ¢ ainda nao se sabe porque a perda de dMobl pode levar a
mitoses aberrantes. Além disso, nos mutantes nulos do Mats em Drosophila o MOB1A humano
consegue recuperar o fenotipo, ou seja, a fungdo do Mats foi conservada em mamiferos [46].

O MOBI nas células humanas ¢ expresso sob duas formas - hMOB1A e hMOB1B que
sdo principalmente proteinas citoplasmaticas. As MOB1A e MOBI1B ao nivel da proteina sao
95% idénticos e podem hiperativar as cinases NDR/LATS quando direcionadas para a
membrana plasmatica de células humanas [88],[89]. Foi demostrado que o MOBIA ¢
localizado nas centrossomas e nos cinetocoros durante prometafase, e participa na duplica¢do
das centrossomas [90]. Nos estudos recentes foi demostrado que na redugdo das proteinas
MOB1A e MOBI1B as centrossomas falham a reunir apds abcissdo, e por outro lado, sobre-
expressdo de um ou de outro diminui o nimero de células com centrossomas separadas [82].
A desativagdo de MOBIA ou MOBIB ¢ suficiente para promover 0 desenvolvimento
cancerigeno nos ratinhos. Os modelos nulos de MOB1A/B nos ratinho ndo sdo viaveis e
morrem nas primeiras fases do desenvolvimento, tal e qual como nas moscas, porém a delegdo
condicional nos ratos adultos causa cancro [91],[92]. Mesmo que o organismo morre, as células
do feto continuam vivas. Os fen6tipos da delegdo do MOB1A/B sdao semelhantes aos da deleg@o

dos seus parceiros de ligagdo Ndrl e Lats1/2 [93].

O Mob2 foi descoberto nas S. cerevisiae e foi mostrado que o0 Mob2 nao ¢ essencial nas
levaduras [86]. Em S. cerevisiae o Mob2 ¢é importante para assimetria das células, as células
maes e células filhas tém destinos distintos, ¢ Cbk1 cinase (segunda cinase Ndr/Lats em S.
cerevisiae) e sua proteina de interagdo Mob2 regulam esta assimetria e o crescimento
polarizado. Na Drosophila o dMob2 tem uma fung¢do que participa no desenvolvimento dos
pelos das asas. Além disso, o dMob2p pode formar um complexo com Trc, e a sobre-expressao
do dMob2 truncado tem o mesmo fenotipo que mutantes do Trc [94]. Nos mamiferos o MOB2
liga-se com o0s Ndrl1/2 cinases, mas ndo com as Lats1/2, e alguma fragdo do MOB2 ¢ detetada
no nucleo das células. O MOB2 liga-se a0 mesmo dominio do Ndr1/2 que o MOBJ1, e esta

ligacdo tem efeito oposto do Mob1. Mais precisamente, experiéncias bioquimicas mostraram
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que MOB2 compete com MOBI1 na ligagdo com o NDR, o complexo MOBI1/Ndr
correspondente a aumento da atividade da cinase Ndr e o complexo MOB2/Ndr associado com
a diminui¢do da atividade cinatica do Ndr [95]. Ainda ndo se sabe a fungdo biologica do
complexo MOB2/Ndr, nem a fungao fisiolégica do MOB2. Recentemente foi demostrado que
nas células humanas a delecdo do MOB2 causa defeitos na proliferagdo celular, precisamente
no bloqueio do ciclo celular na fase G1/S [96]. Além disso, 0 MOB2 ¢ necessario para a

sobrevivéncia das células quando sdo expostos aos agentes que danificam o DNA.

Nos mamiferos MOB3 tem trés formas: MOB3A, MOB3B e MOB3C. Os MOB3A/B/C
sdo principalmente proteinas citoplasmaticas que ndo interagem com Lats1/2 nem com Ndrl/2.
Foi sugerido que o hMOB3 regula a clivagem de Mstl, e essa regulagdo afeta a atividade
apoptotica da cinase. A sobre-expressdo de hMOB3 restringe a clivagem de Mstl e protege
contra a indu¢do da apoptose. Por outro lado, a dele¢do do hMOB3 nas linhas celulares
tumorais da glioblastoma, onde o hMOB3 ¢ sobre-expresso, reduz a clivagem Mstl e
sensibiliza as células para a indugdo da apoptose. Dados até hoje demostram que o hMOB3

pode ser um oncogene [97].

Até hoje ndo houve muitos estudos do MOB4. Sabe-se que nas Drosophila a delegdo
do MOB4 (dMOB4) ¢ letal nas larvas [98]. Esta letalidade pode ser recuperada por introdugio
do MOB4 humano (hMOB4), indicando a conservagdo funcional e ortografica entre espécies.
O dMOB4 tem fungao tnica nos neurdnios pdés-mitdticos na regulagdo e formagado das sinapses,

no transporte axonal e na organizagdo dos microtibulos no sistema nervoso [98],[99].

1.5. Estudo do gene ASPM

O gene ASPM (Abnormal Spindle-like Microcephaly Associated) foi descoberto em
Drosophila (ASP, ortoélogo do ASPM) onde as mutagdes causaram a formagao anormal de fuso
mitotico [100]. As centrossomas ficam separadas do corpo do fuso mitdtico e os microtibulos
do fuso ficam desfocados na auséncia do ASP [101]. O ASP ¢ concentrado nos fusos polares e
esta ligado a extremidade negativa dos microtubulos do fuso [102]. Em Drosophila a delegao
do ASP causa microcefalia que ¢ provocada por mé segregacdo dos cromossomas que esta

associada com os polos mitoticos desfocados [103].

Em humanos, as mutagdes do ASPM e do WD Repeat-Containing Protein 62 (WD62)

sdao duas causas genéticas comuns que levam a metade dos casos da microcefalia. O ASPM e
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WD62 se localizam no centriolo mae e sdo necessarios para recrutar o CENPJ/CPAP/SAS-4 a
zona apical das células [104]. O CENPJ/CPAP/SAS-4 ¢ responsavel por elongagdo e divisdo
normal dos centriolos e centrossomas [105]. Além desta fungdo os estudos mostram que as
células mutantes nulas de SAS-4 ndo possuem centrossomas nem cilio primario [105]. Estas
alteracdes ocorrem em todos os tecidos e ndo s6 nas células neuronais. A delegdo parcial do
ASPM causa ma orientagdo do fuso mitético, falha na citocinese, redugdo do indice mitdtico e
apoptose [106]. O reduzido tamanho do cérebro ¢ o resultado da falha das mitoses neurogénicas,
que consequencialmente levam a reduzido nimero de células no cérebro [104]. O modelo
proposto ¢ que as alteracdes genéticas no ASPM levam as alteragcdes na orientacdo do fuso
mitdtico [106], e s@o estas alteragdes que sdo criticas no cérebro em desenvolvimento. Por
outro lado, a delecdo do ASP nas células de Drosophila em cultura ¢ suficiente para causar os
defeitos no fuso mitdtico, enquanto a delecio do ASPM nas células humanas em cultura ndo

causa defeitos mitoticos [107].

Para aprofundar os estudos do ASPM no nosso grupo foram criados alelos de
Drosophila nulos para o gene ASP (ASPM em humanos). Além disso, decidiu-se fazer a
dele¢do do ASPM nas células HeLa e RPE-I (células humanas) por CRISPR (ver a frente). Os
resultados obtidos nas moscas e nas células humanas permitem uma base solida para tirar as
conclusdes sobre as fun¢des do ASP/ASPM. Os resultados obtidos in vitro na cultura de células
podem diferir do organismo vivo. Por isto, ¢ importante confirmar os resultados obtidos no

organismo Vivo, N0 NOSSO caso seriam as moscas.

1.6. [Engenharia genética

A engenharia genémica nasceu na década 1970, tendo sido demostrado que o DNA
exogeno pode ser absorvido por levaduras ou bactérias e integra-se aleatoriamente no genoma.
Os trabalhos subsequentes demostraram que esse processo também pode ocorrer de forma
direcionada. A microinje¢do do DNA dentro do nucleo de uma célula estimula a recombinagéo
homologa da célula. Nos anos 80 foi introduzido a Cre-loxP (fig. 1.7) recombinagdo, que € uma
técnica de recombinase especifica localizada, usada para realizar delegdes, insercgoes,
translocagdes e inversdes em locais especificos no DNA das células. O Cre-lox ¢ uma
tecnologia que pode ser usada para induzir eventos de recombinagdo especificos na zona do
genoma escolhida. O sistema consiste em dois componentes derivados do bacteriofago P1: a

recombinase Cre e um local de reconhecimento loxP. O bacteridfago P1 usa esses componentes
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como parte do seu ciclo de vida natural e os investigadores adaptaram os componentes deste
virus para uso na manipulacdo do genoma. Os locais do loxP sdo longas sequéncias de
reconhecimento de 34 pares de bases constituidos por duas longas repeti¢cdes palindromicas de
13 pb separadas por uma sequéncia central que ¢ um espagador assimétrico de 8 pb. A

assimetria do espacador da a direccionalidade local do loxP.

Inversao Delecao Translocacio
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Figura 1.7. Possiveis manipulagdes de DNA com Cre-lox. Inversao: se os locais de loxP
estdo na mesma cadeia de DNA e estdo em orientagdes opostas, a recombinagdo resulta
numa inversao ¢ a regido do DNA entre os locais loxP ¢ revertida. Delecao: se os locais de
loxP sdo orientados no mesmo sentido, a sequéncia entre os locais loxP é excisada como um
pedaco circular de DNA (e que ndo ¢ mantida). Translocagdo: se os locais de loxP estdo em
moléculas de DNA separadas (cromossomas diferentes), um evento de translocacao ¢ gerado
nos locais loxP.

Em geral, a edi¢do precisa do DNA e requer a agdo de uma maquina molecular
composta por duas partes principais: um dominio de ligagdo ao DNA que reconhece o local
especifico na genoma e um dominio efector que permite a clivagem do DNA. A criacdo de
uma corte de cadeia dupla (DBS — double-strand break) num local especifico usando uma
endonuclease pode estimular a via de reparacdo do DNA e pode aumentar consideravelmente
a taxa de modificacdo do gene no local especifico.

O componente principal da engenharia gendomica ¢ a recombinagdo homologa que
naturalmente ocorre em baixa frequéncia, que por sua vez limita bastante a eficiéncia da edigao.
Para resolver esta limitagdo em 1985 Oliver Smithies et. al. usaram a fungio das endonucleases
in vitro e in vivo para criar cortes de cadeia dupla do DNA. Quando sdo apontadas num locus
estas enzima cortam o DNA, que por sua vez, forga a célula reparar o corte de cadeia dupla por

Non-homologous end joining (NHEJ) ou homology-directed repair (HDR) (fig. 1.8). O NHEJ
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acorre com a maior frequéncia que HDR, mas tem maior erro associado a reparacao do DNA.
O NHEJ ocorre quando o modelo da reparacdo ndo ¢ fornecido e os erros associados
frequentemente levam as mutagdes inativantes. No caso do HDR, o modelo de reparagdo usado
leva as modificagdes gendmicas desejadas permitindo uma edicdo muito precisa. Além de
introduzir mutagdes pontuais ou os locais de recombinagdo, os modelos de reparagdao também

podem ser usados para introduzir um gene de interesse em um determinado locus.
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Figura 1.8. Esquema simplificada de tipos de reparagao do DNA induzidos por quebras de
cadeia dupla. Vermelho tragado — dele¢des do tamanho varidvel. Verde — inser¢des do
tamanho variavel. Azul — modelo do doador (template).

Os primeiros nucleases eficientes e direcionadas sao os Zinc Fingers Nucleases (ZFN).
Os ZFN sao uma classe de proteinas desenhadas para ligar especialmente a0 DNA e induzir os
cortes de cadeia dupla. Os ZFN s3o compostos por duas unidades funcionas (fig. 1.9). A
primeira unidade ¢ responsavel pela ligagao a0 DNA e ¢ composto por dois dominios de ligagado
onde cada um reconhece 6 pb. Os dois mddulos de ZFN sao ligados para criar uma proteina
especifica de menor ou igual a 24 pb. A segunda unidade ¢ responsavel pelo corte de cadeia
dupla e ¢ composto de duas subunidades de nuclease Fokl. Quando os dois dominios de ZFN

sdo ligados ¢ criado um par muito especifico de tesoura gendmica.
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b) Dominio do
corte do DNA

a) Dominio de
ligacdo a DNA

Figura 1.9. Representac@o do Zinc Fingers Nucleases. Um ZFN hibrida com 3 nucleo6tidos
da sequéncia genomica. Para aumentar especificidade usam-se dois ZFN com parte de Fokl
em cada ZFN. A a¢ao do nuclease ¢ adquirida ap6s de sobreposi¢ao de duas subunidades
de Fokl.

Um dos maiores problemas de uso dos ZFN ¢ a sua complexidade na produ¢do. Um
cientista experiente demora a volta de seis semanas para sintetizar os ZFN de interesse. Por
outro lado, os ZFN sdo muito especificos na ligagdo a0 DNA, que diminui a probabilidade de
ter efeitos de offtarget.

Depois dos ZFN, foram descobertas as Transcription activator-like effector nucleases
(TALEN). Os TALEN substituiram rapidamente os ZFN por causa da sua sintese mais facil.
Os TALEN sao compostos por duas unidades (fig. 1.10) tal como os ZFN. A primeira unidade
Transcription activator—like (TAL) é responsavel pela ligagdo a0 DNA. O TAL ¢ composto por
repetigdes de 33-35 aminoacidos. Estas repeticdes diferem uma de outro por 2 aminoacidos
localizados na 12% e 13* posicao e estas variacdes definem o acido nucleico a qual o TAL hibrida

e chamam-se repeat-variable di-residue (RVD). E a segunda unidade FoklI é responsavel pelo

TALEN Esquerdo TALEN Direito

Figura 1.10. A TAL effector nuclease (TALEN). O principio do funcionamento ¢
parecido a ZFN. Os RVD que determinam o acido nucleico a qual TAL se liga: HD liga
a citosina, NI liga a adenina, NG liga a timina e NN liga a guanina e a adenina.
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corte de cadeia dupla. Em comparacdo com os ZFN 0s TALEN sdo conhecidos pela facil
producdo. A producdo de plasmideo do TALEN para transfeccdo demora trés dias.

Quando se pensou que a engenharia gendémica ndo conseguiu melhorar, veio a técnica
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9 (CRISPR/Cas9). O CRISPR
¢ um componente importante do sistema imunitario bacteriano que permite que as bactérias se
lembrem e destruam os fagos. Em aplicacdes de engenharia gendmica, a endonuclease Cas9 ¢
direcionada pela sequéncia de guia RNA (gRNA) para um determinado locus, onde induz um
corte de cadeia dupla. Como os ZFNs e TALENSs, o CRISPR/Cas9 emprega HDR, mas 0 uso
de RNA para especificar edi¢do torna o sistema mais barato e menos demorado, bem como
mais preciso e escalavel.

