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Resumo

O funcionamento correto da divisdo celular é essencial para que o material genético seja
transmitido, de forma que uma célula progenitora dé origem a duas células filhas
geneticamente idénticas, assegurando a continuidade da vida. No caso deste processo
ser comprometido, poderdo surgir varias complicacbes como por exemplo o
aparecimento de cancro. Os nossos estudos iniciais indicam que o gene humano
Mob4/phocein é essencial para a execuc¢do da mitose, mais concretamente para o correto
alinhamento dos cromossomas na placa metafasica durante a mitose, sugerindo que
mutacdes neste gene podera ser um dos fatores causadores da instabilidade gendémica
observada em células cancerosas. No entanto o mecanismo molecular de accdo da

Mob4/phocein esta ainda por definir.

Pretende-se com este projeto determinar esse mecanismo. Para tal, o projeto iniciar-se-a
com a criagdo de linhas celulares nulas para o Mob4/phocein, por CRISPR, e pela sua
caracterizacdo. Nestas linhas determinar-se-a de seguida a acumulacdo e atividade de
proteinas centrossomais e do cinétocoro e analisar-se-ao os defeitos mitdticos resultantes da
supressdao completa do gene. Em simultaneo sera analisado o fenétipo de linhas mutantes
em peixe-zebra, nulas para 0 Mob4 e ja criados por Marco Campinho do CCMAR. As
técnicas a utilizar neste projeto incluem i) microscopia de células fixas, tanto por
imunofluorescéncia como por andlise de células a expressar proteinas marcadas com GFP e
RFP; ii) supressdo por CRISPR da expressdo de genes em linhas celulares humanas (linhas
tumorais e primérias); iii) transformacdo de células em cultura; iv) purificacdo e

manipulagdo de acidos nucleicos; v) expressdo e purificacdo de proteinas.

Com o desenvolvimento deste projeto foi possivel verificar e concluir que a nivel das
linhas celulares humanas, o CRISPr foi um sucesso quer a nivel molecular quer a nivel
proteico; ndo parece haver influéncia na concentragéo total da proteina com o estimulo
celula; a nivel da co-localizacdo de Mob4 com o Golgi em Hct-11, esta ndo parece
existir; e infelizmente, ndo temos degradacdo indutivel da proteina Mob4. Aquando do

trabalho realizado em Zebrafish, foi possivel o isolamento de 11 animais F1 carriers.

Com isto, é necessario determinar porque é que nas CRAL1 a Mob4-AID-GFP nédo tem
degradacéo induzida por auxina e cruzar os animais carriers entre si, de forma a originar

0 mutante homozigotico nulo, e observar o seu fendtipo.



Abstract

The correct functioning of cell division is essential for genetic material to be transmitted, so
that a progenitor cell gives rise to two genetically identical daughter cells, ensuring the
continuity of life. If this process is compromised, several complications may arise, such as
the appearance of cancer. Our initial studies indicate that the human Mob4/phocein gene is
essential for the execution of mitosis, specifically for the correct alignment of chromosomes
in the metaphase plate during mitosis, suggesting that mutations in this gene may be one of
the factors causing the observed genomic instability. in cancer cells. However, the

molecular mechanism of action of Mob4/phocein is yet to be defined.

It is intended with this project to determine this mechanism. To this end, the project will
begin with the creation of null cell lines for Mob4/phocein, by CRISPR, and by their
characterization. In these lines, the accumulation and activity of centrosomal and
kinetochore proteins will then be determined and the mitotic defects resulting from
complete gene deletion will be analyzed. Simultaneously, the phenotype of mutant lines
in zebrafish, null for Mob4 and already created by Marco Campinho of CCMAR, will
be analyzed. The techniques to be used in this project include i) fixed cell microscopy,
both by immunofluorescence and by analysis of cells expressing proteins tagged with
GFP and RFP; ii) CRISPR suppression of gene expression in human cell lines (tumor
and primary lines); iii) transformation of cells in culture; iv) purification and

manipulation of nucleic acids; v) expression and purification of proteins.

With the development of this project, it was possible to verify and conclude that at the level
of human cell lines, CRISPr was a success both at the molecular and protein levels; there
seems to be no influence on the total protein concentration with the cell stimulus; at the
level of the co-location of Mob4 with the Golgi in Hct-11, this does not seem to exist; and
unfortunately, we don't have inducible degradation of the Mob4 protein. During the work

carried out on Zebrafish, it was possible to isolate 11 F1 carrier animals.

With this, it is necessary to determine why Mob4-AID-GFP in CRALL does not have
auxin-induced degradation and cross the carrier animals with each other, in order to

generate the homozygous null mutant, and observe its phenotype.
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1. Introducéo

1.1 Ciclo celular

O ciclo celular ¢ um processo importante e essencial para a sobrevivéncia e
desenvolvimento de todos o0s organismos eucariotas (Giotti et al., 2017) , e o controlo da
divisdo celular afeta vérias aspetos no desenvolvimento (van den Heuvel, 2005). Desta
forma, a regulacdo deste processo é a chave para manter a homeostase e o balango entre
a proliferagdo e a morte celular. Quando ocorre uma falha neste controlo do ciclo,

variadas doencas podem ocorrer, nomeadamente, tumores (Duffy et al., 2005).

O ciclo celular pode dividir-se globalmente em duas fases, a Interfase e Mitose. A
Interfase divide-se depois em 3 fases, G1, S e G2, fases estas essenciais para o
crescimento e replicacdo, que sdo necessarias para que ocorra o processo de duplicacdo
do DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) e divisdo celular. A Mitose inclui a divisdo
celular mitotica, que gera duas células filhas idénticas (Casem, 2016; Faust et al., 2012;
Sandal, 2002) (Figura 1.1). A fase G1 é a mais variavel em termos de duracdo. Em
mamiferos esta fase pode durar desde algumas horas a varios meses, podendo entrar na
fase chamada GO, fase esta onde ndo ha sintese de proteina e RNA. Na fase S da-se a
sintese de DNA (replicacdo do DNA), assim como de proteinas e RNA. Por fim, na fase
G2, ndo ha sintese de DNA, apenas se mantém a sintese de RNA e proteinas. Nesta fase
a célula armazena energias e retne as condi¢Ges necessarias para a realizacdo da mitose.
A fase M é caracterizada pelo inico da mitose, onde ocorre a divisao celular, originando
duas células-filhas geneticamente idénticas. Durante este periodo a sintese de DNA ¢é
inexistente, e tanto a sintese de proteinas como a sintese de RNA é reduzida ao minimo.
(Baserga, 1965; IL & RC, 1963). A fase mitética é dividida em cinco sub-fases: profase,
prometafase, metafase, anafase e telefose (Figura 1.1). Por fim, temos a realizacdo da
citocinese, que € um processo distinto da mitose, que tem como objetivo a divisdo do
citoplasma pelas duas celulas-filhas. Para tal, é realizado a formacdo de um anel
contréatil, composto por filamentos de actina, na placa metafésica, aguando da anafase
(Barr & Gruneberg, 2007; Burkard et al., 2009).

A progressdo através de cada fase do ciclo celular envolve uma interagdo complexa
entre ciclinas, cinases dependentes de ciclina (CDK) e outros reguladores do ciclo celular
(Duffy et al., 2005). Os reguladores do ciclo celular desempenham um papel crucial no
desenvolvimento, crescimento, reparagao e processos homeostaticos (Budirahardja &
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Gonczy, 2009; F. Zheng et al., 2008). Assim, a caracterizagdo das redes transcricionais
envolvidas na progressao do ciclo celular pode contribuir para o tratamento de algumas
doencas (Budirahardja & Gonczy, 2009).

Ponto controlo G118 _—— Interfase

T (sintese DNA) o N
= G2 | d Ponto controlo
| Ga2m

Mitose S |
-
- _ _J
= ___l__ — i >
Ponto controlo M
M@ /%f N e
&

. \\&\/// \\ L
Célula
progenitora

Citocinese Telofase Anafase Metafase Profase

Figura 1. 1 — llustracdo esquematica simplificada representativa do ciclo celular (interfase e
mitose) numa célula animal. A interfase composta pelas fases G1, S e G2, sendo neste periodo que
a célula prepara as reservas de energia e toda a maquinaria necessarias para a reparticao equitativa do
material celular pelas duas células-filhas, ja em mitose. A mitose é constituida por cinco fases:
préfase, prometafase, metafase, anafase e telofase. Em profase da-se a condensacdo dos
cromossomas e o inicio da migracdo dos dois centrossomas para os polos do fuso. Em prometafase
observa-se a fragmentacdo do envelope nuclear e a ligagdo dos microtibulos aos cinetocoros dos
cromatidios-irmédos, para que em metafase estes se possam alinhar corretamente na placa metafasica
equatorial. Em anafase ocorre a segregacdo dos cromatidios-irmaos para 0s polos opostos do fuso e o
alongamento do fuso mitético devido ao movimento dos trés tipos de microtdbulos (dos cinetocoros,
interpolares e astrais). Por fim, em telofase, os cromatidios atingem os polos e comecam a
descondensar, os microtibulos despolimerizam e os envelopes nucleares sdo formados. Depois da
mitose, a célula termina a divisdo celular ao realizar a citocinese, que permite a separacdo do
citoplasma e dos componentes citoplasmaticos pelas duas células-filhas. A separagdo fisica das duas
células-filhas ¢ feita através de um a anel de constrigdo contractil de actina que cliva a membrana
citoplasmatica e permite a  abcissio  das  células. Imagem  adaptada de
https://socratic.org/questions/what-conditions-need-to-be-met-in-order-for-a-cell-to-pass-the-critical-
checkpoi

1.1.1 Mitose

A mitose (do termo grego Mitos=filamentos) é um fendomeno celular em que uma
célula divide o DNA replicado na fase S de igual modo pelas duas células filhas,

originando duas células filhas geneticamente idénticas com 0 mesmo ndmero de

27



cromossomas, perpetuando o genoma celular ao longo das geracGes. A mitose €
compreendida por cinco fases distintas, a profase, prometafase, metafase, anafase e
telofase (Figural.l). Em cada uma destas fases acontece um conjunto complexo de
fendmenos celulares: na primeira fase da mitose, a profase, da-se o inicio da
condensagdo dos cromossomas, processo este que se estende até & metéafase, onde estes
atingem o seu estado de condensacdo maxima. Durante esta fase, o fuso mitético inicia a
sua formacdo, devido a migracdo dos dois centrossomas para 0s polos opostos deste. A
fragmentacgéo do envelope nuclear marca a entrada em prometafase, permitindo assim o
acesso dos microtubulos aos cromossomas, resultando no movimento dos cromossomas
para a zona equatorial da célula. A medida que esta fase avanca, da-se a ligagdo dos
microtubulos aos cinetocoros de cada cromossoma. De seguida, entramos na metéfase,
onde 0s cromossomas se encontram no seu estado mais compactado, e se alinham no
plano equatorial do fuso mit6tico. Apenas quando todos 0s cromossomas estdo
alinhados corretamente, com orientacdo bipolar, o fuso corretamente montado e a
ligagdo microtubulo-cinetocoros corretamente estabelecida, a célula pode entdo avancar
para a proxima fase, a anafase, onde ocorre a segregacdo dos cromtidios-irmdos. Na
anafase, por fim, ocorre a separacdo dos cromatidios-irmédos, que sdo puxados pelos
microtubulos em direcdo aos polos opostos do fuso. Uma vez, finalizado este processo,
temos a ultima fase, a teléfase, em que os cromossomas atingem os polos do fuso, e o
DNA inicia a descondensacdo, de forma semelhante da-se a despolimerizacdo dos
microtubulos e o fudo mitético é desfeito. A tel6fase € seguida da citocinese, a ultima
fase da divisdo celular, em que o objetivo é a divisdo completa do citoplasma pelas duas
células-filhas, e consequente abcissao.

1.2 Estruturas mitoticas

1.2.1 Microtubulos e Centrossomas

O centrossoma é um dos principais elementos do citoesqueleto e assume um papel
crucial na orquestracdo do rearranjo do citoesqueleto. Regula a motilidade celular, adesdo e
polaridade, na interfase e especialmente durante a divisdo celular, o centrossoma é
determinante na configuragdo do fuso mitdtico que eventualmente segregard o0s

cromossomos em células-filhas (Bettencourt-Dias & Glover, 2007; Glover et al., 1993).
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Os centrossomos sdo compostos por dois centriolos circundados por uma matriz
elétron-densa, o material pericentriolar (PCM). Cada centriolo é um feixe cilindrico de
nove hastes e cada haste é composta por trés microttbulos (MTs), fundidos ao longo de
seu comprimento (Glover et al., 1993). Cada microtubulo resulta da montagem de 13
proto filamentos, que sdo polimeros, compostos pelas subunidades da tubulina a e . Os
centriolos também fornecem o corpo basal necessario para a formacgdo dos flagelos e
cilios. Juntos, os centrossomas formam o principal centro organizador de microtubulos
(MTOC) das células animais, regulando a nucleagdo e a organizacao espacial dos MTs.
Nas células em interfase, uma extensa gama de microtibulos emana do centrossoma e se
distribui por todo o citoplasma, transportando organelas e vesiculas. Enquanto na
mitose, esse arranjo de fibras é desmontado e os mondmeros de tubulina assumem uma
estrutura completamente diferente, o fuso mitético bipolar (Glover et al., 1993). Essa
transi¢do entre o crescimento e o encolhimento € altamente dindmica e causada por um
fendmeno denominado instabilidade dindmica (Glover et al., 1993). Na maioria das
espécies, a nucleacdo de microtibulos requer y-tubulina que estd presente no PCM e,
juntamente com varios outros fatores, forma um modelo de nucleacdo estavel a partir do

qual os MTs comegam a polimerizar (Gergely, 2002).

Mudancas na dindmica dos microtubulos estdo diretamente associadas a progressao
do ciclo celular. Além disso, para que as células-filhas herdem um centrossoma, essa
estrutura precisa se duplicar apenas uma vez por ciclo celular (Bettencourt-Dias & Glover,
2007). Um pro centriolo se reune ortogonalmente a cada centriolo existente durante a fase S
e se alonga em aproximadamente 80% de seu comprimento no momento da mitose. A
maturagdo restante ocorre apenas durante o ciclo celular seguinte (Gonczy, 2012). Se um
centrossoma nao se replicar, um fuso bipolar ndo pode ser formado e as células ndo sdo
capazes de se dividir. Por outro lado, se os centrossomas continuarem se replicando, a
formacdo de fusos multipolares resultard na segregacdo deficiente dos cromossomos
(Glover et al., 1993). Evidentemente, os nimeros do centrossoma devem ser rigidamente
controlados e a biogénese do centrossoma e o ciclo celular devem ser coordenados
(Bettencourt-Dias & Glover, 2007). Problemas nessa coordenacao entre os dois ciclos e na
organizagdo do polo fuso ocorrem em muitos cancros e podem estar associados a
instabilidade genémica (Bettencourt-Dias & Glover, 2007). No entanto, apesar do progresso

recente, ainda existem varias questdes em aberto
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sobre como a amplificagdo do centrossoma afeta a tumor génese (Godinho & Pellman,
2014)

1.3 Ciclo celular e cancro

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancro é uma das principais
causas de morte em todo 0 mundo. Um estudo revelou que houve 14,1 milhdes de novos
casos e 8,2 milhdes de mortes em 2012 (Ferlay et al., 2015). Infelizmente, esses
numeros tendem a aumentar, tornando-se a principal causa de morbidade e mortalidade
nas proximas décadas. Em 2030, séo esperados 20,3 milhGes de novos casos de cancro e

mais de 13 milhdes de mortes devido ao cancro (Bray et al., 2012).

A nivel celular, o cancro € visto como um processo que envolve varias etapas, que
levam a mutacbes e consequente selecdo de células com aumento de proliferacao,
sobrevivéncia, invasdo e capacidade metastatica (Blanpain, 2013). Na maioria das
vezes, estas mutagBes afetam oncogenes ou genes tumor-supressores. Desta forma, a
nivel fisioldgico a um aumentos do namero de células tumorais por meio da estimulacéo
da proliferacdo ou da inibicdo da morte celular. Outra forma de acdo, é pela inativacao
dos genes de estabilidade, levando a uma taxa de mutacdo mais elevada (Friedberg,
2003). Os genes de estabilidade incluem os genes de reparacdo de incompatibilidade
(MMR), reparacdo de excisdo de nucleotideo (NER) e reparacdo de excisdo de base
(BER) e sdo responsaveis por reparar erros cometidos durante a replicacdo de DNA ou
induzidos por exposicdo a agentes mutagénicos (Vogelstein & Kinzler, 2004).

As caracteristicas do cancro descrevem as alteracdes genéticas minimas necessarias
para que uma célula normal deve sofrer para se transformar. Estes incluem a evasao de
supressores de crescimento, sinalizacdo proliferativa constitutiva, prevencdo da apoptose
(morte celular programada), capacidade de induzir angiogénese (formacdo de novos vasos
sanguineos), imortalidade replicativa e invasdo/metastase ativadora, e foram descritas em
2000 por Hanahan and Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2011). Estas foram as seis
“hallmarks” originais, no entanto, desde que foram descritas, quatro “hallmarks”™ adicionais
foram incorporadas. Onze anos depois, em 2011, os mesmos autores atualizaram essa lista
incluindo mais duas marcas essenciais para a transformacdo maligna: instabilidade

genomica e inflamacéo. Além disso, existem mais duas
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capacidades emergentes: a reprogramacdo metabdlica e a prevencdo do sistema
imunoldgico, conforme mostrado na Figura 1.2 (Hanahan & Weinberg, 2011).

