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1.RESUMO

A divisao celular € um processo essencial a manutencéo da vida e a reproducao dos
organismos, sendo, por consequéncia, um processo altamente regulado. No laboratério
Cell Cycle and Cancer Biology Group pretende-se compreender este processo,

recorrendo-se a Drosophila melanogaster e a células humanas como modelos.

A proteina Mob4 é altamente conservada na natureza, constituindo uma das principais
proteinas que formam o complexo STRIPAK, no entanto escasso e o conhecimento acerca
das suas funcdes bioldgicas. Resultados anteriores do laboratdrio apontam para um papel
essencial da proteina Mob4 na regulacdo e execucdo da mitose, homeadamente na

formagdo do fuso mitético e no correto alinhamentos dos cromossomas mitéticos.

Com este estudo, pretende-se elucidar qual a funcdo bioldgica e molecular da Mob4,
incluindo no processo de divisdo celular, recorrendo, para tal, a criacdo de linhas celulares
Mob4 nulas, em células humanas tumorais (HeLa) e ndo tumorais (nTERT RPE-1). Estas
linhas permitem, simultaneamente, a avalia¢do da localizacéo subcelular da Mob4 e o seu

possivel papel noutros processos celulares.

Os resultados obtidos neste estudo segurem que a proteina Mob4 se pode associar ao
organelo membranar Golgi, atuando na sua manutengdo estrutural e no transporte
vesicular. A Mob4 interage também com filamentos do citoesqueleto, ao que tudo indica
filamentos de actina, podendo desta forma contribuir para a regulacdo do citoesqueleto
celular, nomeadamente a nivel estrutural e na mobilidade celular. Por fim, em mitose, 0s
resultados apresentados neste estudo confirmam os resultados previamente obtidos no
laboratdrio, indicando que a Mob4 podera estar associada aos centrossomas e aos
cinetocoros, contribuindo para a estabilidade da ligagdo microtibulos-cinetocoros e sendo

necessaria para a progressao da mitose.

Concluindo, a Mob4 é uma proteina que aparenta estar envolvida em diversos processos
bioldgicos essenciais, nomeadamente, na mitose, podendo ser uma das proteinas que

regula este processo.

Palavras-chave: mitose, proteina Mob4, complexo STRIPAK, via Hippo, Golgi, iRNA



2.ABSTRACT

Cell division is an essential process for the maintenance of life and the reproduction of
organisms, being, therefore, a highly regulated process. In the Cell Cycle and Cancer
Biology Group, we intend to understand this process, using Drosophila melanogaster and

human cells as models.

Mob4 protein is a highly conserved protein in nature, constituting one of the main proteins
forming the STRIPAK complex, however there is little knowledge about its biological
functions. Previous results from the laboratory point to an essential role of the Mob4
protein in the regulation and execution of mitosis, namely in the formation of the mitotic

spindle and in the correct alignment of mitotic chromosomes.

With this study, we intend to elucidate the biological and molecular function of Mob4,
including in the cell division process, using, for this purpose, Mob4 null cell lines, in
human tumor cells (HeLa) and human non-tumor cells (NTERT RPE-1). These cell lines
allow, simultaneously, the evaluation of the subcellular localization of Mob4 and its

possible role in other cellular processes.

The results obtained in this study show that Mob4 protein can associate with the Golgi
apparatus, acting in its structural maintenance and in vesicular transport. Mob4 also
interacts with cytoskeleton filaments, apparently actin filaments, and can thus contribute
to the regulation of cell cytoskeleton, namely at the structural level and in cell mobility.
Finally, in mitosis, the results presented in this study confirm the results previously
obtained in the laboratory, indicating that Mob4 may be associated with centrosomes and
kinetochores, contributing to the stability of the microtubule-kinetochore attachment and
that it may be necessary for the progression of mitosis.

In conclusion, Mob4 is a protein that appears to be involved in several essential biological

processes, including mitosis, and may be one of the proteins that regulate this process.

Keywords: mitosis, Mob4 protein, STRIPAK complex, Hippo pathway, Golgi apparatus,
RNA interference



3.INTRODUCAO

3.1 A célula e a divisao celular

A célula é a unidade basica de todos os seres vivos, executando todos oS processos
bioldgicos e bioquimicos necessarios para o desenvolvimento e manutengdo da vida em
todos os organismos. Facto que so € possivel devido a capacidade de multiplicacdo e
renovacdo atribuida a grande maioria das células que compéem um organismo vivo. A
este processo chama-se divisdo celular, sendo um evento irreversivel, unidirecional e
altamente regulado e controlado, no qual uma célula-mée de divide, originando duas
células-filhas idénticas a si e entre si.> Para completar uma divisdo celular as células

passam por trés fases principais, a interfase, a mitose e a citocinese.

3.1.1 A divisao celular e as suas fases

Durante a interfase, ocorrem maioritariamente processos de crescimento celular e de
duplicacdo de organelos e do DNA, que serdo posteriormente segregados para cada uma

das células-filha.

A interfase é entdo sub-dividida em trés fases: fase G1 (gap 1), fase S (sintese) e fase G2
(gap 2) (figura 1). Na fase G1 ocorre um elevado crescimento celular devido a intensa
atividade bioquimica e potencial osmético necessarios para a duplicacdo dos organelos,
bem como de todas as estruturas requeridas para a formacdo de novas células,
verificando-se assim um consideravel aumento no volume celular durante este periodo.!+2
E entdo nesta fase que a células prepara os blocos de construcdo e armazena a energia
necessarios para a replicacdo de DNA, que ocorrera na fase seguinte. Assim, na fase S
da-se a sintese de novo DNA (replicacdo do DNA), que resulta na formacdo dos
cromatidios-irmaos, que se encontram ligados através da sua regido centromérica. E
também nesta fase que se observa a duplicacdo dos centrossomas, que vao dar origem ao
fuso mitdtico, responsavel pelo movimento dindmico e pela separagcdo dos cromossomas
durante a mitose. Por fim, na fase G2, a célula novamente armazena energia e os blocos
de construcdo necessarios para a mitose, o citoesqueleto é desmantelado e, quando todos

0s recursos estdo reunidos, a célula pode entrar em mitose.'3



De destacar, que é na fase G1 que ocorrem 0s principais eventos regulatérios que levam
a proliferacdo celular. A transicdo da fase G1 para a fase S é mediada por fatores de
crescimento, no entanto existe um momento em que ocorre o0 comprometimento da célula,
em que esta se compromete a avancar no ciclo celular, sendo este um ponto sem retorno.
Assim, a célula ndo precisa, a partir deste ponto, de fatores de crescimento para avancar
e completar a diviséo celular. Este momento ocorre em G1 e foi denominado de ponto de
restricdo (R) (figura 1). Uma vez que a célula passa o ponto de restrigdo, esta entdo
comprometida a realizar sintese de DNA, ndo necessitando de fatores de crescimento

extracelulares durante o restante do ciclo celular.>?

S phase G

Mitosis

G1 GO

Figura 1-llustracdo simplificada representativa do ciclo de divisdo celular (interfase e
mitose). 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 reparti¢do equitativa
do material celular pelas duas células-filhas, ja em mitose. Esta também representado,
durante a fase G1, o ponto de restricdo (R), que se entende pelo ponto, sem retorno, em
que a célula se compromete a completar a divisao celular, deixando de precisar de fatores
de crescimento para tal. Terminada a mitose, a célula é deixada com a decisdo de
recomecar um novo ciclo de divis&o celular ou entrar na fase de quiescéncia (GO ou gap
0), onde as células ndo apresentam resposta, até certo grau, aos fatores de crescimento,
mantendo-se assim no seu estado mais diferenciado e sem se dividirem. Legenda: GO-
gap 0 ou estado de quiescéncia; G1- gap 1 ou fase de crescimento; R- ponto de restri¢do;
S phase- fase de sintese; G2- gap 2. Imagem adaptada de 2 Blagosklonny, M. V., &
Pardee, A. B. (2002).