O sistema CRISPR/Cas9 usa uma endonuclease nao especifica Cas9 para cortar o
genoma e um pequeno RNA (gRNA) para guiar esta nuclease para um local de corte definido
por utilizador. Os sistemas nativos de CRISPR nas bactérias possuem uma variedade de
enzimas responsaveis pelo processamento de DNA estranho, bem como os gRNA necessarios
para a funcdo de endonuclease (fig. 1.11). Quando usado para edi¢do gendmica a iinica proteina
CRISPR requerida ¢ a endonuclease Cas9. O Cas9 possui todos os componentes necessarios
para ligar a gRNA, ligar a sequéncia do DNA alvo e fazer o corte de cadeia dupla. O Gnico
requisito de CRISPR para haver um corte de cadeia dupla é a presenga de sequéncia
Protospacer Adjacent Motif (PAM) no DNA imediatamente a jusante (3”) do local do alvo de
gRNA. Na auséncia do gRNA ou de uma sequéncia PAM, Cas9 nao ira ligar nem cortar a
sequéncia alvo.

Quando o sistema CRISPR/Cas9 ¢ usado, esta cria cortes de cadeia dupla nos locais do
genoma que hibridam com gRNA. Como as células humanas sdo diploides, ha uma grande
probabilidade que as alteragdes desejadas ocorram s6 num dos alelos. Isto quer dizer, que
depois de haver a reparacdo do DNA numa colonia de células pode haver trés tipos de células.
O primeiro tipo sdo células sem alteracdes no genoma, porque o sistema de reparacao
funcionou perfeitamente. O segundo tipo sdo as células que tém alteracdes s6 num dos alelos.
E terceiro tipo sdo as células que tém alteragdo bi-alelica, ou seja, nos dois alelos.

Para melhorar a sele¢do usa-se 0 sistema CRISPR/Cas9 com o plasmideo HDR que
serve como um doador de sequéncia que as células podem usar para reparagdo precisa do
genoma. Por outras palavras, quando ocorre 0 DSB as células podem usar a sequéncia doador
em vez de alelo homologo. Claro que as sequéncias HDR vao competir com a sequéncia do

DNA homologa, mas as células s6 t€ém duas copias da regido genomica, onde depois de
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transfec¢do dentro da célula pode haver centenas de copias de HDR. Para as células usarem o
HDR como o modelo de reparagao, estas tém de ter grande homologia. Para tal, adicionam-se

os bragos homoélogos (homology arms) no minimo de 100 bp nas extremidades 5" ¢ 3" do HDR.
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Figura 1.11. Sistema CRISPR/Cas9. O Cas9 consegue desenrolar e abrir o DNA para o
gRNA hibridar com a sequéncia alvo. A sequéncia do PAM ¢ 5-NGG-3" e esta
localizada depois do local da hibridagdo do gRNA.

Além de criar mutagdes pontuais por inser¢do de HDR, também podemos inserir ou
tirar as sequéncias do DNA do genoma. Para facilitar a sele¢do dos clones onde ocorreu a
alteracao desejada ¢ muito comum inserir na sequéncia do HDR o0s genes que codificam para
a resisténcia contra uma droga e/ou um marcador fluorescente. Quando ocorre alteragdo
genomica desejada, a célula comega a expressar os genes da resisténcia e fluorescéncia. Assim,
pode-se incubar as células com uma droga que causa a morte das células sem gene de
resisténcia, ou selecionar as células que tém sinal fluorescente. Estes métodos excluem as
c¢lulas onde ndo ocorreram nenhumas alteragdes genéticas. Este método nao € perfeito, porque
ndo consegue selecionar as células onde ocorreram alteragdes mono-alelicas das bi-alelicas.
Para resolver este problema ¢ necessario ver o genoma das células alteradas. O método mais
comum ¢ 0 uso de PCR e/ou sequenciagdo do local manipulado da genoma. Desenham-se 0s
primers a volta da regido manipulada, ou um primer que fica fora da regido e um que hibrida

na sequéncia inserida por HDR.
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Este trabalho teve como objetivo analisar possiveis diferengas nas fungdes da MOB1A
e da MOBI1B usando a técnica CRISPR/Cas9 em células humanas. O passo da delecdo dos
genes foi previamente feito por membros do nosso grupo. O meu trabalho consistiu na selegao

dos clones nulos e caracterizagao dos fenotipos para os genes MOB1A ¢ MOBI1B.

Simultaneamente, houve um mini-projeto paralelo do gene ASP (ASPM) onde o
objetivo foi a caracterizacao dos fendtipos durante mitose e citocinese nas células do cérebro

de Drosophila e células humanas em cultura.
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2.Materiais € Métodos

Todos os clones criados com técnica CRISPR pela transfec¢do das células HeLa que
foram analisados neste estudo foram criados e selecionados pela Claudia Florindo e pelo
Ricardo Furtado.

2.1. Congelamento das células

Para guardar as linhas criadas e selecionadas essas foram congeladas e guardadas a -
80°C em solugao congelante (10% DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma), 10% SFB (Soro Fetal
Bovino, Gibco® Life Tecnologies) em 1x tampao fosfato salino (PBS) pH 7.4 (Gibco® Life
Tecnologies, sem CaCl, e sem MgCl>) e 10% de meio DMEM completo (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium - Gibco® Life Tecnologies)). Dentro da camara de fluxo laminar
ThermoScientific MSC Advantage as placas de cultura das células que tinham a confluéncia
cerca de 80-90% foram lavadas com 1x PBS pH 7.4 duas vezes e a seguir foi adicionada
tripsina-EDTA 0.5% (acido etilenodiamino tetra-acético) a fungdo da qual é a clivagem das
proteinas envolvidas na adesdo das células a superficie saltando-as e desagregando-as das
superficies das placas de cultura das células. Estas placas com a tripsina incubaram-se 3-5
minutos a 37°C na incubadora ThermoScientific e a seguir observaram-se a microscopio para
garantir que todas as células se encontravam em suspensao. No passo seguinte foi adicionado
o meio completo DMEM as células para diluir a tripsina e todo o contetdo foi passado a um
tubo Falcon 50ml (VWR®). A seguir, os tubos de Falcon com a células foram centrifugadas a
1000 rpm (rotagdes por minuto) na centrifugadora (HiMac GT6EL) durante 5 minutos.
Entretanto foram preparados e identificados os tubos de criopreservacao (VWR) nos quais foi
apontado o nome da linha celular, a data de congelamento, o nome do operador ¢ o nimero das
células ou numero de passagens efetuadas. Apos a centrifugacao as células ficavam colados a
fundo do tubo, o sobrenadante foi tirado e as células foram resuspendidas em solugao
congelante. O contetido foi dividido entre os tubos de criopreservagdao (I ml por tubo) e
imediatamente foram colocados em gelo durante 15 minutos. Depois 0s tubos de
criopreservacao foram enrolados muito bem em papel laboratorial e colocados no congelador
(ThermoScientific) a -80°C durante 1 dia. No dia seguinte, os tubos de criopreservagao foram
colocados numa caixa e guardadas a -80°C até o analise das seguintes. Este processo foi feito
lentamente com adicdo de DMSO para impedir a formagao de cristais de agua dentro das
células. O DMSO serve como um anticongelante garantindo a lenta desidratagdo diminuindo a

ruptura das células durante o processo da congelacdo.
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2.2. Manutencio das linhas celulares

Devido a crescimento e expansdo celular essas t€ém de ser passadas para novas placas
de cultura das células com a troca do meio da cultura das células. Durante o crescimento as
células fazem o metabolismo que faz com que o meio onde as células crescem fica mais acido
que por sua vez leva a alteragdo da cor do meio, de vermelho para laranja/amarelo, por causa
da presenga de vermelho do fenol que ¢ um indicador de pH.

As células foram mantidas nao placas de cultura das células de 60 mm na incubadora a
37°C, 21% de oxigénio e 5% de dioxido de carbono. Em caso de necessidade de maior nimero
de células para analise as seguintes foram crescidas nas placas de 100mm. As células foram
observadas todos os dias para ver a confluéncia. Quando as células chegavam a 80% de
confluéncia nestas foi feita a passagem para novas placas. Antes de comecar a passagem das
células a camara de fluxo laminar foi ligada 15 minutos antes de qualquer manipulacdo dentro
e o PBS, meio de cultura das células e a tripsina foram aquecidos a 37°C em banho maria
durante 15 minutos. Todo o material e reagentes tém de ser estéreis (autoclavados, filtrados ou
passados por alcool 70%). O processo de passagem comegou pela aspiragdo do meio de cultura
das células antigo e com duas lavagens com PBS para tirar os restos do meio e as células mortas.

Apos a lavagem colocou-se 0.5 ml ou 1.5 ml de tripsina-EDTA 0.5% nas placas de 60 mm ou
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Figura 2.1. Contagem das células na camara de Neubawer. A contagem foi feita contando
as células dentro do quadrado do meio de 1 mm? de 4rea.
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100 mm respetivamente e incubou-se 3-5 minutos dentro da camara a 37°C. A seguir, as células
foram observadas no microscopio para garantir a desagregagao do fundo das placas e entre elas
proprias. Adicionou-se 0 meio da cultura para diluir a tripsina. No caso em que era necessario,
as células foram contadas numa camara de Neubawer. As células forma bem resuspendidas em
meio e pipetou-se 10 pl do meio com células para a cAmara de Neubawer 0.0025 mm?. Depois
da contagem das células no microscopio as células foram passadas em quantidade desejada
para as novas placas com adi¢ao do meio da cultura novo no volume final de 5 ml para as placas
de 6 Omm e 10 ml para as placas de 100 mm. No final as placas foram agitadas lentamente em
varias diregdes para garantir o espalhamento homogéneo das células e depois as placas foram

colocadas na incubadora a 37°C, 21% de oxigénio e 5% de didxido de carbono.

2.3. Descongelamento das células

Antes de comegar os descongelamentos das células os reagentes foram aquecidos a 37°C
em banho maria e a camara de fluxo laminar foi ligada 15 minutos antes. Todas as células dos
clones criados e selecionadas por Ricardo Furtado e Claudia Florindo foram guardadas a -80°C.
Para descongelamento os crio-tubos que continham as células foram rapidamente aquecidos a
37°C em banho-maria. A seguir, estes tubos foram centrifugados a 1000 rpm durante 5 min.
Dentro da cdmara do fluxo laminar o sobrenadante foi rapidamente tirado e as células foram
resuspendidas em DMEM completo e rapidamente semeadas nas placas de cultura das células.
Este processo tem de ser realizado rapidamente porque o DMSO ¢ toxico para as células. No
final, as células foram colocadas na incubadora a 37°C, 21% de oxigénio e 5% de didxido de

carbono. No dia seguinte, o meio foi trocado para tirar as células mortas e os restos do DMSO.

2.4. Preparacio de lisados proteicos
Para preparar os lisados proteicos ou de DNA as células foram semeadas nas placas de
60 ou 100mm (dependendo da quantidade desejada) até terem no minimo 80% de confluéncia.
Quando era necessario as cé€lulas foram quantificadas antes de fazer lise celular como foi
anteriormente descrito numa camara de Neubawer.
Na preparagao de lisados proteicos sem quantificagdo tirou-se 0 meio de cultura das
placas e essas foram lavadas duas vezes com PBS para tirar os restos do meio e as células
mortas. Depois, pipetou-se o tampao de lise (100 mM NaF, 1 mM NaVOs, 1% Triton X-100,

1x PBS) nas placas com adi¢do de 1x inibidor de protéases completo (Roche) para impedir a
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degradagdo das proteinas (200ul para as placas de 60mm e 500 pl para as placas de 100mm).
Com um raspador, raspou-se toda a superficie da placa e o lisado obtido pipetou-se para um
tubo de microcentrifugacdo e colocou-se no gelo durante 30 minutos. A seguir, 0s tubos foram
centrifugados na centrifuga refrigerada (VWR HiMac CT15RE) a uma velocidade maxima
(21500 g) durante 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, 0 sobrenadante foi pipetado para o
novo tubo de centrifugacdo e foi adicionado, em volume igual a lisado, o Loading Buffer 4x
(50 mM Tris-HCI pH 6.8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,1%, SDS 2%, 100mM -
Mercaptoethanol). Os tubos com a amostra e 0 Loading buffer foram fervidas a 95°C durante
5 minutos para desnaturar as proteinas e a seguir os tubos foram colocados no gelo. Em caso
de grande viscosidade das amostras, devido a presenga de moléculas de DNA, estas foram
vortigadas.

Nas experiéncias onde foi necessario ter niveis proteicos normalizado foi feita a
contagem das células para garantir o numero das células igual de todos os clones e do controlo.
Para tal objetivo, depois das lavagens com PBS descritas anteriormente foi adicionada a
tripsina. Passando 5 minutos as células foram resuspendidas em 3 ml de meio de cultura das
células e foram contadas. A seguir a quantidade necessaria foi pipetada para os tubos de Falcon
15 ml. Os tubos foram centrifugados durante 5 minutos a 1000 rpm e o sobrenadante foi
descartado. As células foram resuspendidas em 1 ml de PBS e passadas para o tubo de
microcentrifugacdo com a seguinte centrifugacdo a 1000 rpm 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 200 pl de tampdo de lise por 10° de células. Os proximos passos

sdo iguais da preparacao de lisado descrita anteriormente.

2.5. Extracao e purificacao do DNA

Para extrair o DNA das células tirou-se 0 meio de cultura das placas e essas foram
lavadas duas vezes com PBS para tirar 0s restos do meio e as células mortas. Depois, pipetou-
se o tampao de lise (50 mM KCI, 1.5 mM MgCl12, 10 mM Tris-HCI pH 8.5, 0.45% NP-40,
0.45% Tween-20). Com o raspador raspou-se a superficie toda e o lisado foi passado para 0
tubo de microcentrifugagdo. Adicionou-se Proteinase K (Sigma) na concentragdo final de
100ug/ml para degradar as proteinas coladas ao DNA. O lisado foi deixado 10 minutos a
temperatura ambiente e a seguir os tubos foram colocados em banho seco (ThermoFisher) a
55°C durante 3 horas e foram agitados periodicamente. A seguir, 0s tubos foram colocados no

banho seco a 95 °C durante 20 minutos para desativar a proteinase K. Depois os tubos foram
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centrifugados a 16000 g durante 1 minuto para precipitar os compostos insoliveis e o
sobrenadante foi usado para analise no PCR.