Figura 1. 2- Hallmarks do cancro, adaptado de Hanahan D. e Weinberg R., “The
Hallmarks of cancer”, Cell, 2011 (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.4 Familia das proteinas MOB

A familia de proteinas Mob (monopolar spindle-one-binder proteins) foram, pela
primeira vez, descritas em leveduras (Saccharomyces cerevisiae), sendo descobertas duas
proteinas Mob existentes neste organismo, Mpsl e Mps2 (Luca & Winey, 1998). Mpsl
parece estar envolvida no controlo da saida da mitose, e Mps2 na regulacdo da

morfogénese. Na Figura 1.3 podemos observar a arvore filogenética das familia de Mobs.

Em humanos, a familia de proteinas Mob € constituida por sete proteinas: hMobl1A,
hMob1B, hMob2, hMob3A, hMob3B, hMob3C e hMob4 (ou phocein), altamente
conservadas na natureza. As Mob séo proteinas globulares com cerca de 110 a 140
aminoacidos (aproximadamente, 26 kDa, em humanos, UniProt), de ancoragem
(scaffold), ndo sendo conhecida nenhuma atividade enzimatica por parte destas
(Gundogdu & Hergovich, 2019).

Em Drosophila melanogaster estdo descritas quatro proteinas Mob. dMobl, esta
envolvida na regulacdo da proliferacdo celular e morte celular. Foi observado, que a
deplecdo desta proteina é letal para estes individuos. Temos ainda, dMob2, dMob3 e

dMob4, como as restantes trés proteinas Mob presentes neste organismo. Apesar de
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aparentarem desempenhar algum papel no desenvolvimento morfogénico, mais
especificamente, na regulacdo do desenvolvimento neuronal, estas proteinas nao se
encontram tao bem descritas como dMobl, e 0s seus mecanismos continuam por
elucidar (Gundogdu & Hergovich, 2019).
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Figura 1. 3- Analisando a arvore filogenética, podemos dividir a superfamilia da
proteina Mob-like em 4 grupos (Mob1, Mob2, Mob3 e Mob4). O gene que pretendemos

estudar, Mob4, parece ter sido o primeiro a divergir da familia.

141 Mobl

Dentro da familia Mob, as proteinas hsMoblA e hsMoblB sdo as mais bem
estudadas e caracterizadas. Estas proteinas, sdo, na sua maioria, proteinas citoplasmaticas,
com uma funcdo redundante. Mais especificamente, aparentam ter uma localizagdo nos
centrossomas e midbody, durante a prometafase (Florindo, 2004). Aquando da deplegéo de
Mobl em células humanas, verificou-se um prolongamento da separacdo dos centriolos
apos a mitose, bem como a incapacidade das células de completarem a abcissdo, falhando a
citocinese, resultando, por vezes, em células binucleadas (Florindo, 2004). J& uma sobre-
expressao desta proteina, resulta na falha da separacdo dos centrossomas, sugerindo que a
Mob1 podera estar envolvido na regulacdo centrossomal durante a mitose, na regulacéo da
estabilidade dos microtdbulos e ser necessaria para a realizacdo da citocinese. (Florindo,

2004). As hsMob1 apresentam também a capacidade
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de ativar as quinases NDR/LATS, aquando da sua ligagdo a membrana citoplasmatica
(Hergovich et al., 2005, 2006); . Mob1A pode também ligar-se diretamente as proteinas
MST1/2 (proteinas homodlogas, em humanos, a proteina Hippo, em Drosophila
melanogaster), atuando como um componente principal na regulacdo da via Hippo
(Gundogdu & Hergovich, 2019; Praskova et al., 2008; Wei et al., 2007).

Estudos em ceélulas humanas do cancro, demonstraram que a expressdo de Mobl
apresenta-se diminuida em diversos tipos de cancro, nomeadamente em cancro do pulmao e
do figado, sendo que foi observado que ratinhos nulos para esta proteina sdo mais

suscetiveis ao desenvolvimento deste tipo de tumores (Gundogdu & Hergovich, 2019).

1.4.2 A proteina hsMob4/phocein huamana

Em Drosophila melanogaster, a dMob4 é uma proteina reguladora da neurogénese,
nomeadamente na regulacao das ramificacdes neurais durante o desenvolvimento larvar,
na regulacdo do transporte axonal e na formacdo de sinapses em moscas adultas
(Schulte et al., 2010). Foi também observado que dMob4 esta envolvida na organizacao
dos microtabulos durante a mitose (Trammell et al., 2008). Especula-se que as as
funcionalidades observadas de dMob4 possam relacionadas ao facto desta proteina
poder estar envolvida no complexo STRIPAK, em Drosophila melanogaster (Gundogdu
& Hergovich, 2019). A deplecdo desta proteina é letal para os estados larvares deste
organismo (Schulte et al., 2010), no entanto este fenétipo pode ser recuperado pela
introducdo da Mob4 humana, revelando assim uma elevada conservacdo funcional desta

proteina entre as duas espécies.

Ja foi descrita uma ligacdo da hMob4 ao STRIPAK, sendo este um componente
principal deste complexo (Bae et al., 2020; Gundogdu & Hergovich, 2019; J. Hwang &
Pallas, 2014; Kick et al., 2019; Moreno et al., 2001; Seo et al., 2020; Shi et al., 2016; Xie et
al., 2020). O complexo STRIPAK (Striatin-interacting phosphatase and kinase) ¢ um
complexo proteico composto por vérias quinases e fosfatases, que regulam a fosforilacdo de
diversas proteinas em vias de sinalizacdo essenciais para a células, nomeadamente a via
Hippo (Bae et al., 2020; Kuck et al., 2019; Seo et al., 2020; Shi et al., 2016). A estrutura,
funcgéo e relevo para este estudo do complexo STRIPAK e da via de sinalizagdo Hippo véo
ser discutidos em mais detalhe nos proximos subcapitulos deste trabalho. Apesar da ligagédo

do STRIPAK a regulacdo da via Hippo estar ja estabelecida, a funcéo
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particular da Mob4 neste mecanismo ou em qualquer outro processo associado ao
complexo STRIPAK néo esta descrita.

Além disso, a Mob4 interage também com a MST4 (M. Chen et al., 2018; Gundogdu
& Hergovich, 2019), proteina pertencente a familia das proteinas MST1/2 e um dos
componentes do complexo STRIPAK (Kiick et al., 2019), interagdo esta que ocorre de
uma forma dependente de fosforilacdo30. Foi proposto por Chen e colegas (2018) que
este complexo MST4/hMob4 é estruturalmente semelhante ao complexo MST1/hMob1,
podendo assim provocar a sua disrup¢do, por alternacdo de interagcdo com as proteinas
MST (M. Chen et al., 2018). No entanto, e mais uma vez, estas interagdes nio estio

ainda devidamente descritas.

Foi demonstrado por Baillat e colegas (2001) que a Mob4 e a SG2NA (ou STRN3, uma
das trés proteinas da familia da striatin, componente principal do complexo STRIPAK)
interagem e co-localizam no Golgi, em células humanas (Baillat et al., 2001). Foi
demonstrado que a fracdo proteica de Mob4 presente no Golgi sofre dispersao
citoplasmatica apos tratamento com Brefaldin A (substdncia quimica que impede o
transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico para o Golgi, promovendo assim a sua
fragmentagdo). Este comportamento é semelhante ao observado em proteinas bem
estabelecidas como reguladoras do transporte de vesiculas para o Golgi, bem como
proteinas necessarias para a montagem deste (tais como as proteinas AP-1 e Arfl) (Baillat
et al., 2001), suportando assim um importante papel da Mob4 no transporte de vesiculas
membranares (Baillat et al., 2001; Bailly & Castets, 2007; Kiick et al., 2019).

Foi observado que, aquando da deplecdo de Mob4, em células humanas, estas
expressam fenotipos aberrantes durante mitose, nomeadamente defeitos no fuso
mitotico (Gundogdu & Hergovich, 2019), entre os quais o colapso, a malformacéo ou a
descentralizacdo do fuso em relacéo a célula (Claudia Florindo, dados nédo publicados),
0 que leva a paragem do ciclo celular e, posteriormente, morte celular. Estes dados
demonstram que a Mob4 podera ser uma proteina essencial para a progressao do ciclo
celular, em mitose. Somando aos efeitos anormais causados na organizacdo do fuso,
foram também observados erros no alinhamento dos cromossomas na placa metafasica
(Claudia Florindo, dados ndo publicados), estes resultados sdao semelhantes aos obtidos
aquando da deplecdo de proteinas do cinetocoros, tais como as proteinas CENP,
sugerindo uma possivel funcdo da Mob4 nos cinetocoros durante mitose, mais
precisamente na regulacdo da ligacdo cinetocoros-microtubulos. Suportando ainda esta
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hipotese, a localizacdo da proteina CENP-A nos cinetocoros esta alterada em células
depletadas de Mob4. Em suma, dados previamente obtidos por colegas do laboratorio,
sugerem que a proteina Mob4 é necesséria para a realizacdo da mitose, bem como
podera ser uma das proteinas requeridas para a correta ligacdo cinetocoros-microtibulos

em células humanas.

Em estudos, realizados em linhas celulares tumorais humanas observou-se também
que a deplecdo de Mob4 reduz, significativamente, a sobrevivéncia das células, em
diversos tipos de tumores (Behan et al., 2019; Gundogdu & Hergovich, 2019). Estas
observacOes estdo em concordancia com a sobre-expressdo de Mob4 observada em
diversos tumores, nos mais variados tecidos, desde o pancreas (Gundogdu & Hergovich,
2019) a mama, sendo esta proteina ja utilizada como um marcador de mau progndstico

em cancros renais e do figado (The Human Protein Atlas).

Resumidamente, muito é especulado acerca da funcdo da Mob4 em diversos
processos celulares, desde o transporte de vesiculas, a regulacdo da mitose e ao seu
envolvimento no desenvolvimento tumoral, no entanto poucas destas fungdes estdo, de
facto, estabelecidas e descritas. Sendo, um dos objetivos deste estudo, a confirmacao e

elucidacdo do envolvimento da Mob4 em alguns dos processos mencionados acima.

1.5 Complexo STRIPAK

O complexo STRIPAK (Striatin-interacting phosphatase and kinase) é constituido por
diversas proteinas, quinases e fosfatases, sem atividade enzimatica e funciona como um
complexo de suporte e ancoragem (scaffold) (J. Hwang & Pallas, 2014). Este complexo
demonstra uma grande conservagdo evolucionaria e esta envolvido na regulacdo de uma
elevada variedade de processos biologicos (Ardestani & Maedler, 2020; Bae et al., 2020; R.
Chen et al., 2019; Guzzo et al., 2004; J. Hwang & Pallas, 2014; Kean et al., 2011; J. W.
Kim et al., 2020; Kiick et al., 2019; Moreno et al., 2001; Seo et al., 2020; Shi et al., 2016;
Xie et al., 2020). Para além da Mob4 e da striatin, 0 STRIPAK é composto pelas proteinas
PP2A, CCM3, proteinas das familia GCKIII e pela STRIP1/2, tal como é possivel observar
na Figura 1.4. (Gundogdu & Hergovich, 2019; J. Hwang & Pallas, 2014; Kiick et al., 2019;
Shi et al., 2016). A familia da striatin & composta por trés proteinas: STRN, SG2NA (S/G2
nuclear antigen ou STRN3) e a zinedine (STRN4). A principal caracteristica desta familia é

o facto de as proteinas apresentarem multiplos
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dominios para interacbes proteina-proteina, o que permite a formacdo de complexos
proteicos robustos, contendo um elevado numero de proteinas em interacdo
simultaneamente (J. Hwang & Pallas, 2014; Moreno et al., 2001; Shi et al., 2016). PP2A
(serine/threonine protein phosphatase 2) é uma proteina heterotrimérica composta por
uma subunidade catalitica (PP2Ac), uma subunidade de ancoragem (PP2Aa) e uma
subunidade regulatdria (J. Hwang & Pallas, 2014). A subunidade de ancoragem medeia
a interacdo entre a subunidade catalitica e as varias subunidades reguladoras, sendo que
a striatin foi identificada uma destas unidades regulatorias, promovendo a atividade da
PP2A na desfosforilacdo das suas proteinas alvo (J. Hwang & Pallas, 2014; J. W. Kim
et al., 2020).

A familia de quinases GCKIII (germinal centre kinase Ill) é composta por trés
proteinas: MST3 (ou STK24), MST4 (ou STK26) e STK25 (quinase de resposta ao stress
oxidativo 1) (Gundogdu & Hergovich, 2019; J. W. Kim et al., 2020; Shi et al., 2016). Estas
proteinas foram, previamente, implicadas em processos celulares como o crescimento,
proliferacdo, migracdo, polaridade e apoptose celular, sendo que a interacdo com as
fosfatases do complexo STRIPAK inibe a sua atividade (Shi et al., 2016).

CCM3 (cerebral cavernous malformation 3 ou PDCD10) foi, inicialmente,
identificado como uma proteina associada a morte celular, sendo que mutacdes com
perda de funcédo desta proteina levam a lesGes vasculares cavernosas cerebrais (razdo da
origem do seu nome) (Shi et al., 2016). A principal funcdo das CCM3 no complexo
STRIPAK é recrutar as proteinas GCKIII e estabelecer a sua ligacdo a striatin (Figura
1.4). Foi observado que esta interagio CCMS3/GCKIIl promove o aumento da
proliferagdo em células humanas, no entanto fora deste complexo, estas proteinas
podem ter comportamentos diferentes, sugerindo que a sua funcéo depende do contexto

bioldgico em que estdo inseridas (Kean et al., 2011; Shi et al., 2016).

STRIP1 e 2 (striatin-interacting protein 1 and 2) regulam a organizacdo do
citoesqueleto e a morfologia celular, sendo fatores essenciais para a diferenciagéo e
dindmica celular, como apontado por estudos de deplecdo desta proteina (Goudreault et
al.,, 2009; Shi et al.,, 2016). No entanto, esta proteina permanece muito pouco
caracterizada, ndo estando descrito o seu papel no complexo STRIPAK, sabe-se apenas
que estas proteinas interagem com a striatin (e por isso, tendo-se nomeado de tal forma)
(Goudreault et al., 2009).
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Estdo descritos dois complexos STRIPAK distintos, baseados em parceiros de
ligacdo alternativos, ndo fazendo, estes, parte do ndcleo principal que constitui estes
complexos. Os dois complexos séo entdo adicionalmente constituidos pelos adaptadores
tipo CTTNBP2 e pela SLMAP (sarcolemmal membrane-associated protein) e SIKE
(suppressor of IKK-g), respetivamente, sendo estes dois complexos mutualmente
exclusivos (Gundogdu & Hergovich, 2019; Xie et al., 2020). A Figura 1.4 ilustra os dois
complexos STRIPAK alternativos com o seu nucleo comum e as proteinas alternativas

adicionais, que foram acima descritas.

Uma vez revisto e sumariado o complexo STRIPAK de uma perspetiva estrutural,
iremos agora passar a uma analise funcional deste complexo, elucidando quais as vias e

processos celulares em que o seu envolvimento é conhecido e impactante.

De forma a sugerir possiveis fungdes do complexo STRIPAK, estudos de
localizacdo foram executados por varios autores, tendo destes estudos provindo
resultados que mostram que a localizacdo destes complexos depende dos componentes
especificos que os integram no momento (Kuck et al., 2019). Ou seja, dependendo das
subunidades de striatin e STRIP, o STRIPAK pode ou ndo estar localizado no envelope
nuclear e no Golgi, enquanto a presenca de SLMAP no complexo vai preferencialmente
conduzi-lo para as mitocondrias e para o reticulo endoplasmatico. Para além da
associacdo a diversas fungbes em cada um destes organelos, a observacdo do STRIPAK
em outras estruturas como 0s centrossomas, leva a hipotese de que este complexo
poderd funcionar como uma ponte de comunicacdo para facilitar a coordenacdo das

estruturas mencionadas durante a divisdo celular (Frost et al., 2012; Kick et al., 2019).