O ciclo de divisao celular ¢, na verdade, regulado pelos complexos ciclina/cdk’s (quinases
dependentes de ciclinas)."® As ciclinas, tal como o nome indica, sdo proteinas que
apresentam uma expresséo ciclica aos longo do ciclo de divisio celular.! Esta ciclicidade
deve-se a sua degradacéo altamente regulada, assim uma célula em divisdo entra e sai de
uma determinada fase do ciclo dependendo da ciclina que esta a ser sintetizada ou

degradada naquele dado momento. Ou seja, para que a célula possa entrar numa
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determinada fase do ciclo a ciclina correspondente a fase anterior terd de ser degradada,
enquanto que a ciclina correspondente & fase seguinte tera de ser sintetizada. Esta
dindmica de sintese e degradacgdo das ciclinas permite a associa¢do de uma ciclina a cada
fase do ciclo, permitindo assim o avancar, no tempo adequado, da divisao celular (figura
2)_1,5

Concentration

Figura 2-llustragbes simplificadas representativas da expressdo das ciclinas nas
respetivas fases do ciclo de divisao celular (interfase e mitose). A sintese da ciclina D1
(complexo ciclina/cdk4/6) inicia a entrada da célula na divisdo celular, na fase G1,
aquando a degradacdo da ciclina D1 e a sintese de ciclina E (complexo ciclina E/cdk 2)
da-se a entrada na fase S. Ja a progressdo pela fase S € marcada pela degradacéo da ciclina
E e pela sintese da ciclina A (complexo ciclina A/cdk 2), a formacgdo do novo complexo
da ciclina A com a cdk 1 permite a progressdo do ciclo para a fase G2, e por fim é a
degradacdo da ciclina A e a sintese da ciclina B (complexo ciclina B/cdk 1) que permite
0 término da interfase e a entrada em mitose. Durante a mitose ocorre a degradacdo
abrupta da ciclina B, o que permite a célula sair de mitose. Legenda: GO- gap 0 ou estado
de quiescéncia; G1- gap 1 ou fase de crescimento; S phase- fase de sintese; G2- gap 2; M
phase- mitose. Imagem adaptada de ! Schafer, K. A. (1998) (esquerda) e de
http://www.cubocube.com/ (direita), consultado em junho 2021.

Terminada a interfase, a célula pode avancar para a mitose (ou fase M). Na mitose ocorre
a divisao nuclear, onde os cromossomas sao alinhados, separados e segregados para as
duas células-filhas. A fase mitdtica compreende cinco sub-fases: profase, prometafase,
metafase, anafase e telofase (figura 3). Na primeira fase da mitose, a profase, os
cromossomas iniciam a sua condensagdo, num processo que se estenderd até a metafase,
onde estes atingem o seu estado de condensacdo maxima.* E nesta fase que a coesina
(proteina que mantém os cromatidios-irméos ligados) é degradada ao longo dos bracos
dos cromatidios, permitindo o inicio da sua separacdo sendo, no entanto, mantida a

ligagdo destes na regido centromérica. Durante a profase, o fuso mitdtico comeca a
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formar-se devido a migragéo dos dois centrossomas para 0s polos opostos deste, enquanto
que 0s microtibulos comegam a polimerizar a partir destes (figura 3). A fragmentacédo do
envelope nuclear marca a entrada em prometafase, sendo que este € um passo essencial
para completar a formacdo do fuso mitotico, s6 assim sendo permitido o acesso dos
microtibulos aos cromossomas. Nesta fase existe uma grande dinamica no que diz
respeito aos microtibulos, estes polimerizam e despolimerizam enquanto crescem e se
estendem a partir dos centrossomas para o centro da célula, procurando fixar-se nos
cinetocoros de cada cromossoma. A medida que a prometafase avanga os microtdbulos
ligam-se aos cinetocoros de cada cromossoma, puxando cada um dos cromatidios-irmaos
em direcOes opostas, exercendo uma tensdo na direcdo dos dois polos opostos do fuso;
isto sem separar os cromatidios que continuam firmemente ligados ao seu par com coesina
na regido centromérica (figura 3). E ja na metafase que, no seu estado mais compactado,
0s cromossomas se alinham no plano equatorial do fuso mitético (figura 3). Apenas
quando os cromossomas estiverem corretamente alinhados, o fuso corretamente montado
e a ligacdo microtubulos-cinetocoros corretamente estabelecida, a celula pode avancar
para a anafase, onde ocorrera a segregacao dos cromatidios-irméaos. Na anafase, por fim,
ocorre a degradacdo da coesina na regido centromérica dos cromossomas, permitindo
assim a separacdo dos cromatidios--irmdos, que sdo puxados pelos microtubulos em
direcdo aos polos opostos do fuso (figura 3). Acredita-se que este processo é possivel
devido a trés movimentos distintos que ocorrem durante a anafase, sendo o primeiro a
despolimerizacdo dos microtibulos na sua extremidade ligada aos cinetocoros, o que
permite a migracdo dos cromossomas para 0s polos do fuso mitético (movimento pelo
qual os microtibulos puxam os cromossomas), durante a anafase a. O segundo
movimento é o movimento de deslizamento dos microtubulos interpolares (ndo ligados
aos cinetocoros), que se movem uns sobre os outros, através do auxilio das proteinas
motoras cinesinas, movimento este que empurra os polos do fuso em dire¢des opostas. O
terceiro e ultimo movimento é o movimento dos microtibulos astrais que se estendem
dos centrossomas e se ligam a membrana citoplasmatica, que despolimerizam e encurtam,
puxando os polos do fuso para ainda mais perto das extremidades celulares, afastando-
0s. Os dois ultimos movimentos referidos constituem a anafase b e permitem o
distanciamento maximo dos dois centrossomas e dos dois polos, alongando o fuso
mitotico e permitindo a separacdo maxima do contetdo celular para a sua separagédo e
distribuicdo correta pelas células-filhas. A Gltima fase da mitose € a telofase, em que 0s

cromossomas alcangam os polos do fuso e comegam a descondensar, de forma semelhante
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o fuso mitético é desfeito e os microtdbulos despolimerizam. E também nesta fase que
dois envelopes nucleares se formam, encapsulando os dois conjuntos de cromossomas no

interior da célula (figura 3).

A telofase € seguida da citocinese, a ultima fase da divisdo celular, em que o objetivo € a
divisdo do citoplasma pelas duas células-filhas. Nesta fase ocorre a distribuicdo dos
restantes componentes celulares pelas duas recém-formadas células e a sua separacao
fisica (figura 3). Para tal, um anel contratil composto por filamentos de actina é formado
na placa metafasica aquando a anafase. Mais tarde, j& durante a citocinese, estes
filamentos de actina puxam o equador da célula, formando uma fissura (o sulco de
clivagem). O sulco acentua-se conforme o anel de actina se contrai e, eventualmente, a

membrana é clivada em dois, originando duas células-filhas completamente separadas.*
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Figura 3-llustracdo representativa das fases da mitose e citocinese numa célula animal.
A mitose é constituida por cinco fases: profase, prometafase, metafase, anafase e telofase.
Em préfase da-se a condensacdo dos cromossomas e o inicio da migracdo dos dois
centrossomas para os polos do fuso. Em prometafase observa-se a fragmentagcdo do
envelope nuclear e a ligacdo dos microtabulos aos cinetocoros dos cromatidios-irmaos,
para que em metafase estes se possam alinhar corretamente na placa metafésica
equatorial. Em anafase ocorre a segrega¢do dos cromatidios-irmaos para os polos opostos
do fuso e o alongamento do fuso mitotico devido ao movimento dos trés tipos de
microtibulos (dos cinetocoros, interpolares e astrais). Por fim, em telofase, os
cromatidios atingem o0s polos e comecam a descondensar, 0s microtabulos
despolimerizam e os envelopes nucleares sdo formados. Depois da mitose, a célula
termina a divisdo celular ao realizar a citocinese, que permite a separacao do citoplasma
e dos componentes citoplasmaticos pelas duas células-filhas. A separacgéo fisica das duas
celulas-filhas é feita através de um a anel de constri¢do contractil de actina que cliva a
membrana citoplasmatica e permite a abcissdo das células. Imagem adaptada de
Zhttps://biocyclopedia.com/, consultado em junho de 2021.
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Apdbs completar o ciclo de divisdo celular, a célula pode recomecar este ciclo e realizar
uma nova divisdo ou, por outro lado, ir para a fase GO (gap 0 ou fase de quiescéncia)
(figura 1). Nesta fase, a célula tem tolerancia aos fatores de crescimento e permanece sem
mostrar resposta a estes devido ao seu comprometimento com o seu estado de
diferenciacéo, nao se dividindo. No entanto, estas células retém a capacidade de realizar

a divisdo e mantém o seu potencial para entrar de novo no ciclo celular.!