Em caso de necessidade o0 DNA ainda foi purificado. Para isto depois de ultimo passo
adicionou-se fenol-cloroformio-alcool isoamilico (49.5:49.5:1, Sigma) no volume igual da
amostra. A seguir os tubos foram vortigadas até formar emulsdo branca e foram centrifugadas
a 16000 g durante 2 minutos para separar as fases. Apos a centrifugagao, devia-se formar trés
camadas — fase aquosa (em cima), fase oleosa (por baixo) e camada de proteinas entre outras
duas camadas. Transferiu-se cuidadosamente a camada aquosa para um novo e adicionou-se 0
cloroférmio no volume igual da amostra, vorticou-se durante 5 segundos e centrifugou-se
durante alguns segundos. Como o fenol é pouco soluvel em agua e muito soluvel em
cloroférmio este passo permite tirar os restos do fenol da amostra. A seguir, transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo de microcentrifugacao e adicionou-se isopropanol no volume
igual ao da amostra. Os tubos foram agitados suavemente e colocados em gelo durante 10
minutos para aumentar a precipitagio do DNA. Apds este processo, 0S tubos foram
centrifugados a 13200 g a 4°C durante 15 minutos. No fundo dos tubos devia-se formar um
pellet branco. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 2 vezes com etanol 70%.
Quando o pellet descolava-se do fundo, os tubos foram novamente centrifugados a 13200 g
durante 5 minutos. Apos a lavagem, 0 sobrenadante descartava-se e os tubos foram deixadas
na banca com tampa aberta para que o alcool evaporava-se. No final, o pellet foi resuspendido
em tampao Tris-EDTA pH 8.5 ou em agua MilliQ (Millipore) e deixado durante a noite no
frigorifico a 4°C para solubilizar o DNA.

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blotting

Western-blot é uma técnica muito importante e uma das mais usadas na biologia celular
e molecular que permite identificar proteinas especificas a partir de uma mistura complexa de
proteinas extraidas das células. Esta técnica ¢ constituida por trés passos: separacdo das
proteinas por peso molecular num gel de acrilamida, transferéncia destas proteinas para um
suporte solido (geralmente membranas de nitrocelulose ou PVDF) e imunodetec¢ao com os
anticorpos primario e secundario para visualizagdo a proteina de interesse.

A separagdo das proteinas ¢ feita pelo eletroforese no gel de acrilamida pois foi esse 0
protocolo estabelecido no nosso laboratorio. Assim, foram utilizados o tampao Tris-HCI 1 M
apH 6.8, Tris-HC1 1.5 M pH 8.8, solugao de acrilamida a 30% (acrilamida:bis-acrilamida 29:1,

Biorad), SDS (Dodecil sulfato de sddio) a 10% que rompe as ligagdes ndo-covalentes das
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proteinas, causando a sua desnaturacdo, deste modo, a separagdo nao ¢ influenciada pelas
formas estruturais distintas entre as proteinas e faz com que estas adquiram a carga negativa
permitindo a separagdo proteica a resposta ao impulso elétrico, agua destilada (dH20), PSA
(persulfato de amodnia) a 10% que ¢ um agente oxidante que fornece os radicais livres para
iniciar a reacdo de cadeia da polimerizagdo de acrilamida:bis-acrilamida, TEMED
(Tetramethylethylenediamine, Sigma) que acelera a formagdo de radicais livres a partir de
persulfato assim catalisando a polimerizacdo. Desta forma, ocorre a polimerizagdo de
acrilamida formando um gel poroso que permite a separagdo de proteinas pelo seu peso
molecular, as proteinas com pequeno peso molecular correm no gel mais rapidamente do que
as proteinas maiores.

O gel de acrilamida ¢ dividido em duas partes: gel de concentracdo e gel de resolucdo.
As receitas para estes géis sdo iguais, apenas a concentra¢ao final de acrilamida e o tampao que
se usava foram diferentes — Anexo I. No gel de concentragdo usa-se o tampao Tris-HCI com
pH 6.8 enquanto o pH do tampao de corrida ¢ 8.3, esta diferenga permite aos anides da glicina
e aos anides de cloreto empacotar e juntar as proteinas antes que eles entrem no gel de
resolugdo, onde elas iniciam a corrida ao mesmo tempo. O gel de concentracdo usado foi de
5% de acrilamida e a percentagem de acrilamida no gel de resolucdo variava consoante a
proteina em estudo (entre 8% e 15%). Depois de limpar e montar o suporte (Biorad) pipetou-
se o gel de resolugdo que foi coberto por camada de dH20 para impedir a passagem do oxigénio
que ¢ um inibidor de polimerizagdo e deixou-se polimerizar durante meia hora. A seguir tirou-
se a agua e pipetou-se o gel de concentracdo por cima do gel de resolucdo e introduziu-se 0
pente para formar os pogos deixando polimerizar durante meia hora. Preparou-se 0 tanque de
corrida com o tampao de corrida. Depois de colocar o gel no tanque tirou-Se 0 pente e lavaram-
se 0s pogos com O tampdo para tirar os restos de acrilamida que polimerizou. Pipetou-se 0
marcador do peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific)
e as amostras previamente preparadas para carregamento no gel. A quantidade de amostra
pipetada variava da grossura do gel (entre 10 pul e 40 ul).

Para a eletroforese aplicou-se uma corrente de 15 mA, por cada gel no tanque,
permitindo a passagem das amostras no gel de corrida. até 30 mA no gel de corrida. Apds a
entrada das amostras no gel de corrida a corrente foi aumentada para 30 mA por cada gel até o

fim da corrida.
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Uma vez separadas pelo peso molecular as proteinas t€ém de ser transferidas para a
membrana PVDF (Polyvinylidene fluoride) 0.2 um (GE Healthcare Life Sciencies) que
representam uma copia do gel e onde permanecem imobilizados para a seguinte analise. Para
a transferéncia foi montado uma “sandwich” numa cassete de montagem onde o gel coloca-se
junto a membrana de PVDF (previamente ativada em metanol, reidratada e equilibrada em
tampdo de transferéncia), envolvidos em papel Whatman e esponjas como ¢ representado na

figura 2.2.

Esponja

Papel de filtro
Membrana de

PVDF
Gel

Papel de filtro
Esponja

Figura 2.2. Esquema da montagem de uma sandwich da transferéncia no tanque.

Apds a montagem da cassete, esta foi colocada no tanque, certificando que a membrana
estad localizada no polo positivo, e adicionou-se o tampao de transferéncia (sem metanol e sem
SDS) fresco e colocou-se uma placa de gelo. A corrente que foi aplicada variou dependendo de
proteina em estudo (250 mA ou 500 mA) durante uma hora.

Terminando a corrida, a membrana foi bloqueada com leite em p6 magro 10% em TBS-
T (tampdo Tris salino — Tween-20 0.05%) durante 1 hora, a temperatura ambiente com a suave
agitacdo para impedir a ligacdo inespecifica dos anticorpos a membrana. Apds o bloqueamento
da membrana, esta foi lavada 3 vezes de 5 minutos com leite em p6 magro 1% em TBS-T. A
membrana foi incubada com anticorpo primario diluido em TBS-T com leite em p6 magro 1%
ou BSA (albumina de soro bovino) 5% entre 1 hora ou durante a noite a temperatura do
ambiente ou a 4°C respetivamente. Ap0Os a incubagdo com anticorpo primario foram feitas mais
3 lavagens de 5 minutos com leite em p6 magro 1% em TBS-T e a seguir a membrana foi

incubada com anticorpo secundario conjugado a HRP (Horseradish peroxidase) especifico
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para o animal no qual foi produzido o anticorpo primario. Incubou-se durante 1 hora a
temperatura do ambiente e fizeram-se mais lavagens 3 vezes como previamente descrito, outra
lavagem s6 com TBS-T e a ultima com TBS durante 5 minutos.

Para visualizar as bandas, a membrana foi incubada 1 minuto com a solu¢do ECL
(enhanced chemiluminescence) misturada com peroxido de hidrogénio e numa sala escura foi

revelada num filme (GE Healthcare Life Sciencies).

Tabela 2.1. Lista de anticorpos primarios utilizados

Anticorpos Primarios

Anticorpo Descricao e Referéncia Fornecedor
ASPM K-17 Cabra, 1gG sc-48883 SantaCruz Biotech
ASPM K-18 Cabra, 1gG sc-48884 SantaCruz Biotech
a-Tubulina DM1A Ratinho, 1gG T6199 SigmaAldrich
MOBK4B (MOB1A) Coelho, IgG ab199908 Abcam
B-Tubulina 2.1 Ratinho, 1gG T4026 SigmaAldrich

Tabela 2.2. Lista dos anticorpos secundarios utilizados

Anticorpos Secundario

Anticorpo Descricio e Referéncia Fornecedor
Anti-ratinho Alexa594 IF Cabra, ab150116 Abcam
Anti-coelho-HRP Cabra, 1gG #111-035-144 Jackson
ImmunoResearch
Anti-ratinho Alexa594 Cabra, 1gG #A11032 Invitrogen
Anti-cabra-HRP Coelho, A5420 Sigma
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2.7. Miniprep dos plasmideos e extracdo do DNA de agarose

Para aumentar a quantidade dos plasmideos do CRISPR/Cas9 foram transfetadas as
células competentes de Escherichia coli, que foram previamente preparadas e congeladas a -
80°C pela Claudia Florindo. Todos os procedimentos com as bactérias foram feitos a volta do
bico de Bunsen no ambiente, materiais e reagentes estéreis. Antes da transfeccao, prepararam-
se as placas de Petri com meio LB (Lysogeny Broth) contendo o antibidtico (ampicilina).
Derreteu-se 0 agar com LB sem deixa-lo ferver e adicionou-se ampicilina numa concentragdo
final de 100 pg/ml. O agar foi espalhado por varias placas de Petri e deixou-se a solidificar. As
células competentes tratadas com CaCl, foram descongeladas e adicionou-se 2 ul do DNA
(plasmideos de interesse) deixando no gelo 20 minutos para deixar os ides de Calcio neutralizar
amembrana e 0 DNA que tém a carga negativa. Depois, as células foram submetidas ao choque
térmico. As células foram colocadas no banho maria a 42°C durante 45 segundos para alterar a
fluidez da membrana que, por sua vez, aumenta a eficiéncia da transfec¢cdo. Apos 0 choque
térmico as células foram colocadas no gelo durante 3 minutos e ,a seguir, adicionou-se 400 pl
do meio LB sem antibiotico, deixando incubar na camara a 37°C com agitagdo durante 30-60
minutos. Depois da incubagdo, pipetaram-se e espalharam-se 100 pl do meio contendo as
células transfetadas nas placas previamente preparadas. As placas foram deixadas na
incubadora a 37°C sem agitagdo durante a noite. No dia seguinte, as colonias escolhidas
aleatoriamente foram picadas e transferidas para meio LB sem agar com ampicilina e deixaram-
se a crescer durante a noite a 37°C com agitagdo forte (200 rpm).

A extragdo dos plasmideos foi feita seguindo as instrugdes do fabricante do kit QIAprep
spin miniprep (250) que foi periodicamente usado no nosso laboratorio.

Para extrair os fragmentos do DNA do PCR foi corrido o gel de agarose 1% (SeaKem)
com as amostras do PCR do interesse até o marcador percorrer 50% do gel. Apos a corrida, 0
gel foi visualizado no GelDoc XR+ (Biorad) com um vidro de protegdo, € com bisturi foram
cortadas e transferidas, para os tubos de microcentrifugacao, as bandas de interesse. A seguir,
as bandas foram purificadas seguindo as instrugdes do fabricante do kit QIAEXII gel extraction

kit (150) que foi periodicamente usado no nosso laboratorio.
2.8. Reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR)

O PCR ¢ uma das técnicas mais abundantes nos laboratérios que permite rapida

ampliacao dos fragmentos do DNA de interesse que podem ser usadas para sequenciacao,
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clonagem, analise de expressdo genica ¢ mutagénese. A técnica consiste na utilizagdo dos
mecanismos da replicagdo in vitro.

Para o PCR funcionar, é necessario um termociclador - uma maquina que permite rapida
alteragdo das temperaturas dentro dos tubos, a Taq polimerase — ¢ uma polimerase de DNA
termo estavel, os dANTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos) - que sdo as bases azotadas
ligadas com um trés fosfato, os oligonucleotideos que definem a regido do genoma que tem de
ser amplificada, o tampao que fornece os ides necessarios para reagdo funcionar e o DNA, a
partir de qual irdo amplificar os fragmentos. O termociclador faz os ciclos de temperatura pré-
estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reagao.

As reagdes do PCR foram realizadas com uso da polimerase DreamTaq (ThermoFisher)
onde foram seguidas as instru¢des do protocolo do fabricante. Sempre foram preparadas as
misturas principais (master mix) onde juntaram-se por cada tubo de reagdo 14.9 ul de agua
MilliQ, 1 pl de tampdo DreamTaq (ThermoFisher), 1 ul de dNTPs (2 mM de cada tipo,
Invitrogen) e 0.1 pl de DreamTaq. A seguir, esta mistura foi dividida pelos tubos de PCR
(ThermoFisher). Os oligonucleotideos (10 mM, forward e reverse) e o DNA foram pipetadas,
1 pl de cada, individualmente em cada tubo de reacdo com volume final de 20 pl. Antes de por
os tubos no termociclador (C1000™ Touch, BioRad) essas foram agitadas para misturar os
reagentes e centrifugadas.

A reacdo sempre comec¢ou com um passo de desnaturacdo inicial durante 3 minutos a
95°C seguida de 30 ciclos de 95°C durante 45 segundo, de 50°C até 60°C durante 30 segundo
(a temperatura variava com a temperatura anelamento dos primers (tab. 2.1)), 72°C durante 60
segundos (o tempo variava com o tamanho do fragmento da ampliagdo) e com um passo final

de elongacao a 72°C durante 5 minutos.
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Tabela 2.3. A lista dos primers utilizados

Nome Sentido Sequéncia (5°-3”)
RF1 Forward TGTCTCAAGGGTTCAGCTAAGAACC
RF2 Reverse AATCACCTTCACACAAACGGATAAC
RF3 Forward GGTCTAATGCTTGGTGAATGACTCTATTG
RF4 Reverse TGGGTGACTGAGTGAGACCCTGTCTC
SA3 Forward GATGAAGGCTTTGCTGCCGTACATG
SA4 Reverse ACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAA
SA5 Forward TGGATGGAGAGCACAGTAGTTA
SA6 Reverse TAGAATGGACAGCACCAACACT
ASP upper Forward AACCATTCTGAAGACCCCTAACAT
ASP lower 2 Reverse CAGCTTGCACAAAATCGTATCG
ASP lower 3 Reverse TCGAGCGGATTTTCATTTCAT
U6 Forward ACTATCATATGCTTACCGTAAC

Tabela 2.4. Temperatura de anelamento dos primers usado no PCR

Par de primers

Temperatura de anelamento °C

RF1+RF2 50 °C
SA5+SA6 60 °C
RF3+RF4 Gradiente de 67.5°C, -0.5°C por cada ciclo
RF1+SA3 55°C
RF2+SA4 55°C
SA5+SA3 55°C
SA6+SA4 55°C
Up+Low?2 55°C
Up+Low3 55°C
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2.9. Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose ¢ uma técnica que permite a separagdo de moléculas
como o DNA pelo seu comprimento. Esta separacgdo ¢ feita pela corrente elétrica onde o DNA
que tem a carga negativa vai migrar para o polo positivo. Assim preparou-se o gel de agarose
de 1% em tampao TAE (40 mM Tris, 20 mM acido acético, 1 mM 4&cido etilenodiamino tetra-
acético) e aqueceu-Se nas micro-ondas até que a solugdo comegou a ferver, este passo é
necessario porque a temperatura de fusao da agarose ¢ de 90°C. Apos a dissolugdo da agarose,
a solugdo foi refrigerada até¢ 60°C e foi adicionado o corante do DNA (GelRed x10000,
Biotium) e misturou-se. Foi montada a cassete e introduziu-se o pente, no final despejou-se a
solug@o de agarose para dentro. Deixou-se solidificar o gel durante 45 minutos e depois passou-
se para o tanque de eletroforese, encheu-se com o tampao TAE até cobrir o gel e retirou-se 0
pente.