O STRIPAK tem sido associado com as mais diversas vias de sinalizagdo e processos
bioldgicos nas células, desde a proliferagdo celular & apoptose (J. Hwang & Pallas, 2014; J.
W. Kim et al., 2020; Kick et al., 2019; Shi et al., 2016; Xie et al., 2020), a polaridade e
migracdo celular (Kean et al., 2011; Kiick et al., 2019; Shi et al., 2016), & regulacdo da
montagem e fragmentagdo do Golgi (J. Hwang & Pallas, 2014), regulagdo do transporte
vesicular e regulacdo do citoesqueleto (Guzzo et al., 2004; J. Hwang & Pallas, 2014; Kiick
et al., 2019), a angiogénese (J. Hwang & Pallas, 2014), neurogénese (J. Hwang & Pallas,
2014; Kick et al., 2019), e até a regulacdo da concentracdo de calcio na células (J. Hwang

& Pallas, 2014), entre outros processos celulares.
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Figura 1. 4- Componentes principais do complexo STRIPAK em células de
mamiferos. Na figura s@o mostrados dois esquemas distintos que ilustram a composigdo
do STRIPAK e as interacdes proteicas neste. E possivel ver a striatin como o componente
central do complexo, que interage diretamente com as proteinas PP2A (subunidades
catalitica e de ancoragem), CCM3, STRIP1/2 e a Mob4 (no esquema da esquerda
representada como Mob3, nome anteriormente atribuido a Mob4/phocein). A proteina
CCM3 (também denominada de PDCD10, ilustracdo a direita) estabelece a ligagdo entre a
striatin e as proteinas GCKIII. Estes componentes interagem, alternativamente, com 0s
adaptadores tipo CTTNBP2 ou com as proteinas SLMAP e SIKE, formando os complexos
1 e 2, respetivamente (como ilustrado a direita da figura). Imagem adaptada de Hwang and
Pallas (2014) (a esquerda) e retirada de Xie et al (2020) (a direita).

Uma das vias de sinalizacdo mais relevante que é regulada pelo STRIPAK ¢ a via das
MAPK (Figura 1.5), que esta envolvida em diversos processos celulares e que responde,
entre outros, a estimulos hormonais e a fatores de crescimento (Shi et al., 2016). Esta via
¢ composta, na sua maioria, por quinases, que atuam em trés niveis da cascata de
sinalizagdo, sendo estas quinases denominadas de MAPKs, MAPKKs (MAPK kinases) e
MAPKKKs (MAPK kinase kinases). Proteinas GCKIII, componentes do STRIPAK, podem
também ser chamadas de MAP4Ks, ja que podem diretamente fosforilar e ativar as
MAPKKKs. A MST4 (membro da familia das GCKIII) pode promover a atividade da
proteina Raf (MAPKKK), que por sua vez estimula a MEK1/2 (MAPKK) a ativar a
ERK1/2 (MAPK), levando assim a promogéo do crescimento, proliferagédo celular e invaséo
2019; Shi et al., 2016). Para além das GCKIII, outros membros do STRIPAK também

foram identificados como reguladores desta via, tais como as striatins, as STRIP,
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a SLMAP e a Mob4, visto que deplecdo de qualquer uma destas proteinas leva a
reducdo da fosforilagdo de ERK1/2 e a consequente diminuicdo da atividade desta via
de sinalizacdo. Contudo, os mecanismos inerentes ao envolvimento destas proteinas
nesta via ndo estdo ainda descritos ou clarificados (Shi et al., 2016). Ainda assim, as
descobertas feitas até ao momento, incluindo a interacdo descrita com a via das MAPK,
parecem retratar as proteinas do STRIPAK como proteinas oncogénicas, nomeadamente
a MST4, a Mob4 (devido a sua sobre-expressdo em VAarios tumores, como Visto
anteriormente), a PP2A e as striatins (sendo estas duas ultimas implicadas no

desenvolvimento de leucemias) (J. Hwang & Pallas, 2014; Xie et al., 2020).
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Migracao celular

Figura 1. 5- Simplificacdo ilustrativa da via de sinalizacdo das MAPK. Esta via € constituida
por diversas quinases: as MAPKKKSs (representadas por Raf, na figura), as MAPKKs
(representadas por MEK, na figura) e as MAPKSs (ou ERK). Quando estimulada, esta via € ativa,
0 que resulta na fosforilacdo, em cascata, destas quinases. Como resultado final, sdo promovidos
processos celulares como o crescimento e proliferacdo, entre outros, bem como a inibigéo da
morte celular. O STRIPAK, através das proteinas GCKIIl (nomeadamente, a MST4), e
possivelmente outros dos seus componentes, promove a atividade destas quinases ao fosforilar
as MAPKKKSs, podendo conduzir, assim, a transformacéo celular e promocao de processos pro-

tumorais. Imagem adaptada de Ashton-Beaucage et al (2014).
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A dindmica do citoesqueleto é necessaria ndao so para a correta morfologia celular, mas
também para regulacdo da motilidade e da comunicacdo entre a célula e a matriz
extracelular. Microtibulos e filamentos de actina sdo dois dos principais elementos que
constituem o citoesqueleto, sendo os primeiros necessarios para a formacao do fuso mitético
e para o desenvolvimento de cilios e flagelos, ja os filamentos de actina sdo essenciais para
suportar a forma das células, para a adesdo celular e para a formagdo da lamellipodia e
filopodia durante a migracéo celular. Entre os participantes na regulagdo da remodelagéo do
citoesqueleto podemos encontrar o STRIPAK (Kick et al., 2019; Shi et al., 2016). Foi
observado que a deplecdo de STRN e CTTNBP2 em células humanas conduz a
instabilidade e despolimerizacdo de microtdbulos, inibindo assim a divisao celular (Shi et
al., 2016); isto sugere gue estas duas proteinas se associam aos microtibulos, aumentando a
sua estabilidade. Ja na regulacdo das fibras de actina e da migracdo celular participam
membros diferentes do complexo. As MST3 e MST4 recrutam fatores que promovem a
polimerizacgdo e contracdo de actina, possibilitando a associagdo destes a actina nas zonas de
protrusdo celular, que comandam a direcdo do movimento da célula (Klick et al., 2019; Shi
et al., 2016). Esta associacdo vai permitir a montagem da maquinaria necessaria para a
migracdo da célula, incluindo em contexto tumoral, o que potencia a formacdo de
metastases. MST3/4 regulam assim de uma forma positiva o processo de migracdo celular;
em contrapartida, as striatins e a STRIP1 regulam este processo negativamente, ao inibirem
a atividade das MST (Shi et al., 2016). Expressdo elevada de MST3/4 e CCM3 (necessaria
para o recrutamento das MST) foi encontrada em amostras de cancro da mama, estando
associada a feno6tipos mais agressivos e a um mau prognéstico nestes pacientes (Shi et al.,
2016; Xie et al., 2020).

Por fim, o STRIPAK participa na regulacdo de uma das mais importantes vias
celulares, a via Hippo (em Drosophila melanogaster) ou via MST1/2 (em humanos).
Dada a importancia desta via, o papel do STRIPAK na sua regulacdo vai ser discutido
no subcapitulo 1.6.1, depois de uma sucinta introducdo a estrutura e funcdo da Hippo,

em humanos.
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1.6 Via de Sinalizacéo Hippo

A via Hippo é uma via de sinalizagdo altamente conservada na natureza; foi pela
primeira vez descrita em Drosophila melanogaster, sendo que mais tarde foram
encontrados homaologos em humanos para todos os seus principais componentes (Figura
1.6). A via Hippo € o principal regulador no controlo do tamanho dos 6rgdos e na
homeostase e regeneracao de tecidos, principalmente durante o desenvolvimento destes.
Para tal, esta via tem um papel central no controlo de processos como o crescimento,
proliferacdo, diferenciacdo, morte, migracdo e organizacdo estrutural e morfologica
celular (Harvey et al., 2013; Hauri et al., 2013; Maugeri-Sacca & De Maria, 2018; Meng
et al., 2016; Pan, 2010; Taha et al., 2018; F. X. Yu, Zhao, et al., 2015).
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Figura 1. 6- Comparacdo das vias Hippo (em Drosophila melanogaster) e MST1/2 (em
mamiferos). Esta via de sinalizacdo é altamente conservada entre moscas e mamiferos, sendo
que todas as proteinas centrais na sua cascata de sinalizacdo s&o ortélogas nestes organismos. A
via Hippo é, em humanos, constituida pelas proteinas MST1/2 (homdlogas da Hippo, em
Drosophila melanogaster), SAV1 (homdloga da Salvador), LATS1/2 (homoélogas da Warts),
Mobl1A/B (homdlogas da Mats), YAP e TAZ (homdlogas da Yorkie) e TEAD (homologa da
Scalloped). Imagem retirada de Taha et al (2018).
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O ndcleo da via Hippo é formado por vérias quinases, entre as quais as proteinas
MST1/2, LATS1/2 (large tumor supressor 1 and 2), YAP (Yes-associated protein) e
TAZ (transcriptional co-activator with PDZ-binding motif) e a TEAD (transcriptional
enhanced associate domain), sendo que as proteinas MST1/2 e LATS1/2 se encontram
associadas com as proteinas adaptadoras SAV1 (Salvador homologue 1) e Mob1A/B,
respetivamente, tal como é mostrado na Figura 1.6. (Frost et al., 2012; Harvey et al.,
2013; Pan, 2010; Taha et al., 2018). O complexo MST/SAV1 limita a atividade das
proteinas YAP e TAZ, através da inducdo da sua fosforilagdo, diretamente, pelo
complexo LATS/Mob1. Esta fosforilagcdo vai permitir a criacdo de sitios de ligagdo a
14-3-3 (Figura 1.6), o que leva a acumulacdo de YAP e TAZ no citoplasma ou a sua
degradacédo por ubiquitinacdo, impedindo a sua translocagdo para o nucleo e a ativagao
de fatores de transcricdo como as TEAD. Estes fatores de transcrigdo ativam genes
envolvidos no crescimento, proliferacdo e diferenciacdo, estando a via Hipo a inibi-los,
deste modo regulando a homeostase e tamanho dos tecidos (Harvey et al., 2013; Pan,
2010; F. X. Yu, Zhao, et al., 2015).

Para além destas proteinas, muitas outras participam da cascata de sinalizacdo da via
Hippo. A familia de proteinas Amot (Angiomotin) pode também ser regulada pela via
Hippo, através da sua interagdo com as LATS1/2 (Dai et al., 2013; Leung & Zernicka-
Goetz, 2013). A fosforilacdo das proteinas Amot pelas LATS1/2 leva a diminuicdo da
sua afinidade aos filamentos de actina, conduzindo a inibindo da ligacdo das Amot aos
filamentos de actina do citoesqueleto. Esta interagdo é essencial na regulacdo de
processos como a angiogénese e a migracdo celular (Dai et al., 2013; Leung &
Zernicka-Goetz, 2013). Amot interage também com a proteina Y AP, sequestrando-a nas
juncOes de oclusédo ou nos filamentos de actina (Chan et al., 2011; W. Wang et al.,

2011), como mostrado na Figura 1.7.

.....

pela a-catenina, que ao formar uma complexo com a 14-3-3, nas jungOes aderentes
(Figura 1.7), o inativa e impede a sua translocacdo pra o nucleo(Schlegelmilch et al.,
2011). A via Hippo responde a sinais de tenséo celular, contacto célula-célula e contacto
célula-substrato (Wada et al., 2011; Zhao et al., 2012), assim, as interacGes do YAP com
0 citoesqueleto tornam-no sensivel a reorganizacdo do citoesqueleto e a rigidez da
matriz extracelular, fazendo desta proteina o candidato diretamente envolvido na

regulacao da via Hippo por Mecanotransducgédo (Dupont et al., 2011).
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Foi também observado que alteracBes na atividade de YAP e TAZ resultam em
alteracOes na atividade da proteina Rho GTPase e no rearranjo do citoesqueleto, através
da reorganizacdo das fibras de actina (F. X. Yu, Meng, et al., 2015). De forma
semelhante, a atividade das LATS1/2 parece poder ser regulada por sinais mecanicos,
de uma maneira dependente da Rho GTPase, sendo estas reguladas positiva ou
negativamente (Figura 1.7), dependendo do tipo de estimulo recebido nos recetores
GPCR (G protein—coupled receptors) (M. Kim et al., 2013; Reddy & Irvine, 2013;
Wada et al., 2011; F.-X. Yu et al., 2012; Zhao et al., 2007, 2012).

Por fim, o complexo Nf2 (Neurofibromatosis 2), Kibra e Frmd6 (FERM domain-
containing protein 6), localizado apicalmente nas células, regula positivamente as
LATS1/2, contribuindo para a repressdo do YAP e TAZ, mostrando que a polaridade
celular é outro fator que participa da regulacdo da via Hippo (Angus et al., 2011,
Baumgartner et al., 2010; J. Yu et al., 2010), tal como é exemplificado na Figura 1.7.
Para além disto, a proteina Nf2, fora deste complexo, promove a ativacdo de MST1/2 e
LATS1/2, através do seu recrutamento para a membrana citoplasmatica, onde estas

proteinas sdo, posteriormente, fosforiladas (Yin et al., 2013).

Podemos concluir, que a via Hippo regula e é regulada por inimeros fatores, assim,
a desregulacdo desta via é comumente ligada a transformacdo celular e ao

desenvolvimento de tumores.
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Figura 1. 7- A via Hippo e a sua regulacédo. Quando néo fosforilados o YAP e TAZ interagem
com a familia de proteinas TEAD e outros fatores de transcricdo, no nucleo. No entanto,
YAP/TAZ séo regulados negativamente de diversas formas: pelos componentes centrais da via
Hippo, as quinases MST1/2 e LATS1/2, que o fosforilam; pelas proteinas Amot, que o
sequestram nas juncbes de oclusdo; e pelo complexo a-catenina/14-3-3, que o fosforilam e
inativam, nas juncOes aderentes. Para além da regulacdo do YAP/TAZ, a via Hippo pode ser
regulada por outros mecanismos, tais como polaridade celular, sinalizacdo através dos GPCRs
(G protein—coupled receptors) e dos EGFRs (epidermal growth factor receptors) e
mecanotransducdo. AlteracBes na reorganizacdo da actina (induzidas por Rho GTPases) sdo
também um dos importantes mecanismos de regulacdo das LATS1/2; que, por sua vez, regulam
a organizacdo da actina no citoesqueleto (por meio das proteinas Amot). Nota: VGL4 é um co-
repressor dos fatores de transcricdo TEAD, que compete com as YAP/TAZ pela sua ligacdo.

Imagem retirada de Yu et al (2015).

No entanto, tal como mencionado nos subcapitulos anteriores, existe ainda um

outro mecanismo que regula a via Hippo revelante de discutir neste trabalho. Vamos
agora entender qual o papel do complexo STRIPAK, no qual a proteina Mob4 se

integra, na regulacdo da via que acabdmos de introduzir.
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1.6.1 Regulacgao da via Hippo por STRIPAK

A regulacéo entre a via Hippo e o STRIPAK é mediada pela proteina SLMAP,37
que induz a PP2A a desfosforilar a MST1/2, inativando-a (Ardestani & Maedler, 2020;
Bae et al., 2020; Shi et al., 2016). A inativacdo destas quinases vai permitir que as
formas ndo fosforiladas de YAP/TAZ sejam translocadas para o nicleo e ativem fatores
de transcricdo envolvidos em diversos processos celulares (Figura 1.6), nomeadamente
proliferagdo, diferenciacdo e migracdo celular. De forma a contrariar este mecanismo, a
proteina SAV1, que esté ligada a MST1/2 (Figura 1.6), inibe a atividade do SLMAP, na
tentativa de restaurar a atividade das quinases MST (Ardestani & Maedler, 2020; Bae et
al., 2020). No entanto, a STK25, proteina da familia das GCKIII e constituinte do
STRIPAK (Figura 1.4), tem a capacidade de, diretamente, fosforilar a SAV1,
prevenindo que esta iniba a SLMAP e, consequentemente, o STRIPAK (Bae et al.,
2020). Este antagonismo mutuo entre a SAV1 e o STRIPAK constitui um dos
mecanismos pelo qual este complexo regula a ativacéo da via Hippo.

Para aléem da MST1/2, foi demonstrado que proteinas da familia das MAP4Ks
podem, em paralelo, ativar diretamente as quinases LATS1/2.35 (Meng et al., 2015; Y.
Zheng et al., 2015). A MST1/2 e as MAP4Ks apresentam-se como proteinas
redundantes, no que diz respeito a ativacdo da via Hippo, ja que deplecdo de apenas
uma delas ndo é o suficiente para inativar as LATS; a atividade das LATS é apenas
comprometida quando ambas estdo depletadas em células humanas (Meng et al., 2015).
Assim, quer as MST, quer as MAP4Ks, sdo suficientes, mas ndo necessarias, para
iniciar a cascata de sinalizacdo da via Hippo (Meng et al., 2015). O STRIPAK, de forma
semelhante ao que acontece no caso das quinases MST, tem a capacidade de direcionar
a atividade da PP2A para as MAP4Ks, promovendo assim a sua desfosforilacdo e
inativacdo (J. W. Kim et al., 2020; Seo et al., 2020). Estudos de interacdo proteica
revelaram que, para este mecanismo ser ativado, € necessaria a presenga da STRN4, que
vai mediar a interacdo das MAP4Ks com a PP2A (Seo et al., 2020).

Se a regulagdo STRIPAK-Hippo ¢ realizada por meio de outros mecanismos
e/ou por agdo de outros componentes do complexo, tais como a Mob4, ndo é ainda do

meu conhecimento e, presumo, do conhecimento da comunidade cientifica.

Concluo, que, servindo-se dos dois mecanismos acima descritos, 0 STRIPAK
regula negativamente a via Hippo, controlando a inicializa¢éo da sinalizacao desta via.
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Portanto, alteragdes no complexo STRIPAK resultam, na consequente, desregulacéo da

via Hippo e dos processos bioldgicos a ela associados.