3.1.2 Os checkpoints do ciclo de diviséo celular

Como ja mencionado anteriormente, 0 processo de divisdo celular é altamente controlado,
pelo que danos no DNA, falhas na sua replicacdo ou o incorreto alinhamento dos
cromossomas em metafase podem levar a paragem do ciclo celular, morte celular
(apoptose) ou a células mutadas.>*®’ De modo a evitar a formacéo e perpetuagdo de
progenia aberrante e garantir uma transmissdo exata e precisa da informacao genética, a
célula utiliza varios mecanismos, entre 0s quais: mecanismos de reparacdo de DNA,
mecanismos de paragem do ciclo celular e mecanismos de indugdo de morte celular
aquando a néo reparacgédo dos erros detetados. Aos mecanismos de detecdo destes erros
(erros no DNA e montagem do fuso mitdtico) denomina-se de checkpoints do ciclo
celular. Sdo conhecidos trés checkpoints, os quais descreverei abaixo: o checkpoint em

G1, o checkpoint em G2 e o checkpoint do fuso mitético (figura 4).1°

O checkpoint em G1 monitoriza danos no DNA e a sua reparacao, antes da replicacao
(figura 4).1% Nesta fase, danos encontrados no DNA conduzem & paragem do ciclo
celular, constituindo um atraso neste, de modo a conceder tempo a célula para ativar 0s
mecanismos de reparacdo de DNA e, assim, corrigir 0s erros e prosseguir com a divisao
celular. Esta paragem celular, em especifico, é dependente da p53 (proteina supressora de
tumores, também conhecida como a “guardia do genoma”), que responde a presenga de
danos no DNA, permitindo apenas a continuacdo do ciclo celular depois da reparagédo
destes. No caso de danos demasiados extensos ou em que 0 DNA ndo possa ser reparado,
a célula sai do ciclo celular e é, preferencialmente, induzida a apoptose, pois ndo €é
possivel para a célula entrar em fase S e replicar o DNA aquando a presenca de danos
neste.>® Deste modo, a célula consegue evitar a replicacdo de DNA aberrante.® O segundo
checkpoint ocorre em G2 e, de forma semelhante ao primeiro checkpoint, também

monitoriza 0 DNA.1® Quer danos no material genético, quer DNA ndo replicado s&o
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detetados por este checkpoint e ambos conduzem a paragem do ciclo celular, sendo que
a célula ndo entrara em mitose na presenca de danos no DNA ou erros de replicacdo
(figura 4). Neste caso, ao contrario de em G1, a paragem do ciclo celular ndo é dependente
da p53, visto que células nulas para esta proteina, apesar de ndo conseguem realizar a
paragem em G1, como esperado, ainda retém a capacidade de parar o ciclo celular em
G2. Estas observacBes mostram que a p53 ndo € necessaria para a ativacdo deste
checkpoint, que depende entdo de outros mecanismos.® E desta maneira que a
segregacdo, em mitose, de cromossomas defeituosos é prevenida pela célula. Por ultimo,
o terceiro checkpoint ocorre em mitose, e tem o0 nome de checkpoint do fuso mitotico ou
SAC (spindle assembly checkpoint) e assegura a correta segregacao dos cromatidios-
irmdos para cada uma das células-filha, em anafase (figura 4).%’ Para que tal aconteca é
necessaria a correta ligacédo entre os cinetocoros dos cromatidios-irmaos aos microtubulos
de lados opostos do fuso mitdtico. Uma vez que essa ligacdo ocorre, tensdo é exercida
nos cinetocoros dos cromatidios e é sentida por proteinas quinases ai presentes, tais como
a proteina Aurora B.” Assim que todos 0s cinetocoros estdo corretamente ligados aos
microtUbulos e alinhados na placa metafasica, o checkpoint € desativado e 0 Complexo
Promotor da Anafase (APC) é ativado, promovendo a degradacdo da ciclina mitética
(ciclina B) e da coesina (que até entdo mantinha os cromatidios-irméos ligados atraves da
regido centromérica). Estdo reunidas, agora, as condi¢des para que a célula avance para a
anafase e para que ocorra a segregacdo equitativa dos cromossomas, prevenindo-se, deste

modo, aneuploidias aquando a formagao das células-filhas.’

Depois de clarificado o funcionamento e objetivos destes checkpoints do ciclo celular,
fica bastante evidente que estes visam, principalmente, assegurar a integridade e a exata
quantidade de genoma na préxima geracéo de células.” No entanto, e como é normal na
natureza, os checkpoints podem falhar, permitindo assim que células com defeitos sejam
originadas da divisao celular. Daqui poderdo resultar células com mutaces no DNA ou
células aneuploides, que poderdo continuar a dividir-se, podendo dar origem a varias

patologias, entre as quais cancros.368
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Figura 4-Esquema ilustrativo dos trés checkpoints que controlam o ciclo celular. Nas
fases G1 e G2, os checkpoints visam assegurar a integridade do DNA que vai ser
replicado e segregado para as células-filha. Em caso de erros no DNA, estes checkpoints
sdo ativados e levam a paragem do ciclo celular até a reparacdo desses danos, caso a
reparacdo nao seja possivel, a célula ndo conseguird prosseguir com a divisao celular e
ficard senescente ou realizara a apoptose. Em mitose, 0 SAC deteta a ndo ligacdo ou a
ligacdo incorreta de cinetocoros-microtibulos, impedindo a entrada da célula em anafase.
Quando o0s cromossomas se encontram corretamente ligados aos microtubulos e
alinhados na placa metafésica equatorial, 0 SAC é desativado e o complexo APC
promove a entrada da célula em anafase. A falha destes checkpoints podera dar origem a
células-filha portadoras de mutacbes ou aberrantes. Imagem adaptada de
3https://courses.lumenlearning.com/, consultado em junho de 2021.

3.1.3 A célula e o cancro

Tumores sdo descritos como um crescimento anormal de tecido provocado pela rapida e
descontrolada proliferacdo celular, sendo seguro assumir que esta é originada pela
desregulacdo do ciclo celular.>® E também sabido que o cancro é uma doenca genética,
maioritariamente desencadeada por alteracbes em duas categorias de genes, 0S genes
supressores de tumores e 0s oncogenes, que quando mutados, através de perda ou ganho
de funcéo, respetivamente, vdo conferir a célula um aumento na capacidade proliferativa.

No entanto, 0 processo tumorigénico é um processo multistep, em que cada passo reflete
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alteracdes geneticas, envolvendo diversas vias celulares, desde vias de proliferacéo a vias
metabolicas, conferindo assim a célula vantagem proliferativa, num estagio inicial, e

capacidade de invasdo, num estagio mais avangado.®1°

Ha cerca de duas décadas, Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg propuseram seis
hallmarks requeridas para uma célula se tornar uma célula tumoral, sendo que em 2011,
estes autores introduziram ao seu modelo inicial quatro novas hallmarks, numa
publicacdo ao qual chamaram Hallmarks of Cancer: The Next Generation. O modelo
corrente atualmente, que descreve as alteracGes que uma célula tumoral sofre de modo a
adquirir a malignidade tipica de células presentes na grande maioria dos cancros pode ser
visto na figura 5. Neste, é possivel perceber a complexidade de processos e vias
bioldgicas que estdo ligadas a transformacéo tumoral, englobando processos tdo diversos
como proliferacdo e morte celular, processos de inflamacéo e processos do metabolismo

energético, entre outros.