Nas amostras de DNA, foi adicionado o tampao de DNA 4X (30% glicerol, 0.25% azul
de bromofenol, 0.25% xylene cyanol FF) até a concertagdo final de 1X. Pipetou-se 4 ul do
marcador GeneRuler DNA Ladder Mix (ThermoFisher) e 10 pl das amostras em cada poco,
ligou-se o gerador a 50V ou 75V (dependendo do tamanho do tanque) durante 1 hora. Apos a
corrida o gel, foi visualizado e fotografado no GelDoc XR+ (Biorad).

2.10. Imunofluorescéncia das células

De forma a analisar as anomalias nas células foi usada a imunofluorescéncia como um
método de analise. Para fazer a imunofluorescéncia das células foram semeadas as células
HeLa nas placas de 24 pogos no maximo e foram semeados 12 pogos por placa. As células
foram contadas na cadmara de Neubawer e semeadas 50000 células por pogo no meio DMEM.
Antes de semear as células, foram colocadas as lamelas de 12 mm de didmetro nos pogos onde
deveriam ser semeadas as células, para que as células crescessem por cima das lamelas. No dia

seguinte, as células foram fixadas.

2.10.1. Fixacao em Metanol/Acetona

Todos o0s passos da fixagdo foram realizados na bancada a temperatura do ambiente e
foram feitas muito rapidamente para prevenir a degrada¢dao dos microtibulos dentro das
células. Retirou-se 0 meio DMEM das células e lavaram-se os pogos com tampao 30% PEM
(0.1 M PIPES pH 6.95, 2 mM EGTA, 1 mM MgS04) Glicerol (Sigma) a 38°C durante alguns

segundos. Apds a lavagem pipetou-se a solucdo Metanol/Acetona previamente refrigerada a -
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20°C e deixou-se fixar durante 2 minutos. Quando a fixa¢ao acabou, descartou-se a solugao e
0s pogos com células foram lavadas trés vezes com o tampao PBS (Sigma) durante 5 minutos
por lavagem. Depois das lavagens, pipetou-se o tampao PBS com Triton X-100 a 0.5% para
permeabilizar as células durante 10 minutos e a seguir lavaram-se como foi descrito
anteriormente. O anticorpo primario, que ¢ especifico contra a proteina de interesse, foi diluido
1/200 na solugao da diluigdo dos anticorpos (1% soro fetal bovino, 0.05% Tween-20, PBS) e
foi pipetado nas lamelas com as células. Os pocos vazios da placa foram preenchidos com agua
e foi deixado a incubar durante 1 hora. Este € os proximos passos das incubagdes foram feitos
numa camara escura ¢ humida. Quando terminou a incubagdo, os pogos foram igualmente
lavados e pipetou-se o anticorpo secundario, que é feito contra o animal no qual foi feito o
anticorpo primario, diluido 1/500 na solu¢ao da dilui¢do dos anticorpos e deixou-se a incubar
durante 30 minutos. O anticorpo secundario ¢ conjugado com o fluorocromo que imite a luz
visivel quando ¢é excitado. Neste passo € N0S passos a seguir as amostras foram protegidas da
luz. Depois da incubagao ¢ sucessivas lavagens com o PBS, pipetou-se o DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole) na concentragdo final de 0.25 pg/ml e incubou-se durante 10 minutos com as
ultimas 3 lavagens no final. Em todos os passos das incubagdes ¢ muito importante ndo deixar
as lamelas a secar. Retiraram-se as lamelas dos pogos das placas com uma pinga fina e
montaram-se por cima das laminas no meio de Mowiol (mowiol, glicerol, Tris-HCI pH 8.5,
DABCO, dH20), com um Whatman retirou-se o excesso do meio de montagem e deixou-se
solidificar durante a noite. No dia seguinte as laminas foram visualizadas no microscopio com

a luz fluorescente (Zeiss Axiolmager Z2).

2.10.2. Fixacao em formaldeido

Antes de fazer a fixacdo, foi preparada a solugdo de formaldeido 3.7% em PBS e
aqueceu-se até 38°C. Depois de descartar o meio DMEM das células e lavar com o tampao
PEM a 37°C, pipetou-se a solucdo de formaldeido a 37°C e colocou-se a placa dentro da camara
quente a 37°C durante 10 minutos. Todos os passos a seguir sao iguais a de fixacdo com a

metanol/acetona.

2.11. Dissecacao dos cérebros das larvas de Drosophila melanogaster

A dissecagdo das larvas foi feita para estudar os defeitos mitoticos nos cérebros dos
mutantes de ASP, nomeadamente os mutantes escolhidos eram ASP*%/ASP*. Para este objetivo

as moscas adultas foram passadas para novo tubo com a comida com a finalidade de ter s6 as
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larvas no tubo. As larvas de estadio trés do desenvolvimento foram escolhidas para a dissecagao
dos cérebros. Antes de tirar a larva, pipetaram-se varias gotas de PBS na lamina. Tirou-se a
larva

Figura 2.3. Demostragdo da disseca¢ao da larva de Drosophila melanogaster.

do tubo com pinga de dissecagdo ¢ colocou-se na primeira gota de PBS para lavar os restos da
comida que estdo coladas na larva. Depois de lavagem, a larva foi passada para a gota seguinte.
Todo 0 processamento a seguir foi feito na lupa. Com duas pingas de dissecagdo agarrou-sSe a
larva, com uma pinca da zona da boca e com outra na zona do meio, como esta ilustrado na
imagem X. A seguir, agarrando a larva, puxaram-se as pingas para os lados opostos. O cérebro
tem de estar agarrado a estrutura da boca — as mandibulas, glandulas salivares e discos
imaginarios.

A seguir, tudo o que ficou colado a estrutura da boca, passou-se para outra gota para
limpar o cérebro das estruturas secundarias, passando o cérebro de gota a gota para obter o

cérebro 0 mais limpo possivel.

2.12. Passagem de moscas
As moscas foram periodicamente passadas para 0s novos tubos com a comida (receita
comida) quando era detetada a contaminagdo dos fungos ou até a comida no tubo terminava.
Alem disso, quando a papa ficava seca, adicionavam-se algumas gotas de agua destilada. Para
passar as moscas tirava-se a rolha do novo tubo, a seguir o tubo que tinha de ser passado bateu-
se com o fundo na mesa ou tapete especial para que todas as moscas caissem no fundo. Depois

rapidamente tirava-se a rolha do tubo com as moscas e virava-se para 0 novo tubo. No final,
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fechava-se o tubo com a rolha e passava-se a identificagdo do tubo antigo para o novo tubo. O

tubo antigo descartava-se, em caso de necessidade guardava-se para ampliar o stock.

2.13. Imunofluorescéncia dos cérebros de Drosophila melanogaster

De forma a analisar as anomalias nas divisdes celulares foi usada a técnica de
imunofluorescéncia nos cérebros das larvas do terceiro estddio do desenvolvimento de D.
melanogaster, porque nos cérebros ha um grande indice mitotica durante o desenvolvimento
da larva que torna este 6rgao o melhor para o estudo das mitoses.

Quando acabava a dissecagao de larva, sem esperar realizava-se a fixagdo, para isto o
cérebro foi colocado numa solugdo de formaldeido 3.7% em PBS a temperatura do ambiente
durante 20 minutos. Todos os passos das incubacdes e lavagens foram realizados nos vidros de
relogio. Apds a incubagdo, foi feita a lavagem em PBS durante 30 minutos com seguida
permeabilizacdo durante 10 minutos em PBS contendo 0.3% de Tween-20. A seguir, 0S
cérebros foram bloqueados, para impedir a ligagdo inespecifica dos anticorpos, durante 1 hora.
O préximo passo foi a incubagdo com anticorpo primario diluido 1/200 em PBST (PBS com
0.1% Tween-20) durante a noite. No dia seguinte, lavou-se em PBST durante 30 minutos e
incubou-se com o anticorpo secundario diluido 1/500 em PBST com 10% de soro fetal bovino
durante 2 horas. Os cérebros foram lavados novamente em PBST durante 30 minutos ¢ ainda
incubaram-se em DAPI 0.25 pg/ml durante 30 minutos. A ultima lavagem depois de DAPI foi
de 15 minutos em PBST. A montagem foi feita em Mowiol. Para isto foi pipetado o Mowiol
nas laminas e colocaram-se 3 cérebros por cada gota. No final colocou-se a lamela por cima
com muito cuidado para impedir a formagdo das bolhas e ndo esmagar os cérebros. As laminas

foram deixadas durante a noite para solidificar.
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3.Resultados

3.1. Analise dos clones CRISPR de MOB1A e MOB1B

Os genes MOB1A e MOBI1B podem ter as fungdes diferentes e comuns nas células (Florindo
e Tavares, dados ndo publicados). Uma das maneiras de analisar a funcao do gene ¢ fazer a
delecao do gene para estudar as alteragdes nas células (ver o fendtipo). O primeiro objetivo
deste projeto era a criacdo e a selecdo dos clones nulos ¢ heteroalelico de MOB1A e MOB1B
usando a tecnologia CRISPR. A aplicagdo da tecnologia CRISPR para criar as linhas nulas e o
isolamento de colonias foi realizado no nosso laboratério, pelo Ricardo Furtado e Claudia
Florindo, utilizando 0 método da Santa Cruz Bioteck (SCBT)
CRISPR/Cas9-directed Double Strand Break (DBS) junto com um plasmideo que permite
recombinac¢do homologa (HDR). Os clones potencialmente positivos foram isolados com anéis
de vaselina. Foram estes clones isolados, denominados RFA para MOB1A e RFB para MOBL1B,

que utilizei no meu projeto.
3.2. Analise dos clones CRISPR do MOB1A

De modo a determinar que linhas clonais RFA tinham a insercao, obtidas pela aplicacao da
CRISPR, realizou-se uma abordagem por PCR. Foi escolhido o PCR, porque ¢ um método que

permite analisar a regido gendmica de interesse.

A sequéncia do HDR contém 0 gene que codifica para o RFP (proteina vermelha fluorescente)
e a sequéncia que da resisténcia a puromicina (droga usada para selecdo dos clones com a
inser¢ao). Os gRNA (guide RNA), que guiam a maquinaria do CRISPR para o sitio escolhido
ndo sdo igualmente eficientes em todos os locais do genoma. O mesmo gRNA desenhado para
varios locais do genoma pode funcionar melhor num local do que no outro. Este facto pode ser
explicado por heterogeneidade da cromatina e a variacdo da sua conformagdo. Por CRISPR, e
segundo o método que utilizamos, pode haver trés zonas de insercdo do HDR. Consoante o
comerciante (SCBT) as trés regides do CRISPR aumentam a eficacia da técnica aumentando a

probabilidade de obter um clone nulo.
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Figura 3.1. Representagdo grafica dos locais da regido genémica do MOB1A onde o
CRISPR/Cas9 devia fazer os cortes de cadeia dupla e onde sequencialmente 0s
plasmideos do knock-in deviam inserir. Estas zonas foram denominadas CRIS. O primer
PriRF1 ¢ forward e o PriRF2 é reverse, ¢ hibridam a volta da regido onde o plasmideo
HDR deve inserir. As setas verdes representam a regido onde os primers hibridam.

Nos s6 estdvamos interessados em isolar linhas em que as alteragdes introduzidas na
regido genémica mais proxima do inicio do gene (CRIS001 na fig. 3.1). As outras duas zonas
de alteracdo por CRISPR (CRIS002 e CRIS003 na fig. 3.1) ndo nos interessavam neste ponto
do trabalho. Isto porque mesmo ocorrendo ai dele¢do/mutacdo do gene, a célula poderia
produzir formas truncadas da proteina MOB1A. Por esta razdo, analisei 0s clones RFA por PCR
do genoma com os primers RF1 (5'- TGTCTCAAGGGTTCAGCTAAGAACC) e priRF2 (5'-
AATCACCTTCACACAAACGGATAAC), desenhados para a regido da alteragio CRIS001
(Figura 3.1). Analisei 39 linhas clonais do RFA. De cada linha foi extraido, purificado e
congelado o DNA gendmico, para analise por PCR.

Os resultados gque obtive do primeiro grupo dos clones (Figura 3.2) por PCR dos clones
isolados por Ricardo Furtado fiz com os primers RF1 e RF2 (fig. 3.1). No caso de ocorrer a

inser¢do do plasmideo na regidao CRIS001 o tamanho do fragmento ampliado por PCR ficara
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Figura 3.2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFA isolados
pelo Ricardo Furtado com os primers RF1 e RF2. No caso de haver inser¢ao nao se deteta
nenhuma banda, porque o tempo da extensao programado no termociclador ndo permite
acabar a sintese do produto do PCR. Os numeros indicam os nomes dos clones. A seta
indica o tamanho do fragmento normal, sem inser¢do do HDR. Controlo — DNA das
células HeLa. M - Marcador A Pstl.

41



Estudo da funcao dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose

de 3 Kb (fig. 3.7 B). O produto do fragmento ampliado das células HeLa sem inser¢ao (fig. 3.2
— controlo) ¢ de 303 pb. O tempo da extensdo no termociclador foi programado de maneira de
ndo deixar a reacdo do PCR acabar a sintese dos fragmentos superiores a 1 Kb. Foi dado 1
minuto para Tag polimerase usada para produzir o fragmento de 303 pb. No entanto, a
velocidade maxima de Taq usada ¢ 2 Kb por minuto, ou seja, no periodo do tempo dado a Taq

ndo consegue produzir fragmento de 3 Kb.

Os resultados que obtive nas reacdes do PCR, indicados na figura 3.2, aparece em alguns
clones a banda nos 303 pb indicando que ndo houve inser¢do do HDR. Nos clones 104, 105,
106, 108, 110, 111, 112, 115, 117, 118 e 123 onde nao se deteta a banda nos 303 pb (fig. 3.2)
s30 assim possiveis clones com inser¢ao nos dois cromossomas. Para confirmar estes resultados
repeti o protocolo para os clones onde ndo detetei a banda de 303 pb, ou seja, nos possiveis

clones nulos.

O PCR realizado para confirmar os resultados anteriores (fig. 3.3) demostrou que
nalguns pocos dos clones analisados se detetou a banda nos 303 pb, ou seja, ndo ocorreu a

inser¢ao do HDR na genoma no local analisado (CRIS001).
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Figura 3.3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFA
selecionados com os primers RF1 e RF2. No caso de haver inser¢do ndo se deteta
nenhuma banda, porque o tempo da extensdo programado no termociclador ndo permite
acabar a sintese do produto do PCR. Os niimeros indicam os nomes dos clones. A seta
indica o tamanho do fragmento normal, sem inser¢do do HDR. Controlo — DNA das
células HeLa. M - Marcador GeneRuler 1Kb.