A e )

N

Hippo pathway OFF/ A s'"‘m

YAP/TAZ ©TB

Tumorigenesis \Hippo pathway ON /

Figura 1. 8- Regulagéo da via Hippo pelo STRIPAK. (A) Modelo simplificado que demonstra a
inibicdo da via Hippo pelo STRIPAK. A PP2A inibe a fosforilacdo das quinases MST e das
MAP4Ks, permitindo a ativacdo da YAP/TAZ, no nucleo, o que leva a promogdo de processos
bioldgicos potencialmente tumorigénicos. (B) Modelo da regulagdo do antagonismo STRIPAK-
SAV1, pela STK25. A proteina STK25 inativa a SAV1, através da sua fosforilacdo, o que permite

a PP2A inibir a atividade das MST, levando a supressao da via Hippo. Aquando da presenca de
um estimulo, a SAV1 é libertada da inibicdo pela STK25 e reprime a PP2A, permitindo a
fosforilagdo das MST, o que vai dar inicio & cascata de sinalizagdo da via Hippo. Imagens
adaptadas de (A) Ardestani and Maedler (2020) e (B) Bae and Luo (2020).
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1.7 Ferramentas de edicao genética

Atualmente, a geracdo de novos modelos de doengas e métodos para avaliacdo da
funcdo génica, importantes na pesquisa bioldgica e biomédica, depende de ferramentas
de edi¢cdo do genoma (Guha et al., 2017; Hruscha et al., 2013; Porteus, 2015). Os termos
"edicdo do genoma" referem-se a manipulacdo de nucleotideos do genoma usando
nucleases (Ma & Liu, 2015; Porteus, 2015). As nucleases de dedo de zinco projetadas
(ZFNs), nucleases efetoras semelhantes a ativadores de transcricdo (TALENS) e
repeticbes palindromicas curtas regularmente espacadas (CRISPR) -Cas9, permitem a
geracdo de manipulacdo de genes especificos e eficientes (Liu et al., 2017; Sertori et al.,
2016).

Essas técnicas de edi¢do de genoma dependem da indugdo de quebras na cadeia dupla
(DSB) em locais especificos (Figura 1.5). Uma vez que os DSB sdo toxicos (Li et al., 2016),
as células respondem rapidamente por meio da via de reparacdo de juncdo de extremidade
ndo homologa (NHEJ). Este é um processo sujeito a erros que leva a insergdes ou delecdes
aleatorias (indels) no locus DSB, o que pode resultar em frameshift ou mutacdes sem
sentido em genes codificadores, com o potencial de silenciar genes (Ata et al., 2016; Guha
etal., 2017; Lietal., 2016; Liu et al., 2017; Ma & Liu, 2015).

Os ZFNs foram descobertos em 1996 e usados pela primeira vez em Drosophila
(Bibikova et al., 2002) e células de mamiferos (Porteus & Baltimore, 2003). Essas
endonucleases foram as primeiras a serem aplicadas no peixe-zebra (Sertori et al., 2016),
sendo descritas pela primeira vez em 2008 para knockout de gene direcionado (Ata et al.,
2016). ZFNs reconhecem DNA através de um dominio de ligacdo de DNA mediado por
dedo de zinco e clivam o0 genoma com um dominio Fokl com atividade de nuclease (Ma
& Liu, 2015). Essas endonucleases sdo projetadas em pares, permitindo apenas a
clivagem por meio da dimerizagdo da nuclease Fokl, quando ambos os pares
identificam as cadeias de DNA de forma adjacente (Sertori et al., 2016).

TALEN foi descoberto pela primeira vez em patdgenos de plantas (Sertori et al., 2016)
(Ata et al., 2016) e descrito pela primeira vez no peixe-zebra em 2012 (Dahlem et al.,
2012). Esta endonuclease € formada pela fusdo do dominio de nuclease de Fokl a um
dominio de ligacdo de DNA com multiplas repeti¢des idénticas da proteina TALE. Cada
repeticdo TALE liga-se a um nucleotideo especifico por meio de repeti¢ces de di-residuos

varidveis (RVD), permitindo o reconhecimento do DNA (Guha et al., 2017; Sertori et al.,
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2016). Em um processo semelhante aos ZFNs, a dimerizacdo de Fokl sé ocorre quando
0s TALENS sdo pareados (Ata et al., 2016; Sertori et al., 2016).

O CRISPR associado a endonuclease Cas9 é uma ferramenta de edi¢do do genoma
usada pelo sistema imunoldgico bacteriano como mecanismo de defesa contra virus
(Gonzales & Joanna Yeh, 2014; Kouranova et al., 2016; Ratner et al., 2016). Nesta
estratégia de protecdo, as bactérias integram DNA estranho (espacador) entre as
sequéncias de 5-NGG-3 'PAM (motivo adjacente do protoespagador) especificas de
virus infetantes. Portanto, quando o virus ataca a mesma bactéria, esta ird produzir
crRNA (sequéncia complementar ao espacador) e tracrRNA (RNA CRISPR
transitivado) e criar um complexo com a proteina Cas9, gerando o que normalmente ¢é
designado como holoendonuclease Cas9 (Kouranova et al., 2016; Li et al., 2016). Este
complexo possui um dominio que se liga ao PAM gendmico, reconhece o espacador e
corresponde a sequéncia de DNA do virus genémico. Por ultimo, o Cas9 faz um DSB
na sequéncia de DNA do virus genémico préximo ao PAM e desativa 0 DNA do
agressor (Li et al., 2016). Este mecanismo natural tem sido usado e otimizado para
edicdo de genoma nos ultimos anos. Existem varios tipos de sistemas CRISPR / Cas
estrutural e mecanicamente diferentes (Ratner et al., 2016). O sistema tipo Il, usando
um Cas9 e um RNA guia (SgRNA) que resulta da fusdo de crRNA e tracrRNA, é 0 mais
usado para a edi¢cdo do genoma (W. Y. Hwang et al., 2013; Kouranova et al., 2016; Liu
et al., 2017; Ran et al.,, 2013; Ratner et al., 2016). Neste sistema, um SgRNA
previamente projetado para uma regido alvo no genoma € co-injetado com mRNA Cas9
ou proteina na célula (W. Y. Hwang et al., 2013; Li et al., 2016; Ran et al., 2013). No
nacleo celular, 0 sgRNA ancorado a proteina Cas9 permite o reconhecimento da regido
alvo no genoma (complementar ao sgRNA) ao lado de uma sequéncia PAM. Este
complexo desenrola as duas cadeias de DNA e as cliva (Kouranova et al., 2016; Li et
al., 2016). Como referido antes, este processo sujeito a erros leva a mutacGes aleatdrias
com o potencial de silenciar genes (Li et al., 2016; Liu et al., 2017) (Irion et al., 2014).
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Figura 1. 9 - Visdo esquematica de técnicas de edicdo de genoma e mecanismos de
reparacdo de DNA. No canto superior esquerdo, hd& um mecanismo ZFN de edicdo de
DNA por meio de Fokl acoplado a duas guias de dedo de zinco, uma em cada cadeia de
DNA gendmico. No centro superior, hd uma proteina Cas9 acoplada a um pequeno sgRNA,
reconhecendo e ligando-se a sequéncia gendmica alvo. Por outro lado, no canto superior
direito esta Fokl acoplado a dois TALE que reconhecem a regido no DNA. Todas as
técnicas de edicdo de genoma permitem DNA DSB, reparado de forma imprecisa por meio
de unido de extremidades ndo homologas levando a formacéo de indel. Se um modelo de
DNA estiver disponivel, ele também pode ser inserido na regido de DNA quebrada por

reparacao Direcionado por Homologia. (Adaptado de Li et al. 2016)

ZFN é uma técnica cara, e dificil de projetar (Hruscha et al., 2013), tem uma alta taxa de
falha gerando a montagem de ambas as endonucleases (Sertori et al., 2016) e ndo ha
garantia de que a proteina sera mutagénica in vivo, uma vez que a especificidade de cada
proteina € varidvel (Li et al., 2016). A edicdo do genoma TALEN é mais confiavel e
eficiente do que ZFN (Sertori et al., 2016). No entanto, foi relatado que Fokl é sensivel a
metilagdo do DNA (Li et al., 2016) e, embora o design seja mais facil do que ZFNs, a

clonagem é trabalhosa (Hruscha et al., 2013). Ambas as técnicas de edi¢do de genoma
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requerem um projeto complexo de duas novas proteinas para cada local alvo (Gonzales

& Joanna Yeh, 2014; Sertori et al., 2016) e ndo sdo adequadas para mutagénese de alto
rendimento (Varshney et al., 2016). CRISPR / Cas9 surgiu como um sistema facil de
projetar e implementar, exigindo apenas o projeto de um sgRNA de 20 nucleotideos
(Gonzales & Joanna Yeh, 2014; Hruscha et al., 2013; Liu et al., 2017; Varshney et al.,
2016), simples, econémico, escalavel (J. Hwang & Pallas, 2014; Liu et al., 2017) (Jao et
al., 2013) com eficiéncia compardvel ou superior e mais eficaz no DNA metilado
(Gonzales & Joanna Yeh, 2014; Hruscha et al., 2013). Esta técnica de mutagénese
permite ter como target varios genes de uma vez (Varshney et al., 2016) com taxas de
transmissdo mais altas em comparagdo com os sistemas mencionados acima (Gonzales
& Joanna Yeh, 2014; Liu et al., 2017) e baixo potencial de efeitos “out of target”
(Hruscha et al., 2013; Liu et al., 2017; Veres et al., 2014).

Embora os morfolinos (MO) ainda sejam considerado por alguns como o conjunto de
ferramentas tradicional para validagdo funcional complementar da funcdo do gene (Ata et
al., 2016; Liu et al., 2017), no peixe-zebra o seu uso € limitado a processos em estagios
iniciais de desenvolvimento (0-120 horas poés-fertilizacdo [hpf]) (Liu et al., 2017; Seth et
al., 2013). Vérios estudos demonstraram que, embora os morfolinos permitam um estudo
rapido e eficaz da funcdo do gene (Seth et al., 2013), os fenotipos geralmente resultam em
alvos indesejados (Kok et al., 2015; Sertori et al., 2016; Varshney et al., 2016) e ~80% dos
knockouts do gene ndo imitam o fen6tipos MO para 0 mesmo gene (Kok et al., 2015; Liu et
al., 2017; Sertori et al., 2016; Varshney et al., 2016). Rossi e colegas em 2015 propdem que,
em um knockout completo do gene, um mecanismo genético de compensacgao por outros
genes relacionados pode ocorrer balanceando os fenotipos observados em MO para o
mesmo gene (Liu et al., 2017; Sertori et al., 2016) (Rossi et al., 2015). Assim, MO néo

podem recapitular com preciséo fenotipos de knockout in vivo.
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1.7.1 CRISPR/Cas9 em células humanas

O desenvolvimento e criagdo de uma linhas de células de mamiferos para uma
terapéutica recombinante, resume-se geralmente em trés etapas: engenharia da célula

hospedeira, selecéo e screening da linha celular.

Inicialmente, o0 gene recombinante com os elementos reguladores da transcricao
necessarios é transferido para as células. Novos genes sdo tipicamente introduzidos no
genoma da célula por transfecdo de um plasmideo linearizado carregando o gene de
interesse e um marcador de selecdo (por exemplo, resisténcias a antibidticos ou DHFR).
Essa integracdo € aleatoria, afetando a produtividade devido ao ndmero de copias e
variagOes do site de integracdo. Geralmente, o gene de interesse esta sob o controle de
um forte promotor viral ou de mamifero levando a alta expressao, enquanto o marcador
de selecdo € colocado sob o controle de um promotor fraco (Wurm, 2004), de modo a
ndo sobrecarregar metabolicamente as células (Veraitch & Al-Rubeai, 2005). A
exposicdo das células a uma pressdo de selecdo promove a integracdo de ambos os
genes no genoma (Wurm, 2004).No entanto, a expressdo do marcador de selecdo nem
sempre se correlaciona com o gene de interesse - uma vez que diferentes promotores
podem ser usados, a integracdo parcial/mutada do gene ou o silenciamento do gene de

interesse podem ocorrer.

Apbs a selecdo, os clones sobreviventes sdo transferidos como células Unicas
para um segundo recipiente de cultivo e expandidos para produzir populacbes
monoclonais. Eventualmente, os clones individuais séo selecionados para a expressao
da proteina recombinante com os maiores produtores sendo retidos para posterior
cultivo e analise. Uma linha celular, contendo as taxas de crescimento e produtividade
adequadas, é entdo escolhida para a producdo da proteina recombinante. Estudos
adicionais de estabilidade também precisam ser realizados para garantir uma linha de
células monoclonais de expressdo estavel. Um processo de cultivo é entdo estabelecido

de acordo com as necessidades de produgéo.

A perturbacdo genética é uma abordagem poderosa para a analise da funcao
da proteina in vivo. A tecnologia de edi¢do de genes baseada em sistema de repeticdes
palindrémicas curtas (CRISPR) / associadas a CRISPR (Cas) regularmente inter-espacadas
revolucionou a geracdo de knockouts de genes em células humanas (Cong et al., 2013; Mali

et al., 2013). No entanto, temos aproximadamente 2,000 genes nas
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linhas celulares humanas que sdo esséncias para a viabilidade celular, onde muitos estéo
envolvidos em processos importantes para o sucesso da proliferacdo. Uma vez, que este
gene ndo podem ser perturbados de uma forma constitutivamente, a inativagao/deplecao
condicional ou a deplecédo de proteinas codificantes € util para a analise funcional (Hart
etal., 2015; T. Wang et al., 2015) (Natsume et al., 2016)

A inativagdo/deplecdo condicional pode ser alcancado pela fusdo de um dominio
desestabilizador (o chamado “degron’) que pode ser controlado condicionalmente. Varias
tecnologias de “degron” condicional, que permitem controlar a estabilidade de proteinas
“degron-fused” pelo uso de uma pequena molécula, foram estabelecidas (Banaszynski et al.,
2006; Bonger et al., 2011; Chung et al., 2015; Iwamoto et al., 2010; Neklesa et al., 2011).
Para o desenvolvimento deste projeto, recorremos a tecnologia desenvolvida por Nishimura
et al., 2009. Desenvolveram uma tecnologia de degron indutivel por auxina (AID) por meio
do transplante de uma via de degradacdo especifica de planta controlada por um fito
horménio, auxina, em células ndo vegetais (Nishimura et al., 2009). Em células que
expressam a proteina F-box TIR1 preceptiva de auxina, que forma uma ubiquitina ligase
SCF (Skp1-Cullin-F-box) funcional, as proteinas fundidas com uma marca AID derivada da
proteina IAAL7 de Arabidopsis thaliana podem ser induzidas para rapida degradacédo por a
adicdo de auxina ao meio de cultura. Crucialmente, a tecnologia AID permite a deplecédo
condicional, tornando todo o processo rapido, normalmente com uma meia-vida de 10-20
min (Holland et al., 2012; Lambrus et al., 2015; Natsume et al., 2016). Assim, o sistema
AID representa uma tecnologia muito promissora para a analise dos genes fundamentais ao
funcionamento das células humanas, porém a dificuldade de criar proteinas de fusdo
enddgenas com o tag AID, limitou o uso desta técnica. Desta forma, para contornar este
problema, os autores estabeleceram um novo método, com recurso a técnica de
CRISPR/Cas, em células HCT116 de cancro colorretal humano, que consistiu na marcagdo
dos genes enddgenos com vetores doadores. Estes vetores continham bracos de homologia
curtos sintéticos. A linha HCT116 foi escolhido devido a ter um cariotipo estavel (Natsume
etal., 2016).

A construcdo de mutantes AID condicionais depende da introdugdo de dois
componentes nas células. O primeiro componente é a proteina F-box responsiva a
auxina, TIR1, que forma uma ubiquitina ligase SCFTIR1 funcional com as subunidades
enddgenas conservadas em todas as células eucarioticas (Figura 1.6 A). Além disso os

autores, usaram TIR1 derivado de Oryza sativa (OsTIR1), porque funcionou melhor do
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que seu homologo em A. thaliana em temperaturas mais elevadas (Nishimura et al.,
2009). O segundo componente é a marca AID que é fundida a proteina de interesse no
locus endogeno. (Figura 1.6 A) (Kubota et al., 2013; Nishimura & Kanemaki, 2014).

Para construir células AID humanas condicionais, tem que se adotar uma
abordagem de duas etapas (Figura 1.6 B). Inicialmente, a geracdo das células parentais é
feita pela da introducdo de um vetor de expressdo que codifica OsTIR1 no lécus AAVS1
usando CRISPR / Cas (Mali et al., 2013; Smith et al., 2008). Posteriormente, uma cassete
mAID in-frame foi introduzida por CRISPR / Cas na linha celular parental, apds o ultimo
codon do gene de interesse. E feita também a co-transfeco de dois vetores de doadores de
homologia curta contendo marcadores de resisténcia a neomicina (Neo) e higromicina
(Hygro), a fim de marcar ambos os alelos simultaneamente selecionando células na
presenca de G418 e Hygro (Figura 1.6 B) (Park et al., 2014). Desta forma, é possivel gerar
mutantes AID condicionais por uma Unica transfecdo e subsequente clonagem da linha

celular parental (Natsume et al., 2016).
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Figura 1. 10- Construcdo de mutantes de AID condicionais humanos.