Entre as varias vias biologicas envolvidas neste processo de tumorigénese, é de mencionar
a via Hippo, esta estd envolvida no desenvolvimento de tecidos, atuando como uma via
de sinalizacdo reguladora do crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celulares. A via
Hippo é descrita como uma via supressora de tumores, devido ao seu papel na supressao
de genes envolvidos no crescimento, proliferacdo e migracdo celular.***? A inibicio desta
via é, portanto, observadas em diversos cancros. Sendo ela mesma regulada a varios
niveis por diversas proteinas, esta via apresenta-se como sendo um elemento relevante
para este estudo, pelo que sera discutida em mais detalhe nos capitulos vindouros deste
trabalho.

Ja revistos 0s elementos e etapas basicas da divisdo celular e o seu envolvimento no
desenvolvimento neoplasico, é chegado o0 momento de introduzir os objetos centrais de

estudo neste trabalho, sendo estes as proteinas Mob.
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Figura 5-Modelo proposto por Hanahan e Weinberg, em 2011, das dez hallmarks do
cancro. E possivel observar a complexidade na formagdo e organizagdo dos tecidos
neoplasicos, sendo que cada uma das hallmarks descritas, (1) a sustentacdo de sinais
proliferativos, (2) a evasdo a supressores de crescimento, (3) a supresséo de respostas
imunes, (4) a aquisicdo de imortalidade replicativa, (5) a promoc¢do da inflamacao
associada a tumorigénese, (6) a ativacdo da capacidade invasiva e de metastase, (7) a
inducdo da angiogénese, (8) a instabilidade gendmica e elevada taxa mutacional, (9) a
resisténcia a apoptose e (10) a desregulacdo do metabolismo energético, esta associada a
desregulacdo de uma via celular. Em conjunto, estas transformac6es possibilitam a
sobrevivéncia, crescimento e metastizacdo do tecido neoplasico. Imagem adaptada de
YHanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011).

3.2 As proteinas Mob na literatura

A familia de proteinas Mob (monopolar spindle-one-binder proteins) € constituidas por
sete proteinas, em humanos, altamente conservadas na natureza. As Mob sdo 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.*?

Foram, pela primeira vez, descritas em levedura, onde as duas proteinas Mob existentes

neste organismo, Moblp e Mob2p estdo envolvidas no controlo da saida da mitose e na
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regulacdo da morfogénese, respetivamente. Ambas as proteinas mostraram associar-se,
em complexos, com proteinas da familia de quinases NDR/LATS, regulando, desta

maneira, diversos processos celulares. >

Em Drosophila melanogaster estdo descritas quatro proteinas Mob. dMobl (ou Mats,
Mob as tumor supressor), esta envolvida na regulacéo da proliferacdo celular e morte
celular, sendo uma das principais proteinas envolvidas na via Hippo, interagindo a
diferentes niveis, com diversas proteinas nesta via.'* Em suma, dMob1 atua como um co-
ativador desta via, que como mencionado anteriormente, € um essencial regulador da
morfogénese. Assim, foi observado que moscas nulas para a proteina Mats ndo sdo
viaveis, sendo a deplecdo desta proteina letal para estes individuos. dMob2, dMob3, e
dMob4 sdo as restantes trés proteinas Mob presentes em Drosophila melanogaster, no
entanto nao se encontram tao extensamente caracterizadas quanto dMobl. Estas proteinas
aparentam desempenhar algum papel no desenvolvimento morfogénico, nomeadamente,
na regulacdo do desenvolvimento neuronal, apesar do mecanismo pelo qual isto acontece

permanecer por elucidar.t3%

Em humanos sdo entdo conhecidas sete proteinas Mob: hMoblA, hMobl1B, hMob2,
hMob3A, hMob3B, hMob3C e hMob4 (ou phocein). Estas proteinas apresentam grande
homologia quer entre si, quer com os seus homdélogos em Drosophila melanogaster, tal

como mostram as tabelas seguintes, tabelas 1 e 2, respetivamente:

Tabela 1-Homologia entre as sequéncias das proteinas hMob1A e as restantes hMob

Gene hMob1B hMob?2 hMob3A hMob3B | hMob3C | hMob4
Homologia 96% 37% 51% 51% 48% 22%

Tabela 2-Homologia entre as sequéncias das proteinas hMob e dMob

Genes hMoblA hMob2 hMob3A hMob4
dMobl 85% 36% 47% 20%
dMob2 30% 42% 28% 17%
dMob3 51% 27% 64% 20%
dMob4 21% 17% 20% 80%
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3.2.1 hMob1 A/B

As proteinas Mob1A e Mob1B sdo, na sua maioria, proteinas citoplasmaticas, com uma
funcdo redundante, devida & sua grande homologia (ver tabela 1). As Mobl tém a
capacidade de ativar as quinases NDR/LATS, aquando a sua ligacdo a membrana
citoplasmatica. MoblA pode também ligar-se diretamente as proteinas MST1/2
(proteinas homdlogas, em humanos, a proteina Hippo, em Drosophila melanogaster),
atuando como um componente principal na regulagio da via Hippo (figura 6).1* Foi
também demonstrada a presenca desta proteina nos cinetocoros e nos centrossomas
durante a prometafase, estando esta envolvida na duplicagdo destes Gltimos.® Deplecéo
de Mob1 em células humanas demonstrou uma prolongada separacdo dos centriolos apds
mitose, bem como a incapacidade das células de completarem a abcissdo, falhando a
citocinese.1”!8 Facto que se deve uma hiper-estabilizagdo dos microtdbulos na regifo do
mid-body, impedindo assim a separacdo das duas células-filha. Mais interessante, apesar
de permanecerem ligadas, as células-filhas demonstram um aumento na mobilidade
celular, aquando a deplecdo de Mobl. J& uma sobre-expressdo desta proteina impede a
separagdo dos centrossomas, sugerindo que a Mob1 podera estar envolvida na regulacéo
centrossomal durante a mitose, na regulacdo da estabilidade dos microtibulos e ser

necessaria para a realizagdo da citocinese.’

A expressao 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.*3

3.2.2 hMob2

A proteina Mob2, em células humanas, ¢ ambos citoplasmatica e nuclear.® Ao contrério
do que acontece com a Mob1, a Mob2 apenas forma complexos com as proteinas quinases
NDR 1/2, ndo sendo conhecida qualquer associagdo direta desta proteina com as quinases
LATS ou com as proteinas MST 1/2. Mob2 e Mob1 ligam-se ao mesmo dominio proteico
das NDR 1/2, pelo que competem pela ligagéo a estas proteinas. Apesar desta semelhanca,
o efeito exercido por estes duas Mob é oposto, sendo que Mob1 promove a atividade das

NDR, enquanto que a Mob2 a inibe.™® Foi também demonstrada a interagdo de Mob2 com
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a proteina RAD50 (figura 6), um dos principais componentes do complexo de detecédo de
danos no DNA.*1® Revelando, assim, o possivel papel da Mob2 na sinalizacio de danos
no DNA durante o ciclo celular. De facto, foi verificado que a deplecdo de Mob2 em
células humanas desencadeia a paragem do ciclo celular nas fases G1/S, sendo esta

paragem despoletada de uma forma dependente a p53.131°

Apesar de se comecarem a conhecer os efeitos e defeitos no ciclo celular causados pela
deplecéo de Mob2, ainda néo se sabe se a desregulacéo desta proteina detém algum efeito
direto no desenvolvimento de neoplasias, isto devido, maioritariamente, a escassez de

modelos animais com perda de funcdo da proteina Mob2.13

3.2.3 hMob3 A/B/C

As proteinas Mob3 sdo, de forma semelhante as Mob1, maioritariamente citoplasmaticas.
Poucos sdo os parceiros conhecidos das Mob3, de facto até hoje apenas a interagcdo com
a proteina MST1 foi demonstrada.™® Através desta interacdo, a Mob3 regula a sinalizacio
apoptotica (figura 6), sendo que sobre-expressdo desta proteina inibe a apoptose em
células humanas.?® No entanto, estudos de interacio sugerem que a Mob3 podera
estabelecer ligagdo com outras proteinas.’® Até a data ndo é conhecido nenhum

envolvimento da Mob3 em mitose.