Os resultados obtidos do PCR nos pogos dos clones RFA — 110, 111, 112, 115, 118 ndo
deram confiancga. A razao ¢ o arrastamento do produto do PCR nestes pocos. Uma das possiveis
razoes era a possivel degradacdo do DNA dos clones usados para realizar o PCR. Para excluir
esta hipotese as células destes clones foram descongeladas e colocadas a crescer. As células
congeladas do clone RFA 104 nao foram encontradas no congelador. Depois de obter nuimero

suficiente de células, uma parte foi recolhida para extrair o DNA e outra parte foi novamente
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congelada. O protocolo foi repetido com o novo DNA extraido dos clones RFA — 110, 111,
112,115, 118.
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Figura 3.4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFA (110,
111,112, 115, 118) com os primers RF1 ¢ RF2. No caso de haver inser¢do nio se deteta
nenhuma banda, porque o tempo da extensao programado no termociclador nao permite
acabar a sintese do produto do PCR. Os nimeros indicam os nomes dos clones. A seta
indica o tamanho do fragmento normal, sem inser¢do do HDR. Controlo — DNA das
células HeLa. M - Marcador GeneRuler 1Kb.

Nos pogos dos clones RFA 111, 115, 110 e 112 apareceu a banda nos 303 pb. O poco
do clone RFA 118 ¢ tnico que nao apresentou nenhuma banda. Para confirmacao final da
inser¢ao do HDR do clone RFA 118 purificou-se o mesmo DNA extraido com fenol e repetiu-
se o protocolo do PCR (figura 3.5).

S Clone .
& Figura 3.5. Eletroforese em gel de agarose dos produtos
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pb M < RFAILS do PCR do clone RFA 118 feito a partir do DNA
500 — purificado com os primers RF1 e RF2. No caso de
;gg — ¢ haver inser¢ao ndo aparece nenhuma banda, porque o

tempo da extensdo programado no termociclador nao
permite acabar a sintese do produto do PCR. Controlo
— DNA das células HeLa. M - Marcador GeneRuler
1Kb. A seta aponta para a banda pouco visivel.
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Com o DNA purificado do clone RFA 118 verificou-se que o pogo apresenta uma banda
no tamanho previsto de 303 pb, que sugere que este clone nao tem a inser¢do do HDR nos dois
cromossomas. Assim de todos os 40 clones RFA analisados do primeiro grupo de clones nio

se obteve nenhum clone homoalelico para a inser¢do de MOB1A.

Virios clones analisados (fig. 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5) t€ém o tamanho de banda alterado
relativamente ao controlo. Esta informagdo indica que possivelmente no local analisado

CRIS001 a tecnologia CRISPR/Cas9 — DBS alterou a regiao genéomica sem inser¢do do HDR,
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ou seja, nestes locais possivelmente ocorreram inser¢des ou dele¢des. Estas modificagdes
podem alterar a regido gendémica que, por sua vez, anulam a expressao do gene. Além disso,
alguns dos clones apresentam as bandas com a intensidade mais fraca. Uma das possiveis razdes
¢ ainser¢ao do HDR s6 num dos alelos, ou seja, estes clones sao possiveis clones heteroalelicos.
Outra possivel razdo para obter a banda de 303 pb num possivel clone serd a mistura das células.
O isolamento dos clones por anéis de vaselina pode apanhar células das colonias distintas, o
que quer dizer que estes clones podem ter uma mistura de células com inser¢do do HDR com

células ndo alteradas no mesmo local.

Como nio se obteve nenhum clone homoalelico entre os clones isolados do primeiro grupo, foi
feito uma analise a um segundo grupo de clones de RFA isolados pela Claudia Florindo com o

mesmo par de primers (RF1+RF2).
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Figura 3.6. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFA com
os primers RF1 e RF2 isolados pela Claudia Florindo. No caso de haver insergdo nao
aparece nenhuma banda, porque o tempo da extensdo programado no termociclador nao
permite acabar a sintese do produto do PCR. Os nimeros indicam os nomes dos clones.
A seta indica o tamanho do fragmento normal, sem inser¢do do HDR. Controlo — DNA
das células HeLa. M - Marcador GeneRuler 1Kb.

Dos clones analisados do segundo grupo (fig. 3.6) todos os pocos dos clones com exce¢do do
RFA 2 apresentam a banda nos 303 pb. No caso de ocorrer a insercao do plasmideo na regido
CRIS001 o tamanho do fragmento ampliado por PCR ficara de 3 Kb e se ndo ocorrer a inser¢ao
o produto do fragmento é de 303 pb. O tempo da extensdo no termociclador foi programado de
maneira a nao deixar a reacdo do PCR acabar a sintese dos fragmentos superiores a 1 Kb. Nos
resultados obtidos (fig. 3.6) nos pogos dos clones, onde ndo houve inser¢do nos dois
cromossomas, apresentam a banda nos 303 pb. Nos pogos dos clones que ndao apresentam a
banda sdo possiveis clones nulos. Com a base desta informacao pode-se afirmar que o inico

possivel clone nulo ¢ o RFA 2.

Para ter a certeza que no local CRIS001 por recombinag¢ao homologa inseriu-se 0 fragmento de

HDR e ndo outra sequéncia qualquer, foram desenhados primers que hibridam na zona do HDR
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(priSA3 e priSA4) (fig. 3.7 B). Foram realizadas as reacdes do PCR adicionais com os primers
priSA3 (5°- GATGAAGGCTTTGCTGCCGTACATG) e priSA4 (5'-
ACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAA) para confirmar a inser¢ao de HDR no clone RFA 2.

Os verdadeiros clones nulos que tém a inser¢do do HDR no genoma devem ter trés
resultados confirmantes. O primeiro ¢ a presenga do produto do PCR de 989 pb que corresponde
a distancia entre os locais da hibrida¢do dos primers RF1 e SA3 (fig. 3.7 — fragmento B). O
segundo ¢ a presenga do produto do PCR de 816 pb que corresponde a distancia entre os locais
da hibridac¢ao dos primers SA4 ¢ RF2 (fig. 3.7 — fragmento C). E o terceiro ¢ a auséncia do
produto do PCR de 303 pb ¢ a presenga do produto do PCR nos 3.1 Kb que corresponde a
distancia entre locais da hibridagdo dos primers RF1 ¢ RF2 (fig. 3.7 — fragmento A). Como
tecnicamente ¢ dificil ampliar o os produtos do PCR superiores a 2 Kb o tempo da extensdo no

termociclador foi programado de maneira a sintetizar no maximo os produtos de 1.5 Kb.

A CRIS001
” D - Exdo
::: Exiaon®3 — - Intrdo
MOBIA

94 pb

PriRF1 == 303pb 4= PriRF2 < Fragmcnto A |

B

Com insergao de HDR

e ___ Exaon®3
- HDR Promotor, RFP, Puromicina E— - RS
= = MoBia

e ¢ ————@

PriRF{ ==  9395pb 4= PriSA3 Fragmento B ‘
PriSa4 == 816pb 4= PriRF2 < Fragmento C ‘

Figura 3.7. Representagdo esquematica do local no genoma do MOB1A onde o HDR se
insere. O HDR ¢ composto por zonas do loxP, o promotor, RFP (proteina vermelha
fluorescente), e o gene que da a resisténcia a puromicina. As setas roxas apresentam o sitio
da hibridacao dos primers. As grandes setas vermelhas do lado direito servem para facilitar
a apresentagao dos resultados dos PCR.

Os primers foram testados com sucesso no DNA das células HelLa para confirmar que nao

hibridam noutros locais da genoma. Quando o clone ¢ nulo para MOB1A nos resultados do
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PCR aparecem os fragmentos B e C, e o fragmento A nao ¢é detetado (fig. 3.7). Se clone for
heteroalelico devera aparecer os trés fragmentos — A, B e C. Se no clone ndo houve
recombinacdo homologa no local CRIS001 este s6 apresenta o fragmento A, e os fragmentos B

e C ndo sao detetados (fig. 3.7).
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O resultado obtido do PCR do clone RFA 2 (fig. 3.8) mostra que houve inser¢do do HDR com
sucesso na regido prevista (presenga de fragmento B e C). A auséncia de fragmento A ampliado

indica que este clone ¢ homoalelico para a inser¢@o, ou seja, o possivel clone nulo de MOBI1A.

Em suma, de 39 linhas clonais analisadas do MOB1A foi encontrado 1 clone homoalelico para
a inser¢do e nenhum heteroalelico. E importante notar que foi analisada s6 a primeira regido do
CRISPR, ou seja, ¢ possivel que dos clones analisados haja alguns clones homoalelicos e

heteroalelicos para a inser¢do de MOB1A.

3.2.1. Determinac¢ao do local de inser¢ao do HDR no MOB1A

As bandas do PCR que aparecem no gel de agarose ou acrilamida podem ter os tamanhos das
bandas certas, mas ndo temos certeza se sdo as bandas devidas. Para tirar esta davida e para
confirmar a inser¢ao prevista foi tomada a decisdo de sequenciar as bandas do PCR. Para tal,
foi cortado o fragmento B obtida com par de primers RF1 e SA3 do clone RFA2 (fig. 3.8 -
asterisco) do gel de agarose. O produto do PCR foi purificado, quantificado e enviado para
sequenciagdo junto com os primers RF1 para MOB1A. A sequenciag¢do da banda B confirmou

a correta inser¢do do HDR no genoma do MOB1A no local previsto (fig. 3.9).
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CTGTGGATTTCTTTAACCAGAGGTACCATCGAGCTAGCTGATTGTCGAGTAGGACATAACT

TCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCTGATCAGATCCTGCAGGTACTCGAGAAGGCGCGCCGTGGATCTGC
GGCCGCGAAGGATCTGCGATCGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAA
GTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACGGGTGCCTAGAGAAG

Figura 3.9. Resultado da sequenciagdo do produto do PCR do fragmento B do clone RFA2
obtido com os primers RF1 e SA3. Cinzento — regido do intrao. Normal — regido do exao.
Sublinhado — sequéncia desconhecida. Negrito — sequéncia inserida HDR.

Entre a sequéncia genomica ¢ a sequéncia de HDR (fig. 3.9) detetou-se uma sequéncia nio
identificada (fragmento sublinhado). A analise da sequéncia ndo identificada in silico nas bases

de dados ndo permitiu identificar esta sequéncia.

3.3. Analise dos clones CRISPR do MOB1B

De modo a determinar que linhas clonais RFB tinham a inser¢ao, obtidas pela aplicagao da
CRISPR, realizou-se uma abordagem por PCR. Foi escolhido o PCR, porque ¢ um método que

permite analisar a regido gendémica de interesse.

A sequéncia do HDR contém o gene que codifica para o RFP (proteina vermelha
fluorescente) e a sequéncia que da resisténcia a puromicina (droga usada para sele¢ao dos clones
com a inser¢ao). Os gRNA (guide RNA), que guiam a maquinaria do CRISPR para o sitio
escolhido ndo sao igualmente eficientes em todos os locais do genoma. O mesmo gRNA
desenhado para varios locais do genoma pode funcionar melhor num local do que no outro.

Este facto pode ser explicado por heterogeneidade da cromatina e a variacdo da sua
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Figura 3.10. Representagdo grafica dos locais da regido genémica do MOB1B onde o
CRISPR/Cas9 devia fazer os cortes de cadeia dupla e onde sequencialmente os
plasmideos do knock-in deviam inserir. Estas zonas foram denominadas CRIS. O primer
PriSAS5 é forward e o PriSA6 ¢é reverse, e hibridam a volta da regido onde o plasmideo
HDR deve inserir. As setas roxas representam a regido onde os primers hibridam.
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conformagdo. Por CRISPR, e segundo o método que utilizamos, pode haver trés zonas de
inser¢ao do HDR. Consoante o comerciante (SCBT) as trés regidoes do CRISPR aumentam a

eficacia da técnica aumentando a probabilidade de obter um clone nulo.

Nos s6 estavamos interessados em isolar linhas em que as alteragdes introduzidas na regido
gendmica mais proxima do inicio do gene (CRIS004 e CRIS005 na fig. 3.10). A outra zona de
alteragcdo por CRISPR (CRIS006 na fig. 3.10) nao nos interessava neste ponto do trabalho. Isto
porque mesmo ocorrendo ai delecdo/mutacdo do gene, a célula poderia produzir formas

truncadas maiores da proteina MOB1B.

Por esta razdo, os clones RFB foram analisados pelo PCR do genoma com os primers RF3 (5'-
GGTCTAATGCTTGGTGAATGACTCTATTG) e priRF4 (5'-
TGGGTGACTGAGTGAGACCCTGTCTC), desenhados para a regido da alteragdo CRIS004
e CRIS005 (Fig. 3.10). O tamanho do fragmento ampliado com primers RF3 e RF4 nas células
ndo alteradas ¢ 445 pb. No caso de haver inser¢do do HDR o tamanho do fragmento passa ser
3.1 Kb. Analisaram-se 40 linhas clonais do RFB. De cada linha foi extraido, purificado e

congelado o DNA gendmico, para analise por PCR.

A analise inicial dos clones do Mob1B falhou (fig. 3.11). Apoés varias tentativas de otimizagao
das condigdes nos pocos dos PCR feitos com os primers RF3 e RF4 apareciam muitas bandas
inespecificas. Até no pogo do controlo (fig. 3.11 — HeLa-RF3+RF4) houve muitas bandas
inespecificas, mas nas mesmas condigdes com outro par de primers (fig 3.11 — HeLa-RF1+RF2)
obteve-se s6 uma tnica banda. A analise in silico usando ferramenta primerBLAST (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) mostrou que o par de primers RF3 e RF4 tém varios
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Figura 3.11. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFB
selecionados por Ricardo Furtado. O resultado obtido com os primers RF3 e RF4. Os
pogos Hela representam o DNA do genoma néo alterado. A seta indica o tamanho do
fragmento normal, sem inser¢cdo do HDR. O poco priRF1+RF2 serve para mostrar a
diferenga na qualidade do PCR entre os primers especificos e ndo especificos. Os
numeros indicam os nomes dos clones. M - Marcador GeneRuler 1Kb.
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sitios de hibridacdo na genoma. Com base nestes resultados duvidou-se nos primers e foram
desenhados novos primers a volta das regides CRIS004 e CRIS005 (fig. 3.10). O novo par de
primers SA5 e SA6 tém o produto da ampliagao de 390 bp.

Escolheram-se os possiveis clones nulos do PCR anterior (fig. 3.11) para analisar de novo com
os primers SA5 e SA6. Assim foram escolhidos seis clones: 102, 107, 109, 110, 111, 114 que
na analise anterior ndo apresentavam a banda nos 445 pb (o tamanho da banda sem inser¢ao do
HDR) (fig 3.11). A eletroforese dos produtos do PCR com os primers SA5 e SA6 permitiu
detetar em todos os pocos uma banda de tamanho previsto de 390 pb (fig 3.12).