(A) Uma ilustracdo esquematica do sistema AID. O OsTIR1 expresso pode formar um
complexo SCFOsTIR1 E3 ligase funcional com os componentes enddgenos em células
humanas (Nishimura et al., 2009). Na presenca de auxina, uma proteina de interesse fundida
com mAID é rapidamente degradada ap6s poli-ubiquitilacdo.(B) Uma ilustracdo esquematica
gue mostra a estratégia de construcdo de mutantes AID condicionais humanos. Inicialmente,
as células parentais devem ser geradas pela introducdo de um transgene que codifica OsTIR1
no locus AAVS1 de porto seguro. Marcando os dois alelos de um gene alvo de interesse com

mAID nas células parentais, mutantes condicionais de AID podem ser gerados.

1.7.2 CRISPR/Cas9 em zebrafish para o knockout do gene

De forma a gerar um knockout de gene no peixe-zebra de uma maneira barata e de
alto rendimento, a tecnologia CRISPR / Cas9 e a via de reparacdo de NHEJ consequente
é a técnica mais facil e eficaz. O CRISPR-Cas9 foi originalmente adaptado e usado no
peixe-zebra por Hwang e colegas em 2013 (W. Y. Hwang et al., 2013). Neste estudo, eles
direcionaram o gene fh do peixe-zebra ao projetar um sgRNA complementar a sequéncia do
gene e micro injetaram este SgRNA com o0 mRNA Cas9 sintetizado em embries em estadio

de uma célula. Observaram a formacéo de indel em todas as concentragdes
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testadas em quase todos os embrides. Os autores encontraram altas frequéncias de indels
na maioria dos locais-alvo testados e uma mutagénese de eficiéncia significativa (W. Y.
Hwang et al., 2013) . Varias ferramentas foram criadas para a implementacdo do
CRISPR/Cas9 no peixe-zebra (Li et al., 2016; Liu et al., 2017) tornando este sistema
uma alternativa mais simples, mais eficiente e barata para a edicdo do genoma neste

organismo modelo.

1.8 Zebrafish (Dario Rerio) como modelo animal

Entre os organismos modelo, o peixe-zebra (Danio rerio) € um dos melhores
modelos lideres para estudar a biologia do desenvolvimento, cancro, toxicologia,
descoberta de drogas e genética molecular. O peixe-zebra tem muitas semelhancas
fisiologicas e genéticas com os humanos, incluindo o cérebro, o trato digestivo, a
vasculatura e o sistema imunoldgico inato (Khan & Alhewairini, 2018). Este vertebrado
tem uma vida util ligeiramente maior do que outros modelos, como roedores(Van
houcke et al., 2015) (Gilbert et al., 2014), € barato e facil de manter para analise
mutacional de alto rendimento (Van houcke et al., 2015) (Gilbert et al., 2014) (Kishi et
al., 2008; Sasaki & Kishi, 2013). O peixe-zebra tem alta fecundidade e produz ovos
transparentes que garantem acessibilidade a organogénese e mudancas fenotipicas ao
longo do tempo (Van houcke et al., 2015) (Sasaki & Kishi, 2013; Verduzco &
Amatruda, 2011) (Kishi et al., 2009). O desenvolvimento embrionério (Figura 1.6)
ocorre rapido e externamente e a manipulacdo do desenvolvimento genético é
facilmente alcangada (Sasaki & Kishi, 2013; Verduzco & Amatruda, 2011) (Holtzman
et al., 2016). Além disso, 0 genoma do peixe-zebra é totalmente sequenciado e esta
espécie tem pelo menos um ortélogo para 71% dos genes codificadores de proteinas
humanas (Gilbert et al., 2014) (Kishi et al., 2008) (Howe et al., 2013).
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Figura 1. 11- Representacao esquematica do desenvolvimento embrionario do
peixe-zebra.

1.9 Resultados anteriores que motivam este estudo

1.9.1 Resultados prévios em células humanas

Por fim, analisemos com mais detalhe os resultados ja adquiridos no laboratorio
Cell Cycle and Cancer Biology Group, obtidos pelos meus colegas e que motivaram este
estudo. A Drosophila melanogaster e as células humanas tém sido os modelos
empregados no estudo da Mob4, no entanto, para esta se¢cdo vou apenas focar-me nos
resultados obtidos em células humanas, células HelLa, devido a sua maior pertinéncia
para este projeto, em particular.

Estudos de localizacdo, em células HelLa, revelaram que a Mob4 se agrega na zona
perinuclear das células em interfase (Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados),
numa marcacao que podera ser semelhante a do Golgi31 (Dickson et al., 2020; Presley

et al., 1998), ou do reticulo endoplasmatico (Goujon et al., 2019; Yadav et al., 2013) ou,
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talvez, ambos, como €é de observar na Figura 1.12. J& em mitose, Mob4 parece estar
localizada em dois pequenos agregados nos polos do fuso mitético (Figura 1.12)
(Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados), sendo esta marcacdo semelhante a dos
centrossomas (Bergmann et al., 2020; Fang et al., 2016; Holdgaard et al., 2019). Estes
resultados revelam uma potencial co-localizacdo entre Mob4 e o Golgi, reticulo
endoplasméatico (em interfase) e centrossomas (em mitose), anunciando que esta

proteina poderd desempenhar uma funcdo estrutural ou reguladora nestes organelos.

a-Tubulina Mob4 Merge

Interfase

Mitose

Figura 1. 12- Localizacdo de Mob4 em células HeLa, em interfase (em cima) e em mitose
(em baixo). Em interfase, Mob4 apresenta-se localizada perinuclearmente, enquanto, que em
mitose aparenta estar localizada em dois agregados, nos polos do fuso. Azul-DNA, vermelho-a-
tubulina, verde-Mob4. Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados.

De modo, a melhor desvendar a funcdo desta proteina foi realizada a sua deplecao
em células HeLa. A deplecdo de Mob4, por iRNA, mostrou um aumento de defeitos
mitoticos nas células (Claudia Florindo 2007, dados ndo publicados), sendo que entre 0s
principais estdo: defeitos no alinhamento dos cromossomas e defeitos na formagéo do fuso
mitético (tais como, colapso do fuso mitotico, fuso mitético malformado e fuso mitético

descentrado do plano celular), como é passivel de observar na Figura 1.13.
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Os resultados acima apresentados apontam para a Mob4 como uma potencial proteina
reguladora do ciclo celular, visto que tais defeitos conduzem, na sua maioria, a paragem
da divisao celular, em mitose, seguida de morte celular. Desta forma, Mob4 podera ser
necessaria para a progressdo da mitose. Para além disto, os defeitos no alinhamento dos
cromossomas mitoticos reportados séo idénticos aos observados aquando da deplecéo de
proteinas do cinetocoro (Huang et al., 2009; McEwen et al., 2001), tais como as
proteinas CENP (centromere proteins), o que pode significar que a Mob4 desempenha
importantes funcdes nos cinetocoros, sendo necessdria para a correta ligacéo
microtubulos-cinetocoros. O presente estudo foi conduzido de modo a confirmar e

continuar a desvendar a funcgéo bioldgica da Mob4 em mitose.
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Controlo

Y-tubulina e-tubulina DNA

Merge

Figura 1. 13- Principais defeitos mit6ticos causados pela deplecdo de Mob4 em células
HeLa. (A-B) Defeitos no alinhamento dos cromossomas mitoticos em metafase. (C-F) Defeitos
mais frequentes no fuso mitético em células depletadas de Mob4, tais como (D) colapso do
fuso, (E) fuso malformado e (F) fuso ndo centrado no plano celular; (C) Célula controlo, ndo
depletada de Mob4, sem defeitos no fuso mitético. Azul-DNA, verde- a-tubulina, vermelho- y-

tubulina. Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados.
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1.9.2 Resultados prévios em Zebrafish

De forma, a estudar o Mob4/phocein em Zebrafish, foi feito em laboratério, por
alunos de mestrado, um tratamento com morfolinos, em embrides de zebrafish. Foi feita
a injecdo dos morfolinos quando os embrifes se encontravam em “one-cell-stage”, e
foram analisados ap0s 24 horas (Fase de faringula), de forma a compreender o fenétipo
apos deplecdo de Mob4/phocein. Com a realizagdo deste trabalho pretendeu-se analisar
0 desenvolvimento embrionario de peixe-zebra, as 24horas pos-fertilizacao, apos
deplecdo de MOB4 com Morfolino, dando mais importancia a regido da cabeca em
geral e do cérebro posterior em particular. Desta forma, foram feitas medicdes ao
comprimento axial, lateral e o perimetro do olho (Figura 1.7), de forma a compreender,
se 0 embrido sofria alteracGes nestas estruturas. Além disso, foi também analisado o

indice mitoético no olho, com a dele¢do do Mob4/phocein.

Comprimento Axial Comprimento lateral Perimetro do olho

Figura 1. 14- Exemplo das medicdes efetuadas, nos embribes 24h apds deplecdo do MOB4

Com este trabalho, foi possivel observar que a falha de funcdo da proteina Mob4 se
traduz em graves problemas no desenvolvimento embrionério do peixe-zebra as 24 horas
pos fertilizagdo. Em particular, na auséncia de MOB4, o olho néo se desenvolvia de todo. O
baixo indice mitético, que foi observado, parecia estar subjacente & causa desta falha
observada nos olhos dos embrides. Neste sentido, concluiram que a proteina Mob4
é essencial para uma normal proliferacdo celular e, que na sua auséncia, 0 embrido falha
o desenvolvimento por falta de células.
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Assim, estando finalmente introduzidos os fundamentos tedricos em que se
baseia este estudo e apresentada toda a informacao necessaria para a compreensao deste,

passo agora a definir os objetivos primarios deste trabalho.
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1.10 Objetivos

O funcionamento correto da divisdo celular € essencial para que o material genético
seja transmitido, de forma que uma célula progenitora dé origem a duas células filhas
geneticamente idénticas, assegurando a continuidade da vida. No caso deste processo
ser comprometido, poderdo surgir varias complicacbes como por exemplo o
aparecimento de cancro. No entanto, grande parte dos mecanismos de controlo e
execucdo da divisdo celular continuam por ser esclarecidos. O trabalho tem como
principais objetivos criar ferramentas bioldgicas que permitam avancar no estudo das

funcbes da proteina Mob4. Este objetivo é duplo pois pretende-se

i) Criar linhas celulares humanas que permitam a degradacdo indutivel da
proteina Mob4, de modo a puder-se analisar a sua funcdo em alturas
especificas do ciclo celular;

i) Criar linhas mutantes de peixe zebra nulas para 0 gene Mob4, de modo a
poder-se estar a sua funcdo ao longo do desenvolvimento, num vertebrado.

De forma a cumprir este objetivo iremos recorrer a varias técnicas de biologia
molecular, descritas ao longo do trabalho, assim como ao uso de células humanas e

Zebrafish como modelo de estudo.
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2. Metodologia

Todo o procedimento relativo a técnica de CRISPR que deu origem a linha celular
CRALL1, que foi usada neste estudo, foi realizado pela aluna de Doutoramento Inés

Baido Santos.

2.1 Linhas celulares

No decorrer do trabalho foi usado a linha celular HCT-116 tet-OsTirl (Natsume
et al., 2016), que como explicado anteriormente, foi modificada para ocorrer a producao
de OsTirl, aquando da sua inducdo. Através desta linha celular, foi criada em
laboratorio, com auxilio da técnica de CRISPR-Cas9, a linha celular, denominada de
CRAL1, contendo a proteina de fusdo MOB4/Phocein-GFP.

2.2 Cultura de Células

As células necessitam de uma manutencdo periddica, devido a proliferacdo e
expansdo celular. Esta expansdo é devida ao metabolismo celular, que ao efetuar trocas
com o meio, o torna mais acido, resultando numa alteracdo da cor deste, de vermelho
para laranja/amarelo, e isto deve-se a presenca de vermelho fenol, um indicador de pH.
Desta forma, a cor do meio, por si s6, indica-nos quando devemos proceder a

manutenc¢do da nossa cultura celular.

As linhas celulares usadas no decorrer do trabalho (Tabela 2.1), foram mantidas
usando 0 meio McCoy’s SA 1x (modified) (Gibco® Life Tecnologies, ref. 26600-023), que
continha L-Glutamina, suplementado com 5% de Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco® Life
Tecnologies). As células foram cultivadas em placas de @5 cm (SLP Life Sciences, Korea)
e mantidas numa incubadora (Thermo Electron Corporation 311, Canada) a 37 °C com 5%
diéxido de carbono (CO2). A passagem de células (subcultura) era realizada a cada 2-3
dias, quando a confluéncia atingia os 70-80%. Este processo consistia na aspiracdo do meio,
seguida de uma pré-lavagem com 1x Phosphate Buffered Saline (PBS; Sigma Aldrich,
USA). De seguida as células eram destacadas das placas de cultura, pela adicdo de 1x

tripsina (Sigma Aldrich, USA), previamente, diluida (1:10) em 1x PBS, e
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incubadas durante 3-5 min na incubadora (37°C). Ap6s o tempo, as células eram
observadas ao microscopio de forma a garantir a suspensdo celular total. Por fim,
adicionou-se 5ml de meio MaCoy’s 5A, ressuspendendo gentilmente, diluindo a 1:10,
para placas de cultura novas. A tripsina pertence a familia de protéases de serina, e,

através da clivagem de péptidos, permite o destacamento das células da placa de cultura.

Todos os procedimentos foram efetuados sobre condi¢des de esterilidade com
recurso a uma Camara de Fluxo Laminar (Microflow, advanced biosafety cabinet class
I, UK). Para tal, a cdmara de fluxo laminar era ligada 15 minutos antes de qualquer

manipulacdo. O PBS 1x, meio de cultura e tripsina foram previamente aquecidos a 37°C
em banho-maria.

Tabela 2. 1- Linhas celulares usadas ao longo do trabalho

| Meiodecutura | Referéncia___

HCT-116 Meio McCoy’s 5A suplementado com 5% de SFB,

(Natsume et al., 2016)
tet-OsTirl L-Glutamina

Meio McCoy’s 5A suplementado com 5% de SFB.

CRAL1

L-Glutamina

2.3 Congelamento das células

De forma a preservar as linhas celulares usadas ao longo do estudo, estas eram
expandidas em placas de @10 cm, e passado 2 a 3 dias, quando chegavam a uma
confluéncia de 70-80%, eram lavadas com PBS 1x, e de seguida estas eram destacadas com
0 auxilio de Tripsina 1x. As placas com tripsina incubavam durante 3-5 min a 37°C na
incubadora ThermoScientific e de seguida eram observadas ao microscopio, de forma a
garantir a suspensdo total das células. No passo seguinte 0 meio correspondente era
adicionado, com a intencdo de diluir a tripsina, e todo o conteudo era colocado hum tubo
Falcon 50ml (VWR). Este tubo Falcon, com as células em suspensdo, era sujeito a uma
centrifugacdo de 1000 rpm (rotagdes por minuto) na centrifuga durante 5 minutos. No,
entretanto, foram preparados e identificados os tubos de criopreservacdo (VWR) nos quais
foi apontado o nome da linha celular, a data de congelamento, o0 nome
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do operador e 0 nimero de passagens efetuadas, assim como a solucdo congelante, que
era composta por 10% DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma), 10% Meio MaCoy’s 5A
(Gibco® Life Tecnologies, ref. 26600-023) e 80% FBS (Gibco® Life Tecnologies).
Ap0s a centrifugacdo o sobrenadante foi aspirado, e o pellet, que continha as células, foi
ressuspendido na solucdo congelante. De seguida, o contetdo foi dividido entre os tubos
de criopreservacdo (1 ml por tubo), sendo estes imediatamente colocados em gelo
durante 20 minutos. Por fim, os tubos de criopreservacdo eram enrolados em papel
cientifico e colocados numa arca de congelagdo (ThermoScientific) a -80 °C. No dia
seguinte, os tubos de criopreservacdo eram desenrolados do papel e colocados numa
caixa e guardados a -80 °C. E essencial que este processo ocorra de uma forma lenta,
sendo necesséria a adi¢cdo de DMSO, dada a sua capacidade anticongelante, que garante
uma lenta desidratacdo, impedindo, assim, a formacdo de cristais de agua dentro das

células, e por sua vez impedir a rutura destas.