O papel das Mob3 em tumores ainda permanece também por clarificar, sendo que, com
base em diversos estudos, esta parece atuar como um supressor de tumores em certos
tipos de cancros (como em cancro da préstata) e como um oncogene noutros (Mob3 esta
sobre-expresso em paciente com glioblastoma multiforme?, conduzindo, nestes casos, a
uma diminuicdo da capacidade apoptotica celular nos tecidos neoplasicos, como descrito

acima).l®

Por fim, a proteina Mob4, também conhecida como phocein, é a Gltima proteina da familia
das Mob humanas a ser aqui mencionada e é também o foco principal deste estudo.
Apesar de pouco caracterizada, até a0 momento, e sendo apenas, quase exclusivamente,
conhecida como um dos principais integrantes do complexo STRIPAK®® 2?7 (figura 6),

a Mob4 seré discutida no subcapitulo seguinte, subcapitulo 3.3.
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De um modo geral, muito falta ainda conhecer das proteinas Mob, tendo-se apenas
comecado a desvendar as vias e as interacfes destas proteinas, que parecem estar
envolvidas em diversos processos celulares. A figura 6 é bastante elucidativa no que
respeita ao conhecimento, de forma sucinta, adquirido sobre esta familia de proteinas e

também no que respeitas as questdes que estao ainda por responder.

- g pisas.

( hMOB2 > (hMOB3s> (
/N VL
a@ @ ?

Hippo DNA damage Apoptotic STRIPAK-related
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upstream

downstream

Figura 6-Esquema representativo das diversas vias e processos celulares em o
envolvimento das Mob é conhecido. A Mobl humano é fosforilada por MST1/2,
promovendo a ativacdo das quinases NDR1/2 e LATS1/2, na sinalizacdo da via Hippo.
A Mob2 interage com a RAD50, no complexo que funciona como um sensor para a
detecdo de danos no DNA, agindo no contexto da sinalizacdo dos defeitos no DNA,
durante o ciclo celular. A Mob3 atua na regulacdo da apoptose, ao interagir com a MST1.
E finalmente a Mob4 faz parte do complexo STRIPAK, estando envolvida nas funcdes
bioldgicas das quais este participa. E ainda possivel observar neste esquema que as vias
nas quais as Mob estdo envolvidas ndo sao vias isoladas, mas que estdo interligadas. Por
exemplo, de notar a interligacdo das vias Mobl e Mob2 através da competicdo pela
ligacdo as quinases NDR1/2. Interacfes bem estabelecidas estdo representadas por linhas
pretas, enquanto que interacdes presumiveis estdo representadas com linhas a tracejado
cinza. Fosforilagdes estdo indicadas com “P” a azul. Imagem retirada de 13 Gundogdu,
& Hergovich. (2019).

3.3 A proteina Mob4 humana

Como mencionado acima, ndo foram conduzidos muitos estudos no sentido de elucidar

as funces biologicas e celulares da proteina Mob4, especialmente da Mob4 humana.
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Em Drosophila melanogaster, a dMob4 é uma proteina reguladora da neurogénese,
nomeadamente na regulacdo das ramificagdes neurais durante o desenvolvimento larvar,
na regulacdo do transporte axonal e na formagéo de sinapses em moscas adultas®®, por
fim foi observado que dMob4 esta envolvida na organizacdo dos microtubulos durante a
mitose.”’ E especulado que as funcionalidades observadas de dMob4 estejam
relacionadas ao facto desta proteina poder pertencer ao complexo STRIPAK, em
Drosophila melanogaster.’® A deplecdo desta proteina é letal para os estados larvares
deste organismo,? no entanto este fendtipo pode ser recuperado pela introducio da Mob4
humana, revelando assim uma elevada conservacao funcional desta proteina entre as duas

espécies.

Em humanos é, de facto, conhecida a ligacdo da hMob4 ao STRIPAK, sendo esta um dos
principais componentes deste complexo.’® 22?7 O complexo STRIPAK (Striatin-
interacting phosphatase and kinase) € um complexo proteico composto por varias
quinases e fosfatases, que regulam a fosforilacdo de diversas proteinas em vias de
sinalizacio essenciais para a células, nomeadamente a via Hippo.?> 242627 A estrutura,
funcdo e relevo para este estudo do complexo STRIPAK e da via de sinalizacdo Hippo
vao ser discutidos em mais detalhe nos préximos subcapitulos deste trabalho. Apesar da
ligacdo do STRIPAK a regulacdo da via Hippo estar ja estabelecida, a fungdo especifica
da Mob4 neste mecanismo ou em qualquer outro processo associado ao complexo
STRIPAK néo esta ainda clara.

A Mob4 interage também com a MST42 30, proteina pertencente a familia das proteinas
MST1/2 e um dos componentes do complexo STRIPAK?*, interacdo esta que ocorre de
uma forma dependente de fosforilacdo®. Chen e colegas (2018) propuseram que este
complexo MST4/hMob4 é estruturalmente semelhante ao complexo MST1/hMobl,
podendo assim provocar a sua disrupgdo, por alternacdo de interagcdo com as proteinas
MST.*® No entanto, e mais uma vez, estas interagbes ndo estdo ainda devidamente

estudadas ou elucidadas.

Baillat e colegas (2001) mostram 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.®* Foi demonstrado que a fracéo proteica
de Mob4 presente no Golgi sofre disperséo citoplasmatica apos tratamento com Brefaldin
A (substancia quimica que impede o transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico
para o Golgi, promovendo assim a sua fragmentacgéo). Este comportamento é semelhante

17



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 Arfl1)®, suportando assim um importante papel da Mob4 no

transporte de vesiculas membranares.?* 3132

Células humanas que sofreram deplecao de Mob4 expressam fenétipos aberrantes durante
mitose, nomeadamente defeitos no fuso mit6tico™®, entre os quais o colapso, a
malformacdo ou a descentralizacao do fuso em relagéo a célula (Claudia Florindo, dados
nédo publicados), o que leva a paragem do ciclo celular e, posteriormente, morte celular.
Estes dados querem sugerir que a Mob4 poderd ser uma proteina essencial para a
progressdo 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 sao
semelhantes aos obtidos aquando a deplecdo de proteinas do cinetocoros, tais como as
proteinas CENP, sugerindo uma possivel funcdo da Mob4 nos cinetocoros durante
mitose, mais precisamente na regulacao da ligacao cinetocoros-microtibulos. Suportando
ainda esta hipdtese, a localizacdo da proteina CENP-A nos cinetocoros esta alterada em
células depletadas de Mob4. Em suma, dados previamente obtidos por colegas do
laboratério, sugerem que a proteina Mob4 é necesséaria para a realizacdo da mitose, bem
como podera ser uma das proteinas requeridas para a correta ligacdo cinetocoros-

microtubulos em células humanas.

Estudos em linhas celulares tumorais humanas revelaram também que a deplecdo de
Mob4 reduz, significativamente, a sobrevivéncia das células, em diversos tipos de
tumores.™® 3 Estas observagdes estdo em concordancia com a sobre-expressio de Mob4
observada em diversos tumores, nos mais variados tecidos, desde o pancreas® a mama,
sendo esta proteina ja utilizada como um marcador de mau progndstico em cancros renais
e do figado (°The Human Protein Atlas).