De todos os clones s6 o RFB 111 ndo apresentou a banda nos 390 pb (fig. 3.12).

Clones RFB \&\@
pb M 102 107 109 110 111 114 &
500 —

00— . - -
300—
200 —

Figura 3.12. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFB (102,
107, 109, 110, 111, 114). O resultado obtido com os primers SA5 ¢ SA6. Os nimeros
indicam os nomes dos clones. A seta indica o tamanho do fragmento onde ndo houve
inser¢ao do HDR. A seta indica o tamanho do fragmento normal, sem inser¢ao do HDR.
Controlo — DNA das células HeLa. M - Marcador GeneRuler 1Kb.

Como o tempo da extensao nao era suficiente para sintetizar o fragmento de 3.1 Kb, a auséncia
da banda no pogo do clone RFB 111 indica que este clone ¢ 0 possivel clone homoalelico para
a inser¢ao. O clone RFB 123 nao foi reanalisado nesta experiéncia, mas foi analisado mais a

frente nesta dissertacao.

Antes de analisar o possivel clone nulo com os primers SA3 e SA4 que hibridam no HDR, foi
analisado um segundo grupo dos clones RFB, isolados por Claudia Florindo. O segundo grupo
foi analisado com mesmo protocolo usando os primers SA5 e SA6. Nesta analise notou-se que
houve varios pocos que ndo apresentavam a banda nos 390 pb (Fig. 3.13). Os clones dos quais

ndo se obteve a banda nos 390 pb possivelmente tém a inser¢do do HDR.
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Figura 3.13. Eletroforese em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFB dos clones
isolados pela Claudia Florindo. Resultado obtido com os primers SA5 e SA6. A seta indica o
tamanho do fragmento normal, sem inser¢do do HDR. Os nimeros indicam os nomes dos
clones. Controlo — DNA das células HeLa. M - Marcador GeneRuler 1Kb.

Para confirmar os resultados, foram feitas as reagdes com os primers (SA3 e SA4) que hibridam
na sequéncia do HDR. Quando o clone ¢ homoalelico para a insercdo para MOB1B nos
resultados do PCR aparecem os fragmentos E e F, o fragmento D nao ¢ detetado (fig. 3.14 B).
Se o clone ¢ heteroalelico aparecem os trés fragmentos — D, E e F. Se o clone ndo sofreu com
a recombinacdo homologa este s6 apresenta o fragmento D, e os fragmentos E e F ndo sdo

detetados (Fig. 3.14 A).
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Figura 3.14. Representagdo esquematica do local no genoma do MOBIB onde o
plasmideo devia ter sido inserido. A sequéncia inserida € composta por zonas do loxP, o
promotor, RFP (proteina vermelha fluorescente), e o gene que d4 a resisténcia a
puromicina. As setas roxas apresentam o sitio da hibridagdo dos primers. As grandes

setas vermelhas do lado direito servem para facilitar a apresentacdo dos resultados dos
PCR.
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Dos dois grupos dos clones do RFB analisados foram escolhidos os clones 111, 123, 5,
7, 17, 18, 21 para analise com os primers SA3 e SA4 que hibridam na HDR no genoma do
MOB1B.

Todos os clones analisados do RFB (fig. 3.15) apresentam as bandas com os primers
SA3 e SA5 (fragmento E), SA4 e SA6 (fragmento F), SA5 e SA6 (fragmento D). Como
apresentam as trés bandas, significa que a inser¢do ocorreu num dos alelos. Com base desta
informacao os clones RFB 111, 5, 7, 18, 21 sdo heteroalelicos. Nos pocos dos clones RFB 17 ¢
123 do PCR feitos com par de primers SA5 e SA6 (Fig. 3.15) aparecem varias bandas

inespecificas. Em qualquer caso estes clones foram considerados como heteroalelicos.

De 40 clones analisados do MOBI1B os 7 clones (5, 7, 17, 18, 21, 111, 123) sao
heteroalelicos € nenhum ¢ homoalelico para a inser¢ao. Importante notar que foi analisada s6 a
primeira e a segunda regido do CRISPR, ou seja, ¢ possivel que dos clones analisados haja

alguns nulos e heteroalelico de MOB1B. Aparentemente os dois locais proximos para CRISPR

300

Figura 3.15. Eletroforeses em gel de agarose dos produtos do PCR dos clones RFB (5, 7,
17,18, 21, 111, 123). As bandas correspondem as bandas previstas na figura 3.14. Nos
clones RFB 111, 5, 7, 18, 21 os fragmentos E de 1200 pb nos pogos priSA5+SA3 sdo
presentes, mas sdo pouco visiveis. M - Marcador GeneRuler 1Kb.
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aumentaram a eficacia da recombinagdo, mas mesmo assim, ndo conseguiu-se obter nenhum

clone nulo de Mob1B.

3.3.1. Determinac¢ao do local de inser¢ao do HDR no MOB1B

As bandas do PCR que aparecem no gel de agarose ou acrilamida podem ter os tamanhos das
bandas certas, mas ndo temos certeza se sdo as bandas devidas. Para tirar esta davida e para
confirmar o local de inserc¢do foi tomada a decisdo de sequenciar as bandas do PCR. Para tal,
foi cortado o fragmento E obtido com par de primers SA5 e SA3 do clone RFB 123 (fig. 3.14)
do gel de agarose. O produto do PCR foi purificado, quantificado e enviado para sequenciagao
junto com os primers SA5 para MOB1B. A sequencia¢ao da banda E confirmou a correta

inser¢do do HDR no genoma do MOB1B no local previsto.

TGGTAGTCGCTCTTCTAAAACTTTTAAACCAAAGAAGAACATTC
CAGAGGGTTCTCACCAGTATGAGCTCTTAAAACACGCAGAAGCCACACTTGGCAGTGGCAACCTTCGGATGGCTG
TCATGCTTGGTACCATCGAGCTAGCTGATTGTCGAGTAGGACATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT

CTGATCAGATCCTGCAGGTACTCGAGAAGGCGCGCCGTGGATCTGCGGCCGCGAAGGATCTGCGATCGCTCCG
GTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAG

Figura 3.16. Resultado da sequencia¢do do produto do PCR do fragmento E do clone RFB
123 obtido com os primers SA5 e SA3. Cinzento — regido do intrao. Normal — regido da
exado. Sublinhado — sequéncia desconhecida. Negrito — sequéncia inserida HDR.

Entre 0 exdo onde houve o DBS e a sequéncia de HDR (fig. 3.16) detetou-se uma sequéncia
ndo identificada (fragmento sublinhado). A analise da sequéncia ndo identificada in silico nas
bases de dados nio permitiu identificar esta sequéncia. E interessante que esta sequéncia
desconhecida ¢ igual a sequéncia desconhecida detetada pela sequenciagdo do clone RFA 2.
Provavelmente, esta sequéncia pertence a plasmideos onde os HDRs estdo incorporados para

servir como o modelo quando ocorre a recombinagdo homologa.

3.4. Confirmacao dos gRNA por sequenciacio
3.4.1. Sequenciacio dos gRNA

Como foi explicado anteriormente, a criagdo dos clones nulos foi feita com a tecnologia

CRISPR e para tal foi adquirido o kit da SantaCruz Biotek com os plasmideos de Cas9 e gRNA

52



Estudo da funcao dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose

mais os plasmideos do HDR. Para confirmar os gRNA que vinham no kit, ou seja, para
confirmar se a Cas9 corta no sitio previsto foi tomada a decisdo de sequenciar os gRNA. O kit
traz os trés tipos de plasmideos da Cas9 misturadas por gene. Antes de enviar os plasmideos
para sequenciacdo foi aumentado o stock destas nas bactérias E. Coli. As bactérias conseguem
absorver s6 um plasmideo durante a transformacdo. A individualizagdo das colonias apds a
transfec¢do permitiu separar os plasmideos de gRNA. A sequenciag@o permitiu descobrir que

gRNA esta em cada colonia.

Sequéncia do gRNA

Figura 3.17. A esquema do
plasmideo do CRISPR da SCBT.
Vermelho — posi¢ao da sequéncia

CRISPR/Cas9 que codifica para gRNA.

Knockout Plasmid

Quando planeou-se a experiéncia do CRISPR o vendedor SantaCruz Biotek usava o promotor
EF1A para expressar os gRNA. Para este promotor foi desenhado e adquirido o primer RF7
(5'- CGTGTTCTCTCTAGTTTGGTATAGAAGC) para fazer a sequenciagdo. Quando chegou
o kit do CRISPR foi notado que a SantaCruz Biotek alterou o promotor para U6 humano. Por
esta razao foi desenhado e adquirido outro primer [8[§) (5-
ACTATCATATGCTTACCGTAAC) para fazer a sequenciagdo. A sequenciacao por método

de Sanger foi feita no departamento da Biologia Marinha na Universidade do Algarve.

A sequenciacdo confirmou que os gRNA estdo corretos. Agora temos os plasmideos
individualizados contendo os gRNA para MOB1A e MOB1B. Os tubos foram nomeados
consoante a regido onde ocorre o CRISPR, por exemplo CRIS001 ou CRIS005. Esta separagao

permite aplicagdo dos gRNA individualmente na criacdo dos clones nulos.
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3.5. Alteracao do nivel proteico do MOB1

O objetivo final de realizar a delecdo do gene ¢ abolir a produgdo proteica deste gene. Como o
MOBIA tem uma grande homologia com 0 MOBI1B era interessante ver se a delecdo de um
deles vai ser recompensada por outro, ou seja, se a perda da fun¢do do MOBIA vai ser
substituida ou complementada por MOBIB e vice verso. O problema enfrentado era os
anticorpos incapazes de distinguir os MOB1 um de outro. Por esta causa foi analisada s6 a
quantidade total do MOB1 nos clones nulos e heteroalelicos em comparagdo com o controlo
(células HeLa).

No nosso caso s6 tivemos um clone nulo — RFA 2 (MOB1A) e varios clones heteroalelicos do
RFB (MOBL1B). Dos clones do Mob1B foram escolhidos os clones 17 e 123 para a analise. Dos
resultados esperados no clone nulo do MOB1A (RFA 2) no caso de haver uma substituigdo do
MOB1A por MOB1B a quantidade da proteina MOB1 ndo devia ter grande diminuicdo, e no

caso ndo ter a recompensagao esperou-se ter maior diminui¢ao na quantidade final do MOBL1.

A variagdo do nivel proteico foi medida por Western-Blot com os anticorpos primarios que
reconhecem o MOB1 (MOB1A e MOB1B). O MOB1A e MOBI1B tém peso molecular de
25kDa.

&
8 RFA2 RFB123 RFB17
kDa

n /- +/- +/-
—

Figura 3.18. O Western-Blot do clone nulo do RFA 2 (MOB1A) e dos clones heteroalelicos
RFB 123 e RFB 17 (MOB1B). Controlo — o Western-Blot feito a partir do estrato proteico
das células HeLa nao alteradas.

Os resultados obtidos por Western-Blot (fig. 3.17) mostram que houve uma grande redugdo da
intensidade da banda correspondente a Mobl no clone nulo de MOB1A (RFA 2), ou seja, a
quantidade da proteina MOB1 ¢ menor em comparag@o com o controlo. No clone heteroalelico
RFB 123 (MOB1B) a intensidade da banda ¢ igual a do controlo, em quanto a banda do clone
RFB 17 ¢ mais forte. Isto sugere que num dos clones nao houve alteracdo da quantidade do

MOBL1 e no outro a quantidade do MOB1 aumentou sucessivamente. Na preparacdo das
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amostras foi contado mesmo numero de células para cada clone e controlo. Mesmo assim, para
confirmar esta hipdtese eu devia fazer o controlo de carregamento da mesma membrana PVDF
incubando com o anticorpo primario contra outra proteina qualquer. Se a intensidade das bandas
do controlo tivesse mesma intensidade em todas as linhas de corrida, assim confirmava o

resultado obtido.

Na descri¢ao do comerciante ¢ dito que anticorpo primario usado era feito contra MOB1A, ou
seja, pode ter a maior afinidade para MOB1A do que para MOB1B. Como uma hipotese, esta
informacao sugere que possivelmente no clone RFB 17 h4 uma substituicao de faltado MOB1B
por MOB1A, enquanto no RFB 123 nao hé esta substituicdo. Assim possivelmente no clone
RFA 2 a substitui¢do da fung¢do por MOB1B néo ¢ detetada por causa da afinidade do anticorpo.
Uma outra hipétese para interpretar estes resultados ¢ uma possivel abundancia intracelular
distinta entre MOB1A e do MOBL1B, ou seja, um pode ser mais abundante que o outro. Se nas
células nao alteradas o MOBI1A ¢ predominante isto explica o fato da diminui¢cdo do nivel
proteico tdo grande no clone RFA 2, e mesmo havendo uma substitui¢do da fun¢do por
MOBIB. Para testar esta hipdtese, era preciso repetir a experiencia com um clone nulo de
MOBI1B. Desta maneira, a observac¢do da redugdo do nivel proteico do clone nulo MOBIB
justificava os resultados obtidos.

No entanto, foram analisados poucos clones do MOB1A ¢ do MOBI1B. Esta experiéncia deve
ser repetida com o maior nimero de clones homoalelicos e heteroalelicos para inser¢do de

forma a analisar o maior nimero de amostras.

3.6. Imunofluorescéncia dos clones CRISPR

A imunofluorescéncia € uma técnica que permite a visualiza¢do de antigenos nos tecidos ou em
suspensodes celulares utilizando corantes fluorescentes. Ha dois métodos mais utilizados para
fazer a imunofluorescéncia. O primeiro método ¢ chamado direto (fig. 3.19) e consiste no uso
direto de anticorpos primarios conjugados com os corantes especificos contra o alvo. O segundo
¢ 0 método chamado indireto ou de “sandwich” (fig. 3.19) onde no inicio ocorre a incubagao
com o anticorpo primario que ¢é especifico contra o alvo e, a seguir, incuba-se com o anticorpo
secundario conjugado com corante que ¢ especifico contra o animal onde o anticorpo primario

foi produzido.
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//& Antigenio
A Anticorpo primario

A Anticorpo secundario

* Fluoroforo

Direto Indireto

Figura 3.19. Diferenga entre marcagdo direta e indireta.

O clone nulo do MOB1A (RFA 2) e heteroalelico do MOB1B (RFB 123) foram descongelados

e colocados a crescer. Durante o crescimento das células foram anotadas algumas alteragdes

Figura 3.20. Visualizagdo das colonias
da pequena dimensdo. Notar que as
células RFA 2 e RFB 123 se
encontram separadas, ao passo que as
HeLa estdo mais adjacentes do que as
outras. Ampliagao 100x.
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morfoldgicas no clone nulo RFA 2 e clones heteroalelico RFB 123 (fig. 3.20). Quando ha
espago livre a volta das células como no clone nulo de MOB1A (fig. 3.20 C) tal como no clone
heteroalelico de MOB1B (fig. 3.20 B) as células comegam a espalhar para os lados afastando
uma de outra. Quando aumenta a confluéncia diminui o espalhamento das células nos dois

clones RFA 2 e RFB 123.