2.4 Descongelamento das células

Todas as células anteriormente expandidas e armazenadas a -80 °C, servem de
stock, e garantem uma preservacdo das condi¢bes da linha original, assim como um
nimero de passagens baixos. O processo de descongelamento, contrariamente ao de
congelamento, tem de ser realizado rapidamente, devido a toxicidade do DMSQO para as
células, de forma a impedir uma perda significativa destas. Desta forma, o crio-tubo que
contém as células, apos retirado do -80 °C, foi rapidamente aquecido a 37 °C em banho-
maria, durante, aproximadamente, 1 minuto. De seguida, as células (1 ml) sdo colocadas
num Falcon de 50 ml, com 4ml de meio, previamente aquecido, e centrifugadas a 1000
rpm durante 5 min. O sobrenadante foi aspirado e as células foram resuspendidas em 5
ml de meio fresco, sendo a totalidade do volume transferido para uma placa de cultura
de células. No dia seguinte, procedeu-se a mudanca do meio de cultura apenas, para

retirar as células mortas e os restos de DMSO.
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2.5 Contagem de células

Por vezes é necessario plaquear um nimero especifico de células, e para tal, as
células eram contadas com recurso a Camara de Neubauer (Blau brand, Germany). Todo
0 processo para obter as células em suspensao € idéntico ao processo explicado no ponto
2.2 Cultura de células. Quando as células foram resuspendidas, todo o contedo foi
adicionado num Falcon de 50 ml. Desta suspenséo foi retirado 10 pL, que foram
misturados com 10 pL de Trypan Blue (Sigma Aldrich, UK). De seguida, foram
transferidos 10 pL desta solucdo para a cdmara de Neubauer e procedeu-se a contagem
de células, sem coloracdo azul, presentes nos quatro quadrantes exteriores, como
representado na Figura 2.1, no microscépio. A concentracdo celular foi calculada com

recurso a seguinte formula [(X1+X2+X3+X4)/4)]x2x104 células/ml. Significa que
dividimos o nimero médio de células, presentes em cada quadrante, por o fator de
diluicdo da nossa solucdo e de seguida dividimos o resultado pelo volume da camara

(tem 0.1mm de profundidade, resultando num volume de 0.1mm?, que € convertido para

0.1 yL ou 10'4ml). Por fim, foi retirado o volume necessario, da suspensao celular, e

ressuspendido num Falcon com meio, de forma a ficar com a contracéo final pretendida,
e plaguear um numero especifico de células. Por forma a, a garantir um espalhamento
homogéneo das células pela placa, ap6s plaquear, esta é agitada lentamente em varias
direcOes e sdo depois guardadas na incubadora.

Lamela Céamara de
\ contagem
Y S YT:‘T‘.‘ Ph— -
—ZL "
Suporte '

1 mm | X1 |

'

Figura 2. 1- Esquema da camara de Neubauer.
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2.6 Imunofluorescéncia das células

A técnica de imunofluorescéncia possibilita a visualizagdo de proteinas, em
celulas ou tecidos, pelo uso de anticorpos especificos, que, tém acoplados um
fluorocromo capaz de absorver luz num comprimento de onda especifico, emitindo a luz
num comprimento de onda menor, permitindo assim, a sua visualizagdo no microscopio.
Para a imunofluorescéncia, as células foram plaqueadas, dois dias antes, a uma
concentragdo de 0.5 x 10°, sobre lamelas de 12 mm de didmetro, em placas de 24 pogos.
De forma, a garantir a concentracdo desejada, as células foram previamente contadas na
camara de Neubauer. Aquando da realizacdo da imunofluorescéncia a confluéncia das
celulas encontrava-se nos 70-80%.

2.6.1 Meétodo de fixagdo com Formaldeido 3.7%

O processo de fixacdo foi realizado na bancada a temperatura ambiente, e de
forma répida para prevenir a degradagdo dos microtubulos dentro das células. A solucéo
de fixacdo, era sempre preparada de fresco, a partir da solucdo de Formaldeido a 37%
(Calbiochem), sendo diluida para 3.7% em tampdo PEM 1x (10 mM PIPES, 2 mM
MgCI2 e 5 mM de EDTA, pH 6,8), pré-aquecido a 37 °C. Aspirou-se 0 meio, e as
células eram sujeitas a trés lavagens rapidas com PEM 1x. De seguida, o fixador era
adicionado as células, durante 10 min, e as células, por fim, eram lavadas 3 vezes,

durante, 5 minutos com tampéo PEM 1x.

2.6.2 Permeabilizacdo, bloqueio, incubacéo de anticorpos e montagem dos slides

Apos a fixagdo procedeu-se a permeabilizacdo das células com 0.5% de TriptonX-
100 em PBS 1x durante 10 minutos a temperatura ambiente, e seguiram-se trés lavagens
com PBS 1x durante 5 minutos. Logo em seguida, as células foram blogueadas através da
incubacéo, por 30 minutos, com uma solucdo de 0.05% Tween20 em PBS 1x, 2% FBS e 2%
BSA (Bovine Serum Albumin, & temperatura ambiente. Procedeu-se a diluicdo dos
anticorpos priméarios em ADB (solugdo de diluicdo de anticorpos, 1% FBS — 0.05% de
Tween20 em PBS 1x) e antes da incubagdo com os estes, foi feita uma lavagem com a

solucéo 0.05% Tween20 em PBS 1x, durante 5 minutos. Os anticorpos primarios (Tabela
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2.2) foram adicionados as celulas, e incubados durante uma hora, a temperatura
ambiente, em cdmara humida. As células foram depois sujeitas a mais trés lavagens com
PBS 1x e uma lavagem com 0.05% Tween20 em PBS 1x, durante 5 min cada. De
seguida, foi feita a incubagdo com o anticorpo secundario (Tabela 2.3), que é feito
contra o animal no qual foi feito o anticorpo primario, foi também previamente diluido
em ADB, durante 30 min, em cdmara humida e no escuro. A partir deste momento as
lamelas foram, sempre que possivel, protegidas da luz. Repetiu-se novamente a mesma
sequéncia de lavagens. Seguidamente, incubou-se as células com DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole) (0.25pg/pl) durante 10 minutos. O DAPI é um marcador fluorescente
que se liga a zonas ricas de Adenina-Timidina no DNA, permitindo a sua marcagéao e
visualizagdo ao microscopio. Mais uma vez, foram realizadas trés lavagens de 5
minutos com PBS 1x. Por fim, efetuou-se a montagem das lamelas em laminas de vidro,
usando como meio de montagem Prolong. No dia seguinte, as lamelas foram seladas

com verniz e observadas ao microscopio Zeiss Axiomager Z2.

Tabela 2. 2- Lista de Anticorpos usados ao longo do trabalho

Monoclonal, y-tubulina Ratinho i
Sigma (#T6557) 1:100
(GTUSS) (mouse)
Monoclonal, a-tubulina Ratazana
Serotex (¥MCA77G) 1:100
(YL1/2) (Rat)
Coelho )
Policlonal, anti-giantina Biolegend (#PRB-114C) 1:1000
(rabbit)
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Tabela 2. 3- Lista de Anticorpos secundarios usados ao longo do trabalho

secundario

Cabra Ratinho Molecular Probes #
AF 594 anti-mouse A-11005 1:2000
(Goat) (mouse)

Cabra Ratazana Molecular Probes
AF 488 anti-rat 1:5000
(Goat) (Rat) #A-11034
Cabra Coelho Molecular Probes
AF 594 anti-rabbit 1:1000
(Goat) (Rabbit) IgG #A11037

2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting

2.7.1 Preparacéo de lizados proteicos celulares

Para recolher células em cultura para preparagdo de extratos proteicos a analisar
em SDS-PAGE, aspirou-se o meio, lavaram-se as células com PBS 1x cuidadosamente,
e depois adicionou-se Tripsina 1x para haver o destacamento das células em cultura.
Quando se observou ao microscopio que as células se encontravam em suspensdo, estas
foram gentilmente resuspendidas em 1 ml de PBS 1x, e o volume total foi colocado
num eppendorf de 2 ml, e sujeito a uma centrifugacdo a 800 rpm durante 2-3 minutos,
idealmente a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e ressuspendeu-se o pellet de células
em 1 ml de PBS 1x, e voltou-se a centrifugar, nas mesmas condi¢des. Este passo foi
repetido trés vezes, de forma a lavar o pellet de células e retirar, a0 maximo, a tripsina.
Por conseguinte, o pellet de células, era guardado numa arca frigorifica a -20 °C. A
partir deste momento, todos os procedimentos seguintes foram efetuados em gelo, de
forma a preservar a integridade do extrato proteico.

No dia seguinte, as amostras foram resuspendidas e lizadas com o RIPA buffer
(50 mM Tris-HCI, 150 mM sodium chloride, 1.0% Triton X-100, 0.5% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS, pH 8.0), permanecendo 10 minutos em gelo, para de seguida
serem vortexadas, por 1 minuto, de forma a quebrar as membranas. Por fim, as amostras
eram centrifugadas durante 2 minutos a 13 000 rpm, idealmente a 4°C, e o sobrenadante,
contendo a suspenséo proteica, foi colocado num novo eppendorf. O pellet que sobrava,
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era sempre guardado a -20 °C. De seguida, a amostra era quantificada, para nos
assegurarmos que a mesma concentracao proteica era carregada no gel. Para tal, efetuei

0 ensaio de Bradford ( Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent 5000205). Por fim, era
feita uma mix com a amostra, loading buffer (200mM Tris-HCI pH 8, 8% de SDS, 0.4%
de azul bromofenol, 40% glicerol e 400mM [-Mercaptoetanol) e o restante em agua de
forma a termos uma concentracéo final de 30 pg de proteina num volume final de 35 pl.
O loading buffer (Laemmli buffer) contém SDS e f-Mercaptoetanol que véo desnaturar
as proteinas e carrega-las negativamente, glicerol que da peso a amostra fazendo com
que a amostra fique no fundo do poco e azul bromofenol que da cor a amostra e nos da a
informacdo da migracdo das proteinas. Imediatamente antes de carregar as amostras no
gel, as amostras foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos no banho seco para

desnaturar as proteinas e foram colocadas no gelo durante 1 minuto.

2.7.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Os géis de poliacrilamida sdo constituidos por uma rede de polimeros
(acrilamida e bis acrilamida) que permitem a migracdo e a separacdo de proteinas
segundo o seu peso molecular. As proteinas de baixo peso molecular migram mais
rapidamente no gel do que as proteinas de alto peso molecular. O gel de acrilamida é
dividido em duas partes: gel de concentracdo e gel de separacdo. Os géis de proteinas
foram preparados de acordo com o descrito em Sambrook & Russel, 2001. Inicialmente,
preparou-se o gel de separacdo, com uma percentagem de acrilamida a 12%, e de
seguida preparou-se o gel de concentracdo com uma percentagem de acrilamida a 5%.
As soluges usadas foram 30% acrilamida/bis acrilamida (BioRad), 1.5 M Tris-HCI (pH
8.8) e 1.0 M Tris-HCI (pH 6.8), 10% SDS (m/v), 10% persulfato de amédnia (m/v) e
TEMED (BioRad). Os géis de poliacrilamida foram montados e corridos no sistema
Mini-PROTEANII (Bio-Rad), com pentes de 10 pocos e espacgadores de 1 mm, em
tampéo de corrida 1x (25mM de Tris, 0.19mM de glicina, 0.1% de SDS, pH=8.3). No
gel de concentragdo aplicou-se uma corrente elétrica de 15mA, sendo este valor de
corrente duplicado para 30mA no gel de separagdo. Como marcador de peso molecular

usou-se o Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (#26619).
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2.7.3. Géis corados com Coomassie Blue

De forma a visualizar as proteinas no gel, usou-se o corante Coomassie Blue
R250 (Bio-Rad #1610400). Para corar as proteinas incubou-se o gel com Coomassie
Blue (0.25% de Coomassie Blue, 45% Metanol e 10% Acido acético glacial) durante 4
horas no agitador rotativo de bandeja com agitacdo suave a temperatura ambiente. Os
géis foram descorados na solucdo descorante (40% de Metanol, 10% de Acido acético
glacial) durante a noite no agitador rotativo de bandeja com agitacdo suave a

temperatura ambiente.

2.7.4. Western Blot

Posteriormente a corrida das amostras no gel, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de PVDF para ficarem acessiveis a detecdo por anticorpos. Como a
membrana de PVDF é hidrofobica, esta foi submersa em metanol durante 1 minuto e, de
seguida em A&gua destilada durante 5 minutos, tornando-a hidrofilica. Por dltimo, a
membrana foi equilibrada em tampao de transferéncia 1x (25 mM de Tris-HCL, 192 mM de
Glicina, 20% de Metanol, pH 8-8.3). Simultaneamente submergiu-se o gel de proteinas em
tampéo de transferéncialx, assim como, 6 papéis Whatman 3MM e 2 esponjas. O gel e a
membrana foram colocados numa cassete entre 6 folhas de papel Whatman 3MM, seguidos
de uma esponja (Figura 2.2). As proteinas foram transferidas durante 2 horas a 200mA em
tampdo de transferéncia 1x. Apés a transferéncia, retirou-se a membrana e blogueou-se a
membrana em solucéo de bloqueio (PBS, 0.1% Tween20, 10% de leite magro) durante uma
1 hora. Como a membrana tem grande afinidade para proteinas é necessario bloquea-la para
evitar que o anticorpo se ligue inespecificamente a membrana. Seguiu-se uma lavagem
rapida com a solucdo de lavagem (PBS, 0.1% Tween 20, 1% de leite magro) e incubagéo
com os anticorpos primarios (Tabela 2.4) diluidos na solucgdo de lavagem durante uma hora.
Lavou-se a membrana 3 vezes durante 5 minutos cada lavagem com solugéo de lavagem.
Incubaram-se os anticorpos secundarios (Tabela 2.5) diluidos na solucdo de lavagem
durante uma hora. A membrana foi lavada 3 vezes 10 minutos cada lavagem com a solugéo
de lavagem e uma ultima com PBS durante 10minutos. De seguida, a membrana foi
incubada durante 1minuto com uma mistura (50/50) de duas soluc¢des de ECL (Solucgéo I:
1M Tris pH 8.5, 250mM luminol em DMSO
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e 90mM é&cido p-cumérico em DMSO; Solucgéo 11: 1M Tris pH8.5, H20 e 30% H202),
que vao reagir com a enzima HRP que esta acoplada ao anticorpo secundario,
produzindo um sinal. Este sinal foi detetado, em cadmara escura, pelo filme Hyperfilm

ECL (GE healthcare Amersham), usando diversos tempos de exposicao.

Cassete

5
Esponjas \, Y
Papeis de Filtro N

(+]
7
Membrana PVD&\ /\

Gel - Transferéncia
Movimento Molhada (Wet)
Papeis de Filtro da proteina

Figura 2. 9 - Representacdo esquematica da montagem da cassete de
transferéncia pela seguinte ordem: esponja, trés folhas de papel Whatman 3 MM,
gel, membrana, trés folhas de papel Whatman 3 MM e a esponja. Por fim coloca-se a
cassete no tanque em que membrana é orientada mais proxima do elétrodo positivo
enquanto o gel esta situado na direcéo do elétrodo negativo, desta forma as proteinas
carregadas negativamente migrardo para fora do gel e para a membrana Imagem

adaptada de:

http://epgp.inflibnet.ac.in/epgpdata/uploads/epgp content/S001174BS/P001859/M03
0481/ET/1526878233P11 M20 ET.pdf

Tabela 2. 4- Anticorpos primarios usados em Western-Blot.

Monoclonal, y-tubulina Ratinho
Sigma (#T6557) 1:1000
(GTUSS8) (mouse)
Monoclonal, AntiMob3
Ratinho
clone 16E2 Milippore #MABS22 1:1000
(Mouse)

(antiHsMo1//phocein)
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Tabela 2. 5- Anticorpos secundarios usados em Western-Blot.

Anticorpo
Feito em Anti IgG de Companhia Diluicio
secundario

Coelho Ratinho S
Research 1:1000
(Rabbit) (Mouse) Laboratories

2.8 Extracdo de DNA

2.8.1 Zebrafish

De forma a procedermos ao screening da nossa geracdo de zebrafish, foi feito o
corte da cauda de cada animal, e procedeu-se a sua extracdo. Para tal, em cada tubo de
eppendorf que continha a cauda, foi adicionado 200 pl Buffer de extragdo gDNA mais
200 pl de Proteinase K (10 mg/ml), e deixado a incubar durante a noite a 50-55 °C. No
dia seguinte, adicionou-se 400 pl de ETOH 100% e deixou-se incubar no gelo por 30
minutos. De seguida, procedeu-se a uma centrifugacdo a velocidade maxima, durante 30
minutos a 4°C. O sobrenadante era depois descartado, e era adicionado 1 ml de ETOH
70% gelado (-20°C), e era feito mais um ciclo de centrifugacdo, a velocidade méxima,
durante 5 minutos a 4°C. Mais uma vez, o sobrenadante era descartado, e desta fez o
pellet era deixado a secar, se necessario durante a noite, e por fim o pellet era eluido em
20-40ul de TE (ph=8) (10mM Tris-HCL ph=8, 1ImM EDTA).

2.8.2 Células Humanas

Para a extracdo de DNA gendmico no caso de células humanas, o procedimento é
ligeiramente diferente. As células na placa, séo tripsinizadas e resuspendidas em 400 ul de
meio de cultura. Recolhemos 100 pl desta suspensdo celular, e procedeu-se a sua
centrifugacdo a 2000 g durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante era descartado, o pellet
ressuspendido em PBS 1x, e era feito mais um ciclo de centrifugacdo a 2000g durante 10
minutos, a 4°C. Mais uma vez, o sobrenadante era descartado, e adicionou-se 100 ul de
buffer de lise (10mM Tris-HCL ph=8, 10mM EDTA, 0,5% SDS, 10mM NacCl) e 5 pl de

Proteinasse K (10 mg/ml), ficando a incubar durante 1 hora a 55 °C, seguido de um
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periodo de incubacdo de 20 minutos a 95°C. Este ultimo periodo de incubacdo serviu para
inativar a Proteinasse K. De seguida, procedeu-se a precipitacdo do DNA e para tal, foi
adicionado 1 volume de Isopropanol e 10% de Sodium Acetate (3M), e ficou a incubar em
gelo durante 10 minutos. Apos a incubacéo, foi feito um ciclo de centrifugacéo a 15000 g,
durante 20 minutos, a 4°C, e o sobrenadante era depois descartado. De seguida, foi
adicionado 1 ml de ETOH 70% e centrifugou-se a 15000 g, durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante era descartado, e o pellet de DNA foi deixado a secar, durante 5 minutos a
37°C ou durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, o pellet de DNA era eluido
em 50 pl de TE (ph=8) (10mM Tris-HCL ph=8, 1ImM EDTA).