Como se pode concluir, muito é especulado acerca da fungdo da Mob4 em diversos
processos celulares, desde o transporte de vesiculas, & regulacdo da mitose e ao seu
envolvimento no desenvolvimento tumoral, no entanto poucas destas fungdes estéo, de
facto, estabelecidas e clarificadas. Sendo, um dos objetivos deste estudo, a confirmagéo

e elucidacdo do envolvimento da Mob4 em alguns dos processos mencionados acima.
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3.4 O complexo STRIPAK

O complexo STRIPAK (Striatin-interacting phosphatase and kinase) é constituido por
diversas proteinas, quinases e fosfatases, sem atividade enzimética e funciona como um
complexo de suporte e ancoragem (scaffold).?! Este complexo demonstra uma grande
conservacao evolucionaria e esta envolvido na regulacdo de uma elevada variedade de
processos bioldgicos.?2" 3438 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 €

possivel observar na figura 7.1321.22.24

A familia da striatin € composta por trés proteinas: STRN, SG2NA (S/G2 nuclear antigen
ou STRNB3) e a zinedine (STRN4). A principal caracteristica desta familia é o facto de as
proteinas apresentarem multiplos dominios para interagdes proteina-proteina, o que
permite a formacdo de complexos proteicos robustos, contendo um elevado nimero de

proteinas em interacdo simultaneamente. 23

PP2A (serine/threonine protein phosphatase 2) é uma proteina heterotrimérica composta
por uma subunidade catalitica (PP2Ac), uma subunidade de ancoragem (PP2Aa) e uma
subunidade regulatoria?’. 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 regulatérias, promovendo a atividade da PP2A na
desfosforilagdo das suas proteinas alvo.?L3°

A familia de quinases GCKIII (germinal centre kinase I11) é composta por trés proteinas:
MST3 (ou STK24), MST4 (ou STK26) e STK25 (quinase de resposta ao stress oxidativo
1).13:22.35 Estas proteinas foram, previamente, implicadas em processos celulares como o
crescimento, proliferacdo, migracdo, polaridade e apoptose celular, sendo que a interacédo

com as fosfatases do complexo STRIPAK inibe a sua atividade.?

CCM3 (cerebral cavernous malformation 3 ou PDCD10) foi, inicialmente, identificado
como uma proteina associada a morte celular, sendo que muta¢Ges com perda de funcéo
desta proteina levam a lesbes vasculares cavernosas cerebrais (razdo da origem do seu
nome).?? A principal fungio das CCM3 no complexo STRIPAK é recrutar as proteinas
GCKIII e estabelecer a sua ligacéo a striatin (figura 7). Foi observado que esta interagdo

CCMB3/GCKIII promove o aumento da proliferacdo em células humanas, no entanto fora
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deste complexo, estas proteinas podem ter comportamentos diferentes, sugerindo que a

sua funcdo depende do contexto bioldgico em que estdo inseridas.?238

STRIP1 e 2 (striatin-interacting protein 1 and 2) regulam a organizacdo do citoesqueleto
e a morfologia celular, sendo fatores essenciais para a diferenciacdo e dinamica celular,
como apontado por estudos de deplecdo desta proteina.?23® 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).3®

Estdo descritos dois complexos STRIPAK distintos, baseados em parceiros de ligacao
alternativos, ndo fazendo, estes, parte do nucleo principal que constitui estes complexos.
Os dois complexos sdo 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.!> % A figura 7 ilustra os dois complexos STRIPAK alternativos com o seu

ndcleo comum e as proteinas alternativas adicionais, que foram acima descritas.

Tendo revisto e sumariado o complexo STRIPAK de uma perspetiva estrutural, passemos
agora 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 funcdes do complexo STRIPAK, estudos de localizacéo
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.?* Ou seja, dependendo das subunidades de striatin e STRIP, 0
STRIPAK pode ou néo estar localizado no envelope nuclear e no Golgi, enquanto que a
presenca de SLMAP no complexo vai preferencialmente conduzi-lo para as mitocondrias
e para o reticulo endoplasmatico. Para além da associacgéo a diversas fun¢ées em cada um
destes organelos, a observacdo do STRIPAK em outras estruturas como 0s centrossomas,
leva a hipdtese de que este complexo podera funcionar como uma ponte de comunicagado

para facilitar a coordenac&o das estruturas mencionadas durante a divisdo celular.?* 4

O STRIPAK tem sido associado com as mais diversas vias de sinalizagdo e processos
bioldgicos nas células, desde a proliferacdo celular & apoptose?® 22242535 3 polaridade e
migracdo celular?® 24 %8 3 regulacio da montagem e fragmentacéo do Golgi?!, regulacio

do transporte vesicular e regulacdo do citoesqueleto®™ 24 3% & angiogénese?!,
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neurogénese® 2, e até a regulacio da concentracio de calcio na células?, entre outros

processos celulares.

| — | — (Complex1 '\ Complex2 |
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Figura 7-Componentes principais do complexo STRIPAK em células de mamiferos. Na
figura sdo mostrados dois esquemas distintos que ilustram a composi¢cdo do STRIPAK e
as interagbes 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 ligacdo entre a striatin e as
proteinas GCKIII. Estes componentes interagem, alternativamente, com os 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 2* Hwang and
Pallas (2014) (a esquerda) e retirada de 2° Xie et al (2020) (& direita).

Uma das vias de sinalizacdo mais relevante que é regulada pelo STRIPAK ¢ a via das
MAPK (figura 8), que esta envolvida em diversos processos celulares e que responde,
entre outros, a estimulos hormonais e a fatores de crescimento.?? Esta via é composta, na
sua maioria, por quinases, que atuam em trés niveis da cascata de sinalizacdo, sendo estas
quinases denominadas de MAPKs, MAPKKs (MAPK kinases) e MAPKKKs (MAPK
kinase kinases). Proteinas GCKIII, componentes do STRIPAK, podem tambem 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 estimulaa MEK1/2 (MAPKK) a ativar a ERK1/2 (MAPK),
levando assim a promocéo do crescimento, proliferacdo celular e invasdo celular, bem

como a inibicdo da morte celular.?? 2 37 Para além das GCKIII, outros membros do

STRIPAK também foram identificados como reguladores desta via, tais como as striatins,
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as STRIP, a SLMAP e a Mob4, visto que deplecdo de qualquer uma destas proteinas leva
a reducdo da fosforilacdo 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. 22 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-expressao em Vvarios tumores, como visto anteriormente), a PP2A e

as striatins (sendo estas duas Gltimas implicadas no desenvolvimento de leucemias).?! %

i Crescimento celular
downstream effectors == Proliferacdo celular
Migracao celular

Figura 8-Simplificacdo ilustrativa da via de sinalizacdo das MAPK. Esta via € constituida
por diversas quinases: as MAPKKKSs (representadas por Raf, na figura), as MAPKKSs
(representadas por MEK, na figura) e as MAPKSs (ou ERK). Quando estimulada, esta via
é ativa, o que resulta na fosforilacdo, em cascata, destas quinases. Como resultado final,
sdo promovidos processos celulares como o crescimento e proliferacéo, entre outros, bem
como a inibicdo da morte celular. O STRIPAK, através das proteinas GCKIII
(nomeadamente, a MST4), e possivelmente outros dos seus componentes, promove a
atividade destas quinases ao fosforilar as MAPKKKSs, podendo conduzir, assim, a
transformacdo celular e promogdo de processos pré-tumorais. Imagem adaptada de 4
Ashton-Beaucage et al (2014).