Para descrever o fenotipo do clone nulo RFA 2 e heteroalelico RFB 123 foi realizada a
imunofluorescéncia. Foram marcados os microtibulos e o DNA para ver se houve

alteragdes/defeitos durante as mitoses comparando com as células HeLa originais.

Na base de dados Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org, Agosto 2017) nos cancros em
humanos ha uma diminui¢do da expressao da proteina de MOB1A e do MOBL1B. Para ver se a
delegdo total do MOB1A ou parcial do MOB1B afeta o ciclo celular foram calculados o indice

mitdtico e a taxa da proliferacao.

Para analisar a taxa de proliferagao foram seguidas as colonias de células de tamanhos pequenos
(até 10 células no primeiro dia) em trés passagens diferentes. Foram tiradas fotografias e

contadas as células diariamente durante 4 dias apds a passagem. Foi feita a media da curva de

Taxa de proliferacao

50
45 RFA 2
40
35
30

Hela

25 RFB 123
20

15
10

n2 medio de celulas por colonia

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4

Figura 3.21. Alteragdes dos clones RFA2 e RFB 123. A compara¢do da media de taxa de
proliferacdo dos clones selecionados de MOB1A (RFA 2, linha de cor-de-laranja) e do
MOBI1B (RFB 123, linha cinzenta) com as células nao alteradas (HeLa, linha azul). Nota-
se um aumento da taxa de proliferacdo no clone homoalelico para insercio RFA 2
comparando com as células HeLa. No clone heteroalelico RFB 123 h4a uma diminuicao da
taxa de proliferagdo comparando com as células HeLa. Para clone RFB 17 ndo foi calculada
a taxa de proliferacdo.

57



Estudo da fungao dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose

crescimento para cada clone. A taxa de proliferagdo do clone nulo de MOB1A (RFA 2) (fig.
3.21 —linha cor-de-laranja) aumentou e no clone heteroalelico do MOB1B (RFB 123) (fig. 3.21
— linha cinzenta) diminuiu em comparagdo com as células controlo (HeLa) (fig. 3.21 — linha
azul). Por outro lado, o indice mitotico (fig. 3.22) ndo varia muito entre os clones RFA 2, RFB
123, RFB 17 e o controlo (HeLa). Esta informagao sugere que a divisdo celular ¢ mais rapida
no clone nulo do MOB1A (RFA 2) sem o aumento do indice mitdtico. Uma hipdtese possivel
¢ que as fases G1, S e G2 ocorram mais rapido no clone RFA 2. Outra hipotese € que no clone
RFB 123 ocorre um bloqueio nas fases G1, S e G2. Para confirmar que estes fendtipos nao sdo

os efeitos do offtarget é necessario analisar mais clones nulos de MOB1A ¢ MOBIB.

indice mitdtico

% de mitoses por camp
N w Y
X X X

.
X

0%
Hela RFA 2 RFB 123 RFB 17

Figura 3.22. Alteragdes dos clones RFA2, RFB 123 e RFB 17. A compara¢do do indice
mitético dos clones MOB1A (RFA 2, barra de cor-de-laranja) e MOB1B (RFB 123 e
RFB17, barra cinzenta e verde) com as células ndo alteradas (HeLa, barra azul). O indice
mitdtico ndo varia muito nos clones em comparagdo com as células nao alteradas.

Observei que com a delegdo do gene do MOB1A no clone RFA 2 aumentou a quantidade de
células multinucleadas detetadas (fig. 3.23 — barra cor-de-laranja) em 5 vezes em comparagao
com o controlo (células HeLa originais). Com delecao parcial do gene Mob1B nos clones RFB
123 (fig. 3.23 — barra cinzenta) e RFB 17 (fig. 3.23 — barra verde) aumentou a quantidade de
células multinucleadas em media 4 vezes em comparagdo com o controlo. Aumento de células
multinucleadas sugere que aumenta a falha de citocineses durante a proliferacdo celular nos

clones RFA 2, RFB 123 e RFB 17.
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Figura 3.23. Alteragdes dos clones RFA2, RFB 123 ¢ RFB 17. A delecao de MOBIA ou
de MOBI1B aumenta o nimero das células multinucleadas em comparacdo com as
células nao alteradas. No clone homoalelico para a inser¢do o numero das células
multinucleadas aumenta em cinco vezes e nos clones heteroalelicos em trés vezes.
Fotografia tirada das células do clone RFA2. Circulo branco cobre a célula
multinucleada. Microtubulos marcados a vermelho. O DNA marcado azul (DAPI).
Ampliagao 400x.

Em células sem MOB1A como sem MOB1B aumentou a quantidade de células com
micronucleos (fig. 3.24). Este aumento de células com micronucleos foi de 5 vezes no clone
nulo de MOB1A (RFA 2) (fig. 3.24 — barra cor-de-laranja) em compara¢do com o controlo
(células HeLa) (fig. 3.24 — barra azul). Nos clones heteroalelicos de Mob1B (RFB 123 e RFB

Células com os micronucleos
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Figura 3.24. Alteragdes dos clones RFA2, RFB 123 ¢ RFB 17. A dele¢ao de MOBI1A ou
de MOBI1B aumenta o numero das células com os microntucleos em comparagdo com as
células ndo alteradas. A fotografia tirada do clone RFB 123. Microtubulos marcados a
vermelho. O DNA marcado azul (DAPI). As pontas das setas apontam para os dois
micronucleos de duas células adjacentes. Ampliacao 400x.
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17) (fig. 3.24 — barra cinzenta e verde) foi de 2 vezes em comparagdo com o controlo (células
HelLa) (fig. 3.24 — barra azul). O aparecimento de micronucleos indica que podem ocorrer
erros na separacao dos cromossomas durante a Anafase ou numa falha do checkpoint que
inibe o inicio da anafase antes de alinhamento completo dos cromossomas ou a falha dos dois

a0 mesmo tempo.

A imunofluorescéncia realizada no clone nulo e heteroalelico permitiu caracterizar um
fendtipo exclusivo que ndo foi detetado nos trabalhos anteriores feitos com SiRNA contra
MOB1A e MOB1B [43]. Este fenotipo sdo as pontas de ligagdo de DNA entre as células,
chamadas de pontes de cromatina (fig. 3.25). No clone nulo de MOB1A (RFA 2) (fig. 3.25 —
barra cor-de-laranja) houve um aumento de 4 vezes das pontes de cromatina em comparagao
com as células de controlo (células HeLa) (fig. 3.25 — barra azul). Nos clones heteroalelicos de
MOB1B (RFB123 e RFB 17) (fig. 3.25 — barra cinzenta e verde) houve um aumento de 2 vezes

das pontes de cromatina em comparagao com as células de controlo (células HeLa).

Células com os pontes de
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Figura 3.25. Alteracdes dos clones RFA2, RFB123 e RFB17. A delegdo de MOBIA ou
de MOBI1B aumenta o nimero das células com as pontes de cromatina entre as células.
A fotografia tirada do clone RFB 123. DNA marcado azul (DAPI). A seta aponta para a
ponte de cromatina. Ampliagao 400x.

Um ultimo fenotipo interessante observado € a observacao de células gigantes (fig 3.26 —
asterisco). Este fenotipo € muito raro, em media 2-3 células por placa de cultura de células de
60mm, mas que nunca aparece no controlo. Neste caso, as células gigantes aparecem tanto no
clone nulo de MOB1A como nos clones heteroalelicos de MOB1B. O tamanho gigante das
células sugere varias falhas do fuso mitético e avanco no ciclo celular mesmo sem ocorréncia

de mitose e citocinese. Para ter este tamanho as células deviam ter falhado varios vezes na
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mitose e citocinese, porque o tamanho da célula depende da quantidade do material genético

nela [56].

Figura 3.26. A delecdo do MOB1A ou de MOBIB leva ao aparecimento das células
gigantes. Estrela marca célula gigante. Microtubulos marcados a vermelho. O DNA
marcado azul (DAPI). Ampliagao 400x.

3.7. Aplicacio da tecnologia CRISPR na delecao dos genes MOB1A e
MOB1B na linha RPE-I

Para confirmar que os fenotipos observados nao sdo especificos da linha celular HeLa €
necessario repetir o protocolo noutra linha celular. Foi escolhida a linha hTERT-RPE-I por duas
razdes. A primeira razdo € que esta linha € primaria, ou seja, ¢ mais parecida com as células no
corpo humano. A segunda razao ¢ que esta linha ja foi usada previamente no nosso laboratorio

para estudar o fendtipo das células com siRNA contra MOB1A e MOBL1B [43].

Antes de aplicar o CRISPR ¢ necessario estabelecer a concentragdo de droga minima
necessaria para matar as células, de modo a permitir a identificacdo e reparagdo das células em
que ocorreu a inser¢ao do HDR. No nosso caso a droga ¢ a puromicina. Durante a pesquisa da
informagao sobre a linha celular RPE-I foi encontrado o artigo [56] onde os autores indicam
que a linha RPE-I usada tem a resisténcia a puromicina e higromicina. Como no nosso caso, a

selecdo dos clones nulos ¢ feita com aplicacdo da puromicina era necessario testar se as nossas

61



Estudo da fun¢@o dos genes MOB1 e ASPM na progressao da mitose
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Figura 3.27. Curva de sobrevivéncia das células RPE-I tratadas com a puromicina.
Quadrado indica que as células chegaram a confluéncia.

células de RPE-I iriam morrer apos tratamento com a puromicina e determinar a concentragao

minima necessaria para matar as células.

Da experiéncia realizada foram tiradas varias fotografias das células RPE-I. As nossas
células sdo sensiveis a puromicina a concentragdo de 3 pg/ml (fig. 3.27 — linha amarela). A

concentra¢do minima necessaria para matar as células RPE-I ¢ de 5 pg/ml (fig. 3.27 — azul).

Figura 3.28. As dozes pequenas de puromicina influenciam o tamanho das células RPE-I.
A — células sem aplicacdo da puromicina. B — células com 3 pg/ml da puromicina.
Ampliagao 100x.
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Nas concentragdes baixas de puromicina as células aumentam o seu tamanho. Por esta causa na
concentragdo de 3 pg/ml as celas chegam a confluéncia com poucas células (fig. 3.28). Entdo,

a concentracao da puromicina a usar futuramente seria de 5 ug/ml nas células RPE-I.

3.8. Resultados obtidos do ASPM

Um projeto paralelo que ao dos MOB1s foi tentar criar clones nulos ASPM em células
HeLa. A criacdo dos clones nulos com a tecnologia CRISPR precisa de um método eficaz de
isolamento e selegdo dos clones nulos. No nosso caso pretende-se isolar os clones usando FACS

e selecionar por Western-blot.

Os nossos objetivos eram caracterizar os fenotipos dos alelos nulos em comparagdo com
os alelos anteriores que sdo formas truncadas. Pretendeu-se caracterizar os fendtipos associados
durante mitose e citocinese no cérebro em desenvolvimento. O modelo animal foi a mosca de
Drosophila, mais precisamente a larva no estadio trés de desenvolvimento. A maior parte dos
orgdos nas larvas aumentam sé o tamanho a partir do crescimento de células sem ocorrer as
divisdes celulares. Apenas no cérebro ocorrem divisdes celulares sucessivas que levam ao

aumento do namero de células e o tamanho do cérebro.
No nosso laboratorio ja tinhamos dois alelos nulos de Drosophila para ASP. Os alelos

nulos foram criados pela excisdo imprecisa do elemento P. Obtivemos dois alelos mutantes do

Df(asp)'*®

Upper Lower 3 Lower 2

Df(asp)*

N—

122bp

Figura 3.29. A representagdo esquematica do genoma da Drosophila do gene ASP.
Tracejado cinzento mostra o fragmento deletado. O ASP* tem a delegdo de 1122 pb e o
ASP tem a delegdo de 6085 bp. Setas vermelhas representam o local da hibridagio e
orientacao dos primers Upper, Lower 2 e Lower 3.
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ASP — ASP* e ASP! (fig. 3.29). Para excluir efeitos noutros locais da genoma os alelos 4 e
195 foram cruzados para ter um mutante heteroalelico ASP#1%,

Durante as primeiras analises do fenotipo da microcefalia nos alelos mutantes a aluna
que estava a realizar o estagio no nosso laboratdrio, notou que as moscas selvagens tém o
tamanho do cérebro igual dos alelos mutantes, que eram esperados de ter cérebro menor. Uma
hipotese possivel era a variagdo da temperatura da camara onde os stocks de moscas foram
mantidos. Para testar esta hipdtese, o stock de moscas com a delegdao do ASP4/195 foi
transferido durante um més para camaras a 18°C e 25°C. Passado um més, foi comparado o
tamanho de cérebros entre moscas mutantes ¢ moscas selvagens. Para tal dissecaram-Se as
larvas no estadio trés de desenvolvimento (fig. 3.30). Os resultados obtidos mostram que os
cérebros das moscas mutantes crescidas a 25°C sdo mais pequenos (fig. 3.30 A) em comparagdo
com os cérebros das moscas selvagens (fig. 3.30 B). Significa que o fenotipo da microcefalia
aparece nos stocks dos mutantes a 25°C, e aos 18°C os mutantes t€ém tamanho do cérebro igual

aos selvagens.

Figura 3.30. As delecdes no gene ASP causam a microcefalia nas moscas. A — cérebro
da Drosophila do mutante ASP¥1%, B — cérebro da Drosophila selvagem. Ampliagdo
50X.

Uma outra hipétese era contaminagao do stock. Decidiu-se assim confirmar que os stock
mutantes ndo tinham perdido as mutagdes. Para tal realizou-se uma abordagem por PCR.
Extraiu-se 0 DNA de moscas adultas mutantes e moscas selvagens e realizou-se 0 PCR com
par de primers Up+Low2 (produto 6.5 Kb) e Up+Low3 (produto 1.75 Kb) (fig. 3.29). Estes
fragmentos do PCR tém um tamanho muito grande para conseguir amplificar nas moscas
selvagens. Por esta razdo, como controlo da dele¢ao foram usadas as moscas mutantes ASP* e
ASP%. Nos mutantes o produto do PCR com primers Up+Low?2 ¢ de 400 pb e com Up+Low3
o produto é de 600 pb. Dos resultados obtidos do PCR os dois mutantes ASP* e ASP!%
apresentam os fragmentos de 600 e 400 pb respetivamente, que confirma a dele¢do prevista

(fig. 3.31). Assim, os resultados do PCR confirmam o bom estado do stock dos mutantes a partir
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dos quais foi feito o mutante duplo ASP*'%, Por outro lado, o mutante duplo ASP#1%
apresentou o fragmento obtido com primers Up+Low3 de 600 pb que corresponde a dele¢do do
mutante ASP*. O fragmento previsto de 400 pb com primers Up+Low?2 ndo foi detetado. Nas
outras tentativas de obter o fragmento de 400 pb com os primers Up+Low2 no mutante duplo
sempre falhavam. Assim concluiu-se que durante as passagens de moscas o stock do mutante

duplo perdeu a delecio ASP®® ou seja, estas moscas ficaram apenas com a delegio ASP*.
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Figura 3.31. Confirmag¢ao da dele¢ao do ASP nos mutantes de Drosophila. Seta aponta
para o fragmento previsto para delecio no mutante ASP*. Ponta da seta aponta para o
fragmento previsto para dele¢o no mutante ASP%®. M - Marcador GeneRuler 1Kb.
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4.Discussao

Os genes MOBI sdo essenciais para a sobrevivéncia de um organismo comecando de
levedura até aos humanos [86],[87],[91],[92]. Em humanos ha dois genes MOBI muito
semelhantes: MOB1A e MOB1B. O nosso grupo demostrou que em linhas celulares de
humanos a falta de ambos MOB1A/B causa a falha na coesdo dos centriolos, falha na abscisdo
e aumento motilidade das células [82]. O proximo passo era estudar a fungdo de MOBIA ¢ de
MOBI1B separadamente em células humanas. Para isto, foi feita a delecdo dos genes MOB1A
¢ MOBI1B usando a técnica CRISPR/Cas9.