2.9 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para amplificar (criagdo de varias cdpias) o gene hsMob4 procedeu-se a técnica de
PCR usando os primers representados na tabela 2.6. O PCR consiste na criagdo de varias
copias de uma sequéncia de DNA, para isso precisa-se de primers e da enzima DNA
polimerase. Os primers sdo desenhados de maneira a serem complementares ao inicio e ao
final da sequéncia de DNA que se quer amplificar. O PCR divide-se em 3 fases: a
desnaturacdo que se caracteriza pelo aquecimento para a separacdo da dupla cadeia de
DNA, a hibridacdo que se carateriza pelo arrefecimento que vai permitir que os primers se
liguem a sequéncia de DNA alvo, e a extensdo em que a DNA polimerase adiciona
nucleétidos ao lado 3” de cada primer. Para cada reacdo de PCR, era feita uma mix, com um
volume final de 10 pul, de reagentes, contento Buffer 10x, 2mM de dNTPs (Invitrogen),
Primer foward e Primer Reverse, a enzima DreamTaq, DNA, e por fim agua. As
quantidades em que cada reagente foi usado, esta representado na Tabela 2.7. De seguida, as
amostras sdo colocadas no termociclador e sujeitas aos ciclos de PCR, descrito na Tabela
2.8. Por fim, o produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1%, no caso de DNA
proveniente de células humanas, ou em gel de agora de 3.5%, no caso de DNA proveniente
de Zebrafish. A banda correspondente foi extraida e purificada a partir do gel de agarose
usando o kit “QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol” (Quiagen #20021).
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Tabela 2. 6- Listagem dos reagentes usados na Mix de PCR, com as respetivas quantidades
para Zebrafish e células humanas

Quantidade Zebrafish Quantidade células
c
S
0.06 0.05
—
6.54 4.95

Tabela 2. 7- Programa dos ciclos usados, para a amplificacdo do gene MOB4 por PCR,
para Zebrafish e células humanas, respetivamente

Temperatura Temperatura
Tempo
95 5 95 1

95 58 95 30”

58 30” 58 30"
35x 40x

72 20" 72 2

72 5 72 5

12 o 4 co
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3 Resultados em células humanas

De forma a se identificar a fungdo do gene Mob4/phocein em linhas celulares
humanas procedeu-se a construgdo de mutantes de degradagdo indutivel com recurso a
abordagem CRISPr. Para tal, construiram-se o0s guide RNAs pAL135/Alo-
cherry/mob4/phocein e pAL147/mob4-AID clover nero (Tabela 3.1), que foram
transfetados nas células. Os guide RNAs continham a cassete de interesse, que sera
integrada no genoma, mais especificamente no Gltimo exdo do gene Mob4/phocein,
dando origem a uma proteina de degradacdo indutivel (Figura 3.2). De seguida,
procedeu-se a selecdo dos clones com as respetivas drogas, aos quais deverdo ter
resisténcia, sobrevivendo apenas as células que integraram a cassete. A concentracao da
droga e o tempo a que a linha é submetida a tal tratamento foi anteriormente estipulado.
Assim que se tem os clones selecionados, procede-se ao isolamento dos clones, de
forma a criar coldnias provenientes de uma Unica célula. Por fim, foi feita a extracéo de

DNA gendmico, para o rastreio de clones homo- e hemi-alélicos, por PCR.

Todo o processo descrito (esquematizado 3.2) foi efetuado pela estudante de
Doutoramento Inés Baido Santos, que no fim conseguiu isolar um clone homo-alélico
para a insercdao da cassete na regido gendmica de interesse, sendo este clone chamado
doravante como CRALL.

[ Transfecdo com os gRNAs ]

l

[ Selegdo clonal por antidtico ]

[ Isolamento dos clones ]

Expansao celular e extracao
de gDNA

sobreviventes

l

Screnning por clones homo-e | |
hemi-alélicos

1 Verificagdo por
sequenciagao
CRAL1

Figura 3. 1- Esquema do procedimento efetuado na producédo de um mutante em linhas

l

Confirmacao por
PCR

celulares humanas, com recurso a CRISPr.
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Estratégia para inserir AID-CLOVER-NEO apo6s o ultimo codao codificante

Regido genémica hMoh4

the Mob4 gene CASO

Regido genomica do hMob4 com inserto
the Mob4 gene

AID <&
Z \M—
Figura 3. 2- Estratégia de insercao usada, de forma a inserir a cassete de interesse, no
Gltimo codao codificante da proteina MOB4/phocein.

Tabela 3. 1- Programa dos ciclos usados, para a amplificacdo do gene MOB4 por PCR,

para Zebrafish e células humanas, respetivamente

Guide RNA1 + guide RNA2 para hMob4/phocein, clonado em

Al 230 AlQ=clieny Bbsl1 bsai sites do vetor all-in-one cherry.

CRISPr construido em pAL130 com a primeira sequéncia de
pat PR PAM mutada, para hMob4

Guide RNA1 para hMob4/phocein clonado em Bbsl site do
PAL128 AIO-cherry vetor all-in-one Cherry.

PRN3P com Mob4Hom1-AID-Clover-neo-Mob4Hom?2.
PALI130 PRN3P Cassete de pMK289 . Para crispr de Mob4/phocein.
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3.1 Curva de morte para a linha celular hnTERT-RPEL e Hela

Tendo isolado um clone homo-alélico para o gene Mob4/phocein, quisemos criar
mais linhas celulares estdveis, de forma a confirmar que o resultado das nossas
experiéncias, ndo seriam um artefacto da linha celular HCT-116. Para tal, o primeiro
passo para gerar uma linha celular estavel, consiste na determinacdo da concentracao
Otima de antibiotico para selecionar colonias de celulas estaveis. Desta forma, uma
curva de morte € uma experiéncia de dose-resposta, onde as células sdo sujeitas a
quantidades crescentes de antibiotico, com fim de determinar a concentracdo minima de
antibidtico necessaria para matar todas as células, num prazo de uma semana. O
intervalo de concentracbes do antibiotico, foi decidida tento em conta as doses
recomendadas pelo site da Merck (Antibiotic Kill Curve | Sigma-Aldrich, n.d.). As
linhas celulares usadas foram as hTERT-RPEL e Hela, com os antibidticos neomicina

(G418), Higromicina B e Puromicina

A linha celular hTERT-RPE1, ja apresenta resisténcia ao antibidtico
Higromicina B, devido a transfecdo da linha celular RPE-340 com o plasmideo que

expressa pGRN145 hTERT (HTERT RPE-1 ATCC ® CRL-4000™ Homo Sapiens

Retina, Eye; Pigm, n.d.). Devido a isso, apenas foi selecionada a concentragdo maxima
deste antibidtico para esta linha.
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Figura 3. 3- A- Curva de Morte para a linha celular hnTERT-RPEL, com o antibidtico G418 e
Hygromicina. B- Curva de Morte para a linha celular hTERT-RPEZ1, com o antibi6tico Puromycin.
C - Curva de Morte para a linha celular Hela, com o antibi6tico G418. D- Curva de Morte para a
linha celular Hela, com o antibiético Hygromycin. E- Curva de Morte para a linha celular Hela,

com o antibidtico Puromycin.

Ao fim de oito dias para a linha celular hTERT-RPE1, observou-se morte celular
total para o antibidtico neomicina, a 500 pg /ml, e para o antibiotico puromicina, a 3 pg/mi
(Figura 3.3- A, B). Como esperado para esta linha celular, a concentragdo maxima de
Higromicina B, ndo levou a sua morte celular, demostrando que a linha ainda tem
resisténcia (Figura 3.3- A). No caso da linha celular Hela, ao fim de oito dias, observou-se

morte celular total para o antibiotico neomicina, a 700 pg/ml, para o antibi6tico
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Higromicina B, a 300 pg/ml, e para o antibiético puromicina, a 0,2 pg/ml (Figura 3.3-
C, D, E). Assim, estas concentracdes de antibiotico foram selecionadas como sendo a

dose 6tima.

3.2 Sequenciacao da linha estavel CRALL indutivel

De modo a prosseguir o procedimento esquematizado na Figura 3.1, apos a
selecdo do clone homo-alélico por PCR (CRALL), procedeu-se a sua confirmacao por
sequenciacdo, de forma a compreender se a inser¢do da cassete tinha corrido bem, e se
esta se encontrava in-frame. Para tal, foi feita a extracdo de DNA como explicado no
ponto 2.8.2, do capitulo Material e Métodos, e enviado para sequenciacdo para a
empresa STAB VIDA.

Aquando da rececdo das sequéncias de DNA do clone homo-alélico CRAL1,
estas foram alinhadas com as sequéncias dos guide RNAs. Apo6s a anélise da
sequenciacdo, conseguimos concluir que a transfecdo foi um sucesso, havendo a
integracdo da cassete no Ultimo exd0 do gene Mob4/phocein, ficando tudo in-frame,

resultando num gene de fusao.

3.3 Verificagao presenga de GFP na linha celular CRALL1 por Western-Blot

A seguir, a confirmacdo da insercdo da cassete por sequenciacdo, com sucesso,
procedeu-se a confirmacdo a nivel proteico, ou seja, verificou-se se a proteina era expressa
de acordo com a sequenciacdo e para tal procedemos a verificagdo da proteina de fuséo
resultante por Western-Blot. Desta forma, as células CRAL1 e HCT-116 foram semeadas e
o pellet foi recolhido dois dias depois, este foi lizado como explicado no ponto 2.7.1, do
capitulo Material e métodos. E conhecido que a proteina Mob4/phocein tem um peso
molecular de 27 kb, e a proteina GFP tem um peso molecular de 28 kb, desta forma,
€ esperado que e a proteina de fusdo resultante, ronde o peso molecular de 55 kb. O
resultado desta analise encontra-se demonstrada no Figura 3.4
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Figura 3. 4- Analise por Western-Blot da proteina de fusdo com GFP resultante. A-
Marcagdo com anticorpo anti-GFP. B- Marcagdo com o anticorpo anti-actina.

Com esta analise conseguirmos confirmar, que a nivel proteico, a técnica
de CRISPr também foi um sucesso, pois a nossa proteina de fusdo apresenta o peso

molecular dentro dos valores que seriam espectaveis.

3.4 Verificacdo da influéncia da confluéncia celular nos niveis intracelulares
da proteina MOB4/phocein

De forma a compreender como a proteina MOB4/phocein se comporta dentro da
célula, e tendo em conta o que ja foi publicado, uma pergunta que queriamos ter resposta,
era se a nossa proteina, uma vez que estava envolvida na via Hippo, e por sua vez, esta
tinha o seu estado ativo/inativo influenciado pela confluéncia celular, seria MOB4/phocein
também influenciada por este estimulo de confluéncia. Desta forma, foram preparadas
placas, onde foram semeadas concentracdes crescentes de células CRAL1 e HCT-116,
resultando em 3 placas que eu denominei de, 1:1 (100% de confluéncia), sendo esta a placa
onde ja ndo havia mais espaco para as células crescerem, 1:5 (30% de confluéncia), neste
caso as celulas tinham espaco para crescer, mas ndo estavam todas em contacto, e a placa de

1:10 (10% de confluéncia), onde as células
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tinham imenso espaco para crescer ainda, ndo havendo contacto celular, como
demonstrado na Figura 3.5. As placas foram mantidas sobre iguais condi¢des durante
toda a experiéncia, sendo as células semeadas e recolhidas no mesmo espaco de tempo.
Ap0s dois dias de estarem nas placas, as células eram recolhidas e guardadas em pellet a
-20 °C, para depois serem analisados em western-blot. Aquando da analise dos extrato
proteico por western-blot, este foram lizados como explicado no ponto 2.7.1 do capitulo

Material e métodos. Os resultados da andlise por western-blot estdo demonstrados na

Figura 3.6.

CRALI1 — Placas de confluéncia

1.5 1:10

Figura 3. 5- Fotos retiradas ao microscopio da linha celular CRAL1, para as diferentes
confluéncias. A- 100% confluéncia, B- 30% confluéncia e C- 10% confluéncia.

A observacdo do western-blot demostra que independentemente da confluéncia das
células, os niveis intracelulares de Mob4/phocein, se mantém, o que sugere que a
confluéncia ndo afeta os niveis da proteina. Temos também o controlo interno a
certificar que os niveis de proteina estdo corretos, e ndo é devido a algum erro de
técnica ou operagdo. Assim, apesar do envolvimento de MOB4/phocein na via Hippo,

ao contrario desta, o estimulo célula-célula ndo afeta a proteina Mob4/phocein.
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HCT-116 CRAL1 HCT-116 CRALI1
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Figura 3. 6- Resultado da andlise por western-blot dos pellet’s correspondentes as
diferentes confluéncias. A- Marcagdo com o anticorpo 16E2 (1:1000), que marca a proteina

MOB4/phocein. B- Marcagdo com o anticorpo GTU88 (1:1000), que marca a proteina y-tubulina

3.5 Inducéo da degradacao da proteina Mob4/phocein por Doxiciclina e Auxina

Uma vez tendo a confirmacgdo por sequenciacao e por western-blot, que a técnica de
CRISPr foi um sucesso, o préximo passo, foi o tratamento da linha celular CRALL,
primeiramente com o antibidtico Doxiciclina, que estimulou a producédo da proteina vegetal
OSTir, aumentando os seus niveis intracelulares, seguido do tratamento com a hormona
vegetal Auxina, que em conjunto com a proteina OSTir, possibilita a identificagdo e
degradacéo total da proteina MOB4/phocein endogena, providenciando assim uma analise
rapida do fendtipo resultante. Para tal, primeiramente, esta anélise foi feita por recurso a
Western-Blot. As células CRAL1 foram plaqueadas e deixadas em cultura por 24 horas. De
seguida, foi adicionado o antibiético Doxiciclina, que atuou durante mais 24 horas. Por fim,
a hormona vegetal Auxina foi adicionada, sendo que ficou a atuar por um periodo de 24
horas e 48 horas. Foi também testado, nesta experiéncia o uso da concentracdo
recomendada dos antibi6ticos assim como o uso do dobro da concentragdo recomendada. A
cada 24 horas o meio era mudado para meio fresco com Doxiciclina e/ou Auxina. Desta
forma, e de acordo com o que esté publicado, seria espectavel que a degradacdo da proteina

Mob4/phocein seja rapida, isto €, em questdo de
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15-20 minutos, e aquando da marcacdo com anticorpos ndo seja detetavel. O resultado
correspondente encontra-se evidenciado na Figura 3.7.

2x Dox 1x Dox 2x Dox
2x Aux 2x Aux 1x Aux
2x Dox
MM 48H 24H OH 48H 24H OH 48H 24H OH

2x Dox 1x Dox
2x Aux 2x Aux
MM 48H 24H OH 48H 24H OH 48H 24H OH

1x Aux

Figura 3. 7- Resultado da andlise por western-blot da inducdo da degradacdo da proteina
Mob4/phocein por Doxiciclina e Auxina. A- Marcagdo com o anticorpo 16E2 (1:1000), que marca a

proteina MOB4/phocein. B- Marcagdo com o anticorpo GTU88 (1:1000), que marca a proteina y-tubulina.

Através desta analise, conseguimos observar que independentemente da
concentracdo ou do tempo a que as células sdo expostas a Doxiciclina e Auxina, a nossa
proteina ndo é degrada e ndo sofre qualquer tipo de alteracdo. Este ndo era o resultado
expectavel, tendo em conta que a verificacdo feita anteriormente demonstrou que a

técnica de CRISPr tinha ocorrido com sucesso.

3.6 Tratamento da linha celular CRAL1 com a droga Brefaldina A

De acordo com o que esta publicado por Baillat et al., 2001, quisemos testar na
nossa linha celular, CRAL1, se 0 mesmo se aplicava. Para tal, as células foram sujeitas a
tratamentos com Brefaldina A (BFA) a concentracdo estipulada e diferentes tempos de
exposicdo a droga. Com isto, iremos inibir a o transporte proteico do reticulo
endoplasmético para o complexo de golgi e segundo Baillat et al., 2001, observar uma
desagregacdo do complexo de golgi, que por sua vez leva a uma desagregacao, simultanea,
da proteina MOB4/phocein. No nosso caso, a linha celular CRALL, expressa a proteina de

fusdo MOB4/phocein que tem uma tag de GFP, possibilitando assim a
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visualizacdo da desagregacdo ou dispersdo da proteina aquando do tratamento da linha
com BFA.

ApoOs as células serem sujeitas ao tratamento com BFA a concentracdo
estipulada de 5 pug /ml, durante 1 minuto, 2 minutos, 6 minutos e 10 minutos, estas eram
fixadas segundo o protocolo no capitulo 2.6.1, e a técnica de imunofluorescéncia era

aplicada. O resultado encontra-se na Figura 3.8.