A dindmica do citoesqueleto € necessaria ndo so para a correta morfologia celular, mas

também para regulacdo da motilidade e da comunicacdo entre a célula e a matriz
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extracelular. Microtubulos e filamentos de actina sdo dois dos principais elementos que
constituem o citoesqueleto, sendo os primeiros necessarios para a formagdo do fuso
mitdtico e para o desenvolvimento de cilios e flagelos, ja os filamentos de actina s&o
essenciais para suportar a forma das células, para a adesao celular e para a formacédo da
lamellipodia e filopodia durante a migracéo celular. Entre os participantes na regulacao
da remodelacéo do citoesqueleto podemos encontrar o STRIPAK .22 24 Foi observado que
a deplecdo de STRN e CTTNBP2 em células humanas conduz & instabilidade e
despolimerizacdo de microtibulos, inibindo assim a divisdo celular??; isto sugere que
estas duas proteinas se associam aos microtubulos, aumentando a sua estabilidade. Ja na
regulacdo das fibras de actina e da migracéo celular participam membros diferentes do
complexo. As MST3 e MST4 recrutam fatores que promovem a polimerizacdo e
contracdo de actina, possibilitando a associacdo destes a actina nas zonas de protrusédo
celular, que comandam a direcdo do movimento da célula.?>?* Esta associa¢io vai
permitir a montagem da maquinaria necessaria para a migracéo da célula, incluindo em
contexto tumoral, 0 que potencia a formacdo de metéastases. MST3/4 regulam assim de
uma forma positiva 0 processo de migracdo celular; em contrapartida, as striatins e a
STRIP1 regulam este processo negativamente, ao inibirem a atividade das MST.??
Expressdo elevada de MST3/4 e CCM3 (necesséria para o recrutamento das MST) foi
encontrada em amostras de cancro da mama, estando associada a fenotipos mais

agressivos e a um mau prognostico nestes pacientes.?? 2°

Por fim, o STRIPAK participa na regulagédo 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 3.5.1, depois de uma sucinta introducédo a estrutura e funcdo da Hippo, em

humanos.

3.5 A via 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
homaélogos em humanos para todos os seus principais componentes*?“® (figura 9). A via
Hippo é o principal regulador no controlo do tamanho dos 6rgdos e na homeostase e

regeneracao de tecidos, principalmente durante o desenvolvimento destes. Para tal, esta
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via tem um papel central no controlo de processos como o crescimento, proliferacao,

diferenciacdo, morte, migragdo e organizagéo estrutural e morfoldgica celular.*>4®

Drosophila Mammals
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Figura 9-Comparacgéo 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 sdo ortélogas nestes
organismos. A via Hippo é, em humanos, constituida pelas proteinas MST1/2 (homologas
da Hippo, em Drosophila melanogaster), SAV1 (homéloga da Salvador), LATS1/2
(homélogas da Warts), Mob1A/B (homoblogas da Mats), YAP e TAZ (homoélogas da
Yorkie) e TEAD (homologa da Scalloped). Imagem retirada de *® Taha et al (2018).

O nucleo da via Hippo é formado por varias 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 Mob1lA/B
(previamente descrita no subcapitulo 3.2.1), respetivamente, tal como é mostrado na
figura 9.424546.48 O complexo MST/SAV1 limita a atividade das proteinas YAP e TAZ,
através da inducdo da sua fosforilacdo, diretamente, pelo complexo LATS/Mobl. Esta
fosforilagdo vai permitir a criacdo de sitios de ligagcdo a 14-3-3 (figura 9), o que leva a
acumulacdo de YAP e TAZ no citoplasma ou a sua degradagdo por ubiquitinacdo,

impedindo a sua translocagé@o para o nucleo e a ativacéo de fatores de transcricdo como
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as TEAD. Estes fatores de transcricdo ativam genes envolvidos no crescimento,
proliferagcdo e diferenciagdo, estando a via Hipo a inibi-los, deste modo regulando a
homeostase e tamanho dos tecidos. 42446

Para além destas proteinas, muitas outras participam da cascata de sinaliza¢do da via
Hippo. A familia de proteinas Amot (Angiomotin) pode também ser regulada pela via
Hippo, através da sua interagdo com as LATS1/2.4%%0 A fosforilacdo das proteinas Amot
pelas LATS1/2 leva a diminuicao da sua afinidade aos filamentos de actina, conduzindo
a inibindo da ligacdo das Amot aos filamentos de actina do citoesqueleto. Esta interacdo
é essencial na regulagdo de processos como a angiogénese e a migracéo celular.**>° Amot
interage também com a proteina YAP, sequestrando-a nas jun¢des de oclusdo ou nos

filamentos de actina, °*' % como mostrado na figura 10.

Somando, a inibicéo direta pelas LATS1/2 e pelas Amot, YAP é também inibido pela a-
catenina, que ao formar uma complexo com a 14-3-3, nas juncdes aderentes (figura 10),
o inativa e impede a sua translocacéo pra o nicleo.>® A via Hippo responde a sinais de
tensdo celular, contacto célula-célula e contacto célula-substrato® %, assim, as interacoes
do YAP com o citoesqueleto tornam-no sensivel a reorganizacdo do citoesqueleto e a
rigidez da matriz extracelular, fazendo desta proteina o candidato diretamente envolvido

na regulacio da via Hippo por mecanotransduco®®.

Foi também observado que alteracdes na atividade de YAP e TAZ resultam em alteracdes
na atividade da proteina Rho GTPase e no rearranjo do citoesqueleto, através da
reorganizacdo das fibras de actina.’’ 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 10), dependendo do tipo

de estimulo recebido nos recetores GPCR (G protein—coupled receptors).># 55 58-61

Por fim, o complexo Nf2 (Neurofibromatosis 2), Kibra e Frmd6é (FERM domain-
containing protein 6), localizado apicalmente nas células, regula positivamente as
LATS1/2, contribuindo para a repressdao do YAP e TAZ, mostrando que a polaridade
celular é outro fator que participa da regulacéo da via Hippo,®>%*tal como é exemplificado
na figura 10. Para além disto, a proteina Nf2, fora deste complexo, promove a ativacao
de MST1/2 e LATS1/2, através do seu recrutamento para a membrana citoplasmatica,

onde estas proteinas sdo, posteriormente, fosforiladas.5®
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Podemos concluir, que a via Hippo regula e é regulada por inimeros fatores, assim, a
desregulacao desta via € comumente ligada a transformac&o celular e ao desenvolvimento

de tumores.*?-6°
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Figura 10-A via Hippo e a sua regulacdo. Quando ndo fosforilados 0 YAP e TAZ
interagem com a familia de proteinas TEAD e outros fatores de transcri¢do, no nucleo.
No entanto, YAP/TAZ sd@o 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 jungdes de oclusdo; e pelo complexo a-
catenina/14-3-3, que o fosforilam e inativam, nas juncBGes 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. Alteragcbes 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 ligacéao.
Imagem retirada de °” Yu et al (2015).
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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

regulacao da via que acabamos de introduzir.

3.5.1 Regulagéo da via Hippo pelo STRIPAK

A regulacdo entre a via Hippo e o STRIPAK é mediada pela proteina SLMAP,*' que induz
a PP2A a desfosforilar a MST1/2, inativando-a. 2> 2637 A inativac&o destas quinases vai
permitir que as formas néo fosforiladas de YAP/TAZ sejam translocadas para o nlcleo e
ativem fatores de transcricdo envolvidos em diversos processos celulares (figura 9),
nomeadamente proliferacdo, diferenciacdo e migragéo celular. De forma a contrariar este
mecanismo, a proteina SAV1, que esta ligada a MST1/2 (figura 9), inibe a atividade do
SLMAP, na tentativa de restaurar a atividade das quinases MST.?% 3 No entanto, a
STK25, proteina da familia das GCKIII e constituinte do STRIPAK (figura 7), tem a
capacidade de, diretamente, fosforilar a SAV1, prevenindo que esta iniba a SLMAP e,
consequentemente, 0 STRIPAK.? Este antagonismo mdtuo entre a SAV1 e 0 STRIPAK

constitui um dos mecanismos pelo qual este complexo regula a ativacao da via Hippo.

Para além da MST1/2, foi demonstrado que proteinas da familia das MAP4Ks podem,
em paralelo, ativar diretamente as quinases LATS1/2.%% .67 A MST1/2 e as MAP4Ks
apresentam-se como proteinas redundantes, no que diz respeito a ativacao da via Hippo,
jaque 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.®
Assim, quer as MST, quer as MAP4KSs, sdo suficientes, mas ndo necessarias, para iniciar
a cascata de sinalizacio da via Hippo.®® 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 desfosforilagdo e inativagdo.?” * Estudos de
interacdo proteica revelaram que, para este mecanismo ser ativado, é necessaria a

presenca da STRN4, que vai mediar a interagdo das MAP4Ks com a PP2A.?7

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

conhecimento e, presumo, do conhecimento da comunidade cientifica.

27



Concluo, que, servindo-se dos dois mecanismos acima descritos, 0 STRIPAK regula
negativamente a via Hippo, controlando a inicializagdo da sinalizagao desta via. Portanto,
alteracdes no complexo STRIPAK resultam, na consequente, desregulacéo da via Hippo

e dos processos bioldgicos a ela associados.

\ STRIPAK SLMAP

‘{ppo pathway OFF[ Upstream Stmh

YAP/TAZ

Tumorigenesis Kiippo pathway ON /

Figura 11-Regulacdo da via Hippo pelo STRIPAK. (A) Modelo simplificado que
demonstra a inibicdo da via Hippo pelo STRIPAK. A PP2A inibe a fosforilagdo das
quinases MST e das MAP4Ks, permitindo a ativacdo da YAP/TAZ, no ndcleo, o que leva
a promogdo de processos bioldgicos potencialmente tumorigénicos. (B) Modelo da
regulacdo 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 supressdo da via Hippo. Aquando a presenca de um estimulo, a SAV1 é
libertada da inibicdo pela STK25 e reprime a PP2A, permitindo a fosforilagdo das MST,
0 que vai dar inicio a cascata de sinalizacdo da via Hippo. Imagens adaptadas de (A)
37 Ardestani and Maedler (2020) e (B) 2°Bae and Luo (2020).

STRIPAKSMAR

3.6 Resultados anteriores que motivam este estudo

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
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estudo. A Drosophila melanogaster e as células humanas tém sido os modelos
empregados no estudo da Mob4, no entanto, para esta secdo vou apenas focar-me nos
resultados obtidos em células humanas, células HeL a, devido a sua maior pertinéncia para

este projeto, em particular.

Estudos de localizagdo, em células HeLa, revelaram que a Mob4 se agrega na zona
perinuclear das células em interfase (Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados),
numa marcacio que poderd ser semelhante a do Golgih % © ou do reticulo
endoplasmatico’® * ou, talvez, ambos, como é de observar na figura 12. Ja em mitose,
Mob4 parece estar localizada em dois pequenos agregados nos polos do fuso mitdtico
(figura 12) (Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados), sendo esta marcagéo
semelhante & dos centrossomas.’>’* Estes resultados revelam uma potencial co-
localizacdo entre Mob4 e o Golgi, reticulo endoplasmatico (em interfase) e centrossomas
(em mitose), anunciando que esta proteina podera desempenhar uma funcéo estrutural ou

reguladora nestes organelos.

a-Tubulina Mob4 Merge

Interfase

Mitose

Figura 12-Localizacdo de Mob4 em células HelLa, 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.
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De modo, a melhor desvendar a funcéo desta proteina foi realizada a sua deplecédo 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 os principais
estdo: defeitos no alinhamento dos cromossomas e defeitos na formacéo do fuso mitético
(tais como, colapso do fuso mitético, fuso mitético malformado e fuso mitoético

descentrado do plano celular), como é passivel de observar na figura 13.

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 divisdo celular, em mitose, seqguida 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 sdo idénticos aos observados aquando a deplecdo de
proteinas do cinetocoros’™ '8, tais como as proteinas CENP (centromere proteins), o que
pode significar que a Mob4 desempenha importantes fun¢des nos cinetocoros, sendo
necessaria para a correta ligacdo microtubulos-cinetocoros. O presente estudo foi
conduzido de modo a confirmar e continuar a desvendar a fungéo bioldgica da Mob4 em

mitose.

Assim, estando finalmente introduzidos os fundamentos tedricos em que se baseia este
estudo e apresentada toda a informacao necessaria para a compreensdo deste, passo agora

a definir os objetivos primarios deste trabalho.
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DNA

Controlo Células depletadas para Mob4

Y-tubulina a-tubulina DNA

Merge

Figura 13-Principais defeitos mitéticos causados pela deplecdo de Mob4 em células
HelLa. (A-B) Defeitos no alinhamento dos cromossomas mitoticos em metafase. (C-F)
Defeitos mais frequentes no fuso mitotico em células depletadas de Mob4, tais como (D)
colapso do fuso, (E) fuso malformado e (F) fuso nao centrado no plano celular; (C) Célula
controlo, ndo depletada de Mob4, sem defeitos no fuso mitotico. Azul-DNA, verde- a-
tubulina, vermelho- y-tubulina. Claudia Florindo, 2007, dados ndo publicados.
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4.0BJETIVOS

Este estudo tem como principal objetivo elucidar as funcbes da proteina Mob4,
nomeadamente durante a mitose. Para tal pretendeu-se descrever a localizacdo subcelular
desta proteina e caracterizar os defeitos observados aquando a deplecdo da Mob4, usando
o sistema AID e iRNA, em células humanas, de modo a reunir pistas sobre as suas

potenciais fungdes.

Recorreu-se, para este efeito, a criacdo de duas populacdes de células, em duas linhas
celulares distintas, células HeLa e células hTERT RPE-1. Utilizando células HelLa
pretendeu-se construir uma linha celular clonal que expresse o sistema AID, integrado a
jusante do gene Mob4 e, nas células RPE-1, pretendeu-se a criacdo de uma populacao

celular que expresse a proteina de fusdo Mob4-Dendra2.

Estabelecidos os objetivos, (1) construgdo das duas linhas celulares e (2) caracterizagao
da localizacao e das consequéncias da deplecdo de Mob4 nas duas populacdes de células
acima citados, vou de seguida apresentar as estratégias aplicadas com o intuito de atingir

0s objetivos aqui explicitados.
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5. ESTRATEGIAS EXPLORADAS
5.1 O sistema AID

Tendo em vista a criacdo de uma linha celular, em células HelLa, que possibilitasse a

visualizagdo e degradacdo da Mob4 nas células foi utilizado o sistema AID.

O sistema AID (auxin-inducible degron) é um método que permite a rapida deplecdo de
proteinas-alvo, aquando a introduco de auxina nas células (figura 14).”"%° Este sistema
foi, pela primeira vez descrito em plantas, no entanto tem vindo a ser aplicado em células
animais para estudos de funcdo proteica (principalmente, no caso de proteinas

essenciais).’

Em plantas, este sistema constitui uma importante via no controlo do crescimento e
desenvolvimento, sendo regulado pela auxina (familia de hormonas presentes em diversas
plantas).”” Como é possivel observar na figura 14, a auxina liga-se a proteina TIR1
(transport inhibitor response 1) e promove a interacdo do complexo proteico SCF-TIR1
com a proteina-alvo. Este complexo vai, posteriormente, recrutar a ubiquitina E2, que vai

ubiquitinar a proteina-alvo, resultando na sua rapida degradacéo pelo proteassoma.’’-8

Para a utilizacdo deste sistema em células eucarioticas € necessaria a introducdo da
sequéncia do degron (parte da sequéncia codificante da proteina responsiva a auxina)
apos a sequéncia que codifica a proteina-alvo (figura 14).””%° Organismos eucariotas
expressam formas homdlogas das proteinas presentes no complexo SCF-TIR1, exceto da
proteina TIR1. A proteina TIR1 necessita de ser introduzida