A técnica CRISPR entre muitas fungdes pode ser usada para criar delecdo de qualquer
gene de interesse. No nosso caso, foi analisada a dele¢ao do gene a partir da inser¢do da
sequéncia de interesse por método de HDR dentro do genoma no local previsto. A inser¢do da
sequéncia faz disrupgdo durante a transcri¢do do gene afetado, desta maneira impedindo a
funcao correta do gene. Neste caso concreto, tivemos trés locais para MOB1A e trés locais para
MOBI1B no genoma. Neste estudo s6 analisamos o primeiro local mais proximo do inicio do
gene de MOB1A e de MOB1B.

O HDR ocorre em 2% dos casos quando ha um corte de cadeia dupla no DNA, mas por
outro lado este método facilita a selegdo dos clones, porque da as células resisténcia contra
puromicina. Teoricamente todos os clones tratados com a puromicina que sobrevivem na placa
da cultura das células sdo pelo menos heteroalelicos. Outro mecanismo da reparacio NHEJ
ocorre com a maior frequéncia e cria varios defeitos na genoma como mutagdes, delegdoes ou
inser¢des. Por outro lado, a selecdo ¢ mais dificil e necessita o FACS e os anticorpos
monoclonais para separar as células transfetadas e para fazer rastreio das colonias. No nosso
caso, 0 método da selecdo por FACS e anticorpos nao ia funcionar devido ao grande homologia
de 95% entre MOB1A e Mob1B nio ha nenhum anticorpo que consegue distinguir estes genes.
Este método podia ser utilizado mais a frente na cria¢@o dos clones nulos duplos de MOB1A e
Mob1B.

O primeiro objetivo que tive era a identificagdo e selecdo dos clones nulos para os genes
MOBI1A ¢ MOBIB. O segundo objetivo era a caracteriza¢ao dos fenotipos obtidos dos clones
nulos de MOB1A e de MOBI1B. Neste trabalho, consegui identificar um clone nulo de
MOBIA, clone RFA 2 (homoalelico para inser¢do), e nenhum clone heteroalelico para
inser¢do. Para os clones do MOBI1B, nao identifiquei clone nulo, mas identifiquei sete clones

heteroalelicos para insercao: RFB 5, RFB 7, RFB 17, RFB 18, RFB 21, RFB 111, RFB 123. A
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reparacdo do DSBs por recombinagdo homologa acontece com menor frequéncia em que
NHEJ. No nosso caso, a eficiéncia da inser¢do da sequéncia para disrup¢ao no local de interesse
dos genes MOB1A e MOB1B foi de 1.27% (1 clone nulo * 100% / 79 clones analisados). A
eficiéncia pode ser aumentada por uso apenas de um gRNA em vez de trés gRNA para cada
gene. Além disso, ha outras duas regides no genoma de cada MOB1 que CRISPR afetou, ou
seja, os clones que mostravam o resultado negativo para inser¢ao no local de estudo podem ter
insercao bi-alélica noutros locais. E os clones que mostravam o resultado de insercao hétero-
alélico podem ser uma mistura de células que resultou por contaminagdo de amostras.

Foram observados varios fenotipos durante o estudo da funcdo de MOBIA e de
MOBI1B.

A observacdo das pontes de cromatina obtidos foram no clone nulo do MOB1A (RFA
2), tal como nos clones heteroalelicos do Mob1B (RFB 123 ¢ RFB 17). Este fenotipo parece
assim resultado da delecdo/inativagdo dos genes MOB1A e do MOBI1B. A probabilidade de
ser um efeito num local ndo especifico (offtarget) é baixa, porque as pontes de cromatina sdo
detetadas em trés clones distintos com 0s gRNAs desenhados para genes diferentes.

A origem do aparecimento das pontes de cromatina nao foi analisada devido ao fim do
prazo da dissertacdo. A existéncia de pontes de cromatina sugere que a célula falhou num dos
passos da separacdo dos cromatideos irmdos, ou seja, estes estdo ligados entre duas células.
Uma das possiveis razdes da falha da separagdo dos cromatideos ¢ ativagao da via NoCut [108].
A via NoCut impede o corte final da membrana durante a citocinese que forma duas células
filhas separadas. A inibig@o do corte pode ser provocada por causa dos cromossomas em atraso
que recrutam a Aurora B [108]. A Aurora B junto com Boil e Boi2 funcionam como inibidores
abscisdo [108]. O proximo passo necessario € descobrir se a origem do aparecimento das pontes
de cromatina ¢ provocada por Aurora B ou ndo. A resolucdo dos erros que levam ao
aparecimento das pontes de cromatina ¢ critico para a célula. Este defeito significa que a célula
mesmo tendo os erros no DNA avancou na mitose. O MOBI diretamente ou indiretamente
afeta um dos checkpoints responsavel por detecdo de erros associados a DNA. Em levedura
Mobl interage com Cdc14 e esta interagdo € necessaria para saida da mitose [17]. Em humanos
ha dois homologos de Cdc14, sio CDC14A e CDC14B. Consoante a base de dados STRING
(www.string-db.org, Agosto 2017), que mostra interagdo entre proteinas, os MOBI1A/B
interagem com CDC14A/B. O CDC14A ¢ necessario para a separacdo dos centrossomas €
citocinese produtiva durante a divisdo celular [109],[110]. Além disso, os estudos sobre a

fun¢do demostram que o CDCI14A ¢ responsavel por migragdo e adesdo das células [111].
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Outros estudos demostraram que CDC14A regula negativamente CDC25, que por sua vez
controla a transi¢do G2/M por ativagdo de CDK1-ciclina B [112]. Outro estudo independente
mostra que CDC14B também regula transicdo G2/M por regulagao negativa de CDC25 que
afeta CDK1-ciclina B [113], ou seja, esta fun¢ao ficou conservada durante a evolugdo. A
regulacdo negativa do CDC14B resulta em envelhecimento rapido em ratos [114]. O mais
interessante ¢ que os CDC14A/B conseguem regular o APC, por desfosforilagio do Cdhl
[115],[116] e a repara¢do dos DSBs [117]. Concluindo, a falta dos MOB1s pode provocar
desregulagdo na correcdo dos erros no DNA e desregulagao do APC, que no final resulta no
avanco do ciclo celular mesmo havendo erros no DNA para corrigir.

Ha trés possiveis resultados que podem acontecer as células que estdo ligados por
pontes de cromatina. O primeiro resultado e o mais otimistico em que a célula consegue corrigir
0s erros associados a DNA e vai ocorrer citocinese normal. Um segundo resultado € se a célula
ndo conseguir corrigir os erros associados a DNA e isto poderd provocar apoptose celular. E
um terceiro resultado, e o pior de todos, em que a célula ndo consegue corrigir os erros
associados a DNA e avanga na citocinese e corta a ponta de cromatina. Este corte da ponte de
cromatina leva a um corte de DNA inespecifico. Este corte do DNA vai mobilizar a maquinaria
da corre¢dao dos cortes DBS e tentar corrigir os erros. Se a maquinaria falhar pode levar a
apoptose celular ou ndo. Uma das possiveis consequéncias serd a transformacao das células em
células cancerigenas.

Em relagdo aos outros fendtipos observados, as células gigantes e as células
multinucleadas, proponho uma explicagdo. O volume das células ¢ diretamente proporcional a
quantidade de material genético, ou seja, as células que tém o dobro do tamanho tém o dobro
do material genético. A célula atinge estas dimensdes quando colapsa o fuso mitético (fig. 4.1
A) e se forma um nucleo grande que tem o dobro do material genético. No caso das células
multinucleadas pode ter acontecido a falha durante a citocinese, ou seja, formam-se dois
nucleos distintos, mas ndo acontece a separagao das células. (fig. 4.1 B). As células gigantes
tém tamanho cerca de 10 vezes superior a tamanho das outras células (fig. 3.26). Isto sugere
que houve sucessivos colapsos da mitose. Por outra palavras a célula tentou de multiplicar

varias vezes, mas falhou em todas.
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Figura 4.1. Esquema ilustrativa de formagdo de células gigantes e multinucleadas. A —
formagao de célula gigante e uninucleada ¢ a consequéncia do colapso de fuso mitdtico.
B — formagdo de célula multinucleada ¢ a consequéncia da falha durante citocinese.

Um segundo projeto onde tive oportunidade de trabalhar foi sobre gene ASPM. O gene
ASPM foi descoberto em Drosophila (ASP) e mutagdes do gene causam formagdo anormal
dos fusos mitoticos [100]. Os estudos seguintes demostraram que o ASP esta associado aos
polos do fuso mitotico, a extremidade menos dos microtibulos [102]. O ASP consegue
interligar os microtubulos entre si [102]. Por outro, lado a delegdo do ASPM em células
humanas ndo demostrou nenhumas anomalias durante mitose [107].

No projeto relacionado com estudo do ASPM e ASP verifiquei que o0 nosso stock de
moscas mutantes ASP1% ao longo de passagens deixou de ser heteroalelico para delecdo. Foi
confirmado por PCR que 0 nosso stock perdeu o alelo 195, ou seja, stock passou de ser apenas
ASP## Isto parece significar que os individuos com delecio ASP#* s3o mais robustos do que
os mutantes ASP*1% e ASP1%1% Cyriosamente, a delegio perdida ao longo das passagens ¢ a
que tira uma maior por¢do do gene (fig. 3.29). E possivel que o tamanho do fragmento delatado

influencie a robustez do animal.
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Como as mutagdes do ASP causam microcefalia em Drosophila, 0s nossos mutantes
tém os cérebros mais pequenos do que as moscas selvagens. Quando comecei a trabalhar no
laboratorio usei as moscas mantidas a 25°C e tinham o fenotipo da microcefalia confirmado
por mim. Passando algum tempo a nossa incubadora avariou, e passei os stocks para 18°C. E
nesta altura notou-se que cérebros mutantes tinham tamanho normal.

A variagdo do tamanho de cérebro com a temperatura pode ser justificada com a
variagdo do metabolismo. Com o aumento da temperatura aumenta o metabolismo nos animais
poiquilotérmicos. Por isso esta variagdo de temperatura na biologia usa-se para manter 0s
stocks de Drosophila, porque quando colocamos as moscas a temperatura 18°C o metabolismo
deles baixa, ou seja, eles consomem menos alimento e reproduzem-se mais lentamente, que
torna a manuteng¢ao do stock mais barato.

Com a diminuigdo do metabolismo todos os processos bioquimicos no
organismo ficam mais lentos e a célula tem mais tempo para corrigir os erros durante ciclo
celular. Assim, ¢ possivel que na auséncia do ASP e a 18°C as células tenham mais tempo para
corrigir os erros do fuso mitdtico. Para testar esta hipotese pode-se fazer microscopia em tempo
real e ver se as células tém mal alinhamento dos microtiibulos no inicio da mitose que com

tempo ficam corrigidas.
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5.Conclusao

A tecnologia CRISPR/Cas9 sendo ser uma técnica de facil aplicagdo da engenheira
genética ainda tem os problemas com eficacia. O método do CRISPR utilizado no nosso
laboratério, adquirido a Santa Cruz, implica a inser¢do do HDR. O HDR tem a sequéncia de
um gene que permite fazer a selecao dos clones onde ocorreu a inser¢do do HDR, com possivel
alteracdo do genoma. Esta insercdo ocorre por recombinacao homologa. No nosso caso foi
analisado 39 clones de MOB1A dos quais se obteve 1 clone nulo, que resulta redondamente
em 2%. No caso do MOB1B foram analisados 40 clones e ndo se obteve nenhum clone nulo.

O objetivo deste trabalho era descobrir e distinguir as fung¢des tnicas do MOBIA e do
MOBIB, e quais as func¢des que os dois tém em comum. Com o trabalho agora realizado ndo
¢ possivel concluir se o MOB1A tem fungdes diferentes ou comuns com o MOB1B. No periodo
de tempo dado ndo consegui descobrir e distinguir as fungdes dos MOBI1s. O proximo passo
que tem de ser feito é o aumento dos clones nulos nas células HeLa e criagao dos clones nulos
em linha primaria para excluir o efeito do offtarget e heterogeneidade/fendtipo especifico das
c¢lulas HeL a.

Os nossos resultados contribuem para um melhor conhecimento da fungdo dos MOB1A
e do MOBI1B em células humanas. Foram descritos fenotipos da delegdo dos MOB1A/B pela
primeira vez que podem dar pistas para futura investigagao.

Os resultados obtidos da fungdo do ASPM em Drosophila mostram que o fenotipo da
microcefalia ¢ dependente da temperatura, ou seja, onde o fator principal pode ser o tempo

necessario para mitose.
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/.Anexos

ANEXO - |
Tabela 7.1. Descri¢ao/composicao de géis para SDS-PAGE.

Gel de concentracao Gel de resolucao
Percentagem do gel 5% Percentagem do gel 8% 12% 15%
30% 510 pl 30% 1.6 ml 2ml 2.5 ml
acrilamida:bisacrilamida acrilamida:bisacrilamida
(29:1) (29:1)
1 M Tris-HCI pH 6.8 375 ul 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.5 ml 1.25 ml 1.25 ml
10% 30 ul 10% 60 ul 50 ul 50 ul
Persulfato de Amonia Persulfato de Amonia
(PSA) (PSA)
10% SDS 30 ul 10% SDS 60 ul 50 ul 50 ul
TEMED 3ul TEMED 6 ul 6 ul 6 ul
Agua destilada 2.04ml | Agua destilada 2.78 ml 1.65 ml 1.15 ml
ANEXO - 11
&
e & RFA2 RFB123 RFB17

< +/- +/-

Figura 7.1. A analise por Western-Blot dos clones RFA2, RFB123 e RFB17, como
anticorpo anti-mob1. Controlo — o Western-Blot feito a partir do extrato proteico das células
HeLa nio alteradas.
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