Os nossos resultados parecem demostrar que o tratamento com a droga BFA,
ndo influencia a degradacdo ou dispersdo da proteina MOB4/phocein, como esta
publicado (Baillat et al., 2001). Varias razdes podem estar a influenciar este resultado,
desde ao facto de estarmos a fazer a experiéncia numa linha celular, as HCT-116,
diferente do artigo original, que usaram as células HelL a, ao facto da nossa proteina ter
um tag-GFP associado. Em relagcdo ao complexo de golgi, aquando do tratamento com
BFA, ndo aparenta ocorrer qualquer tipo de alteracao, independentemente do tempo de

exposicdo a droga.
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Merged tag-GFP GIANTINA DAPI

Ctr

BFA 1”

BFAG6’ BFA 2’

BFA 10°

Figura 3. 8- Imunofluorescéncia resultante do tratamento da linha CRAL1 com BFA. A- Controlo, sem
adicdo de BFA. B- Adicdo de BFA a 5 pug /ml, durante 1 minuto. C- Adigdo de BFA a5 g /ml, durante 2 minutos.
D- Adigéo de BFA a 5 pg /ml, durante 6 minutos. E- Adi¢do de BFA a 5 pg /ml, durante 10 minutos.
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4 Resultados Zebrafish

De forma a se identificar a funcdo do gene Mob4/phocein num vertebrado
procedeu-se a construcdo de mutantes nulos em peixe-zebra utilizando uma abordagem
CRISPr. Para tal, construiram-se os guide RNAs, que foram injetados em ovos
fertilizados no estadio de uma célula. Os embrides que integraram os guide RNAs com
sucesso, apresentavam uma marca fenotipica, tornando-se albinos, permitindo desta
forma a sua selecdo. Apos 24 horas, efetuou-se uma verificagdo preliminar da eficacia
dos guide RNAs, através da extracdo de DNA gendémico dos embrides injetados e
posteriormente selecionados. Estes foram sujeitos a PCR e verificacdo da mutacao

causada através de sequenciacao.

[ Microinjecao em 1 cell stage ]

Tail clipping para extracao
l de gDNA
[ Geragdo FO adulta ] l
PCR e extracao de
Bandas

Verificacao das mutagoes

causadas por CRISPR, por
[ Carriers Heterozigoticos FO, J sequenciacio.

Screening de Carriers
Heterozigoticos na geragdo FO

selecwnados e cruzados com

Geragao F1, Carriers
Heterozigoticos

}

[ Screening de Carriers

Heterozigoticos na geragdo F1

{

Figura 4. 1 - Esquema do procedimento efetuado no ambito da producéo de um mutante

nulo vertebrado para a proteina MOB4/phocein. * significa a repeticdo do procedimento.

No, entretanto, a geracdo FO, resultante da injecdo, foi mantida em condicGes ideias
ao seu desenvolvimento, até chegarem a fase adulta. De seguida, procedeu-se ao rastreio da

geracdo FO, onde o procedimento completo esta esquematizado na Figura 4.1.
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Os individuos que apds analise mostraram ter alteracfes regido gendmica foram

selecionados e doravante chamados de Carriers.

4.1 Rastreio de Heterozigdticos na geracéo FO

Como explicado anteriormente, e esquematizado na Figura 4.1, o primeiro passo
consistiu no Rastreio de Heterozigdticos, na geragdo FO adulta. A geragcdo FO apresentava

uma totalidade de vinte e oito peixes-zebra, estando discriminada na Tabela 4.1.

Para se identificar os individuos em que tenha ocorrido CRISPr no gene
Mob4/phocein, realizou-se a amplificacdo da regido gendmica por PCR, utilizando os
primers INCF94_ZF Ex1 Fw e InCF94_ZF Ex1 Rvr e o DNA gendmico obtido de células
recolhidas da cauda dos individuos. Nesta reacdo é esperado amplificar-se uma banda de
248 pares de base (bp) nos individuos selvagens, banda essa que deverd aparecer de
tamanho alterado no caso de ter havido alteracdo da regido (ver esquema na Figura 4.1). O
produto de PCR ¢é depois corrido em gel de agorose, como demonstrado na figura
4.2, onde uma primeira analise € feita sobre potenciais portadores da mutagéo, sendo a
sua banda extraida e enviada para analise por sequenciacao.

Seguindo esta abordagem conseguiu-se identificar onze individuos, dos vinte e
oito inicias, que aparentam ter alteracdes na regido gendmica, os denominados de
carriers. Estes carriers foram enviados para sequenciacdo de forma a confirmar se
realmente existe ou ndo a alteracdo desejaveis. Os 11 individuos em questdo séo: 8, 12,
17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 28. Os resultados relativamente a sequenciacdo estdo
apresentados no ponto 4.2.
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Tabela 4. 1 Discriminagdo da geragédo FO, com o ID atribuido a cada peixe-zebra, o seu
sexo, e 0 respetivo resultado ap6s a selecdo e analise por sequenciagao.

ID do Peixe Sexo Resultado
1 Femea WT
2 Macho WT
3 Fémea WT
4 Macho WT
5 Fémea WT
6 Macho | WT
7 Fémea WT
8 Fémea CARRIER
9 Macho WT
10 Fémea WT
11 Fémea WT
12 Fémea WT
13 Fémea [ WT
14 Fémea WT
15 Fémea WT
16 Fémea WT
17 Macho WT
18 Macho Falhou
19 Macho WT
20 Fémea | WT
21 Macho WT
22 Fémea CARRIER
23 Fémea WT
24 Macho WT
25 Fémea CARRIER
26 Fémea CARRIER
27 Macho WT
28 Fémea CARRIER
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*
MM 1 2 3 456 7 89 101112 14 13 15 17

* * *

*
16 19 20 2122 23 24 25 26 28 NEG

400 bp
300 bp

400 bp
300 bp

* Carrier = Peixe selecionado para cruzamnetos

Figura 4. 2- Produto de PCR, de toda a geragéo FO, corrido em gel de agarose a 3,5%. Os
peixe-zebra com * sdo os selecionados como carriers, apos a analise por sequenciacéao (5.2.2).

4.2 Analise dos resultados de Sequenciacéo dos Carriers FO selecionados.

Tendo isolado estes onze potenciais carriers, procedemos a extracdo das bandas,
do gel de agarose, usando o kit da QUIAGEN (150) de forma a purificar o DNA de
interesse e enviar para sequenciacdo. Aquando da extracdo, 0s DNA’s foram sujeitos a
analise pelo NanoDrop, de forma a cumprir os requisitos dados pela empresa de

sequenciagao.

Primeiramente, alinharam-se as sequéncias de DNA dos onze potenciais carriers
com a sequéncia WT da proteina MOB4/phocein em peixe-zebra, de forma a verificar
se ao longo da regido gendmica havia a mutacdo desejada. Seguidamente procedemos a
andlise da sequéncia proteica para cada uma das sequéncias. Desta forma, iremos
compreender, se 0 DNA que temos origina uma proteina ainda funcional, ou com o
coddo de STOP, resultante da mutacdo provocada por CRISPR, resultando numa
proteina MOB4 nao funcional.

Por fim, ap6s analise, dos onze potenciais carriers, cinco peixe-zebra
demonstraram ter o gene com o coddao STOP in frame, da regido codificante, sendo
selecionados como carrier’s. Os peixe-zebra selecionados foram o 8, 25, 26 e 28
(consultar Figura 4.2 e Tabela 4.1). Uma vez que os carrier’s, em questdo, selecionados
sdo todas fémeas, tivemos que fazer um cruzamento com um Macho WT, de forma a

obter descendéncia mais ampla a nivel de machos e fémeas carrier’s.
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4.3 Rastreio de Heterozigdticos na geracéo F1

O primeiro passo a tomar ap6s o cruzamento dos cinco carrier’s com o peixe-
zebra Wild Type, foi verificar a manuten¢do da mutacdo na linha germinal. Para tal
foram recolhidos 8 embrides, 24 horas ap6s cada cruzamento, sendo sujeitos a extracdo
de DNA gendmico, PCR, e corridos em gel de agarose, como apresentado na Figura 4.3.

Como observado na Figura 4.3, conseguimos ver 2 bandas em todos 0s
cruzamentos, indicando que a mutacdo também se encontrava na linha germinal,
passando assim a descendéncia, sendo este o resultado mais esperado. O DNA
correspondente a descendéncia da fémea 26 com o macho WT, #26, ndo conseguimos

ter um resultado.

No, entretanto, a geracdo F1, resultante dos cruzamentos, foi mantida em
condicOes ideias ao seu desenvolvimento, até chegarem a fase adulta. Assim que a
geracdo F1 atingiu a maturacdo e se encontrava na fase adulta, procedemos novamente
ao rastreio (ver esquema da figura 4.1). Nomeamos a geragdo F1 tendo em conta o seu

progenitor.

M.M (+)21 #8 #22 #25 #26 #28 NEG

400 bp

300 bp

Figura 4. 3- Produto de PCR dos embries resultantes do cruzamento dos 5 carriers com WT,
24 horas apos.

Para se identificar os carriers descendentes dos cruzamentos, realizou-se a
amplificacdo da regido gendmica por PCR, utilizando os primers INCF94_ZF Ex1 Fw
e INCF94_ZF Ex1 Rvr e o DNA gendmico obtido de células recolhidas da cauda dos
individuos. O produto de PCR ¢é depois corrido em gel de agarose de forma a proceder a
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sua andlise e selecdo. Nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, respetivamente, podemos ver 0s

respetivos resultados para 0s cruzamentos.

MM (+)21 25 #25 1 2 3 4 NEG MM (+)21 26 #26 1 2 3 4 NEG

400 bp

300 bp

Figura 4. 4- Produto de PCR da descendéncia resultante do cruzamento dos carrier 25

com WT e do carrier 26 com WT.

MM (+)21 22 #22 1 2 3 4 5 6 7 8 9 NEG (+)21 22 #22 4 NEG

400 bp

300 bp

Figura 4. 5- Produto de PCR da descendéncia resultante do cruzamento dos carrier 22
com WT.

M.M (+)21 28 #28 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 NEG
400 bp

300 bp

Figura 4. 6- Produto de PCR da descendéncia resultante do cruzamento dos carrier 28
comWT

Por fim, ap0s analise da descendéncia F1, para cada um dos cruzamentos,
conseguiu-se isolar um total de dez descendentes carriers. Os descendentes carriers
selecionados estdo explicitos na Tabela 4.2. Como demonstrado, no cruzamento
CRISPR 25 X WT, ndo foi selecionado nenhum descendente, e no cruzamento CRISPR
28 X WT, 0s DNA’s com ID 6 e 7 falharam.

Desta forma, como resultado do Rastreio da geracdo F1, resultante do cruzamento
das fémeas carriers FO com Wild Type (WT), conseguimos obter uma geracdo de carriers

mais ampla, obtendo tanto fémeas como machos carriers. O passo seguinte sera fazer o
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entrecruzamento destes carriers machos e fémeas, de forma se obter uma geragdo F2,
que esperemos que dé origem a mutantes nulos para o gene MOB4/phocein que
planeado de inicio.

Tabela 4. 2- Sele¢éo final dos carriers F1, resultantes do cruzamento dos carriers FO com
WT

Cruzamento Selecionados “

il Fémea

2 Macho
CRISPR 22 X WT

4 Fémea

5 Macho
CRISPR 25 X WT

3 Fémea
CRISPR 26 X WT

4 Fémea

5 Fémea

8 Macho
CRISPR 28 X WT

10 Macho

12 Macho
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5 Discussao e conclusao

O funcionamento correto da divisdo celular € essencial para que o material genético
seja transmitido, de forma que uma célula progenitora dé origem a duas células filhas
geneticamente idénticas, assegurando a continuidade da vida. No caso deste processo
ser comprometido, poderdo surgir varias complicacbes como por exemplo o
aparecimento de cancro. No entanto, grande parte dos mecanismos de controlo e

execucdo da divisdo celular continuam por ser esclarecidos.

A proteina Mob4 esta ainda escassamente estudada, especialmente em humanos.
Esta proteina esta inserida num complexo proteico, o complexo STRIPAK (Ardestani &
Maedler, 2020; Bae et al., 2020; R. Chen et al., 2019; J. Hwang & Pallas, 2014; Kean et
al., 2011; J. W. Kim et al., 2020; Kuck et al., 2019; Moreno et al., 2001; Seo et al.,
2020; Shi et al., 2016; Xie et al., 2020). O STRIPAK esté envolvido na regulacdo de
varias vias e processos biolégicos essenciais (Ardestani & Maedler, 2020; R. Chen et
al., 2019; Goudreault et al., 2009; Kean et al., 2011; J. W. Kim et al., 2020), no entanto
0 papel da Mob4 nestes ndo é ainda conhecido; é também desconhecido se a Mob4
poderd atuar fora deste complexo e, se sim, em quais processos estard envolvida.
Resultados previamente obtidos no laboratério do Cell Cycle and Cancer Biology
Group, onde este projeto foi realizado, mostraram que a Mob4 é uma proteina essencial
para a realizacdo da mitose e pode estar envolvida na manutencdo e remontagem do

Golgi ap6s mitose (dados nédo publicados).

Ao longo do trabalho teremos como objetivo o estudo da funcdo da proteina
Mob4/phocein na regulagdo da mitose. De forma a cumprir este objetivo iremos recorrer
a varias técnicas de biologia molecular, descritas ao longo do trabalho, assim como ao
uso de células humanas e Zebrafish como modelo de estudo. Com a aplicagdo das
técnicas moleculares que me foram ensinadas, ao longo de todo o ano, que foram aqui
descritas, foi-me possivel responder a algumas das perguntas e objetivos estipulados

para esta dissertagéo.

O desenvolvimento e criacdo de uma linhas de células de mamiferos para uma
terapéutica recombinante, resume-se geralmente em trés etapas: engenharia da célula
hospedeira, selecdo e screening da linha celular. Apos a realizacdo destas trés etapas com
sucesso, foi possivel concluir que primeiramente a linha celular feita pelo laboratorio

(CRALL), apresentava ser uma linha estavel, e ter a proteina de fusdo desejavel.
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Apos o desenvolvimento da linha CRAL1L, quisemos ter resposta a uma pergunta
simples, que poderia influenciar as experiéncias futuras, e esta era se a confluéncia das
células iria afetar a concentracdo da nossa proteina a nivel intracelular. Uma caracteristica
notavel da sinalizacdo da via Hippo é o fato de integrar sinais de controle de crescimento,
como polaridade celular, adesdo e contato, assim como forgcas mecénicas também afetam a
sinalizagédo de Hippo (Gaspar & Tapon, 2014; Halder et al., 2012; Sun & Irvine, 2016; F. X.
Yu, Zhao, et al., 2015). Conseguimos concluir que independentemente da confluéncia das
ceélulas, os niveis intracelulares de Mob4/phocein, se mantém, o que sugere que a
confluéncia ndo afeta os niveis da proteina. Desta forma, apesar do envolvimento de
MOB4/phocein na via Hippo, contrariamente ao que esta descrito na bibliografia, o

estimulo célula-célula ndo afeta a proteina Mob4/phocein.

Visto que a nossa linha foi desenvolvida pelo mesmo método apresentado por
(Natsume et al., 2016), procedemos ao tratamento da linha CRAL1 com o antibiotico
Doxiciclina e a hormona Auxina, com as concentragdes e tempos indicados no artigo.
Observamos, com recurso a wetern-blott e microscopia de imunofluorescéncia, que com
as concentracdes e tempos apresentados na bibliografia, a proteina Mob4/phocein nao
apresentava degradacdo. Decidimos entdo aumentar a exposicdo das células ao
antibidtico Doxiciclina e a hormona Auxina, tanto em concentracdo como em tempo.
Observamos, mais uma vez, que independentemente da concentracdo ou do tempo a que
as células sdo expostas a Doxiciclina e Auxina, a nossa proteina ndo é degrada e nao

sofre qualquer tipo de alteragdo, ndo sendo este o resultado expectavel.

Com o trabalho efetuado em Zebrafish, foi possivel o isolamento de 11 animais F1
carriers, isto &, portadores da mutacdo para Mob4/phocein. Estes animais eram
portadores da mutacdo em Heterozigotia, sendo necessario um ultimo cruzamento entre
esta geracdo de forma a originar um mutante nulo para a proteina Mob4/phocein, de

forma a analisar os efeitos da auséncia desta proteina em vertebrados.
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7. Anexos
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Figura 7. 1- Plasmideo A1O-mCherry. Plasml'deo—bz-is:é"ﬁara a construcao do pAL135, por

Alvaro Tavares. Este plasmideo contém o sgRNA para o gene-alvo e a sequéncia para a enzima
Cas9, constituindo o sistema CRISPR/Cas9. Imagem retirada de https://www.addgene.org/,

consultado a julho de 2021.

Figura 7. 2- Plasmideo AIO-mCherry. Plasmideo-base para a construcédo do pAL135, por
Alvaro Tavares. Este plasmideo contém o sgRNA para o gene-alvo e a sequéncia para a enzima
Cas9, constituindo o sistema CRISPR/Cas9. Imagem retirada de https://www.addgene.org/,

consultado a julho de 2021.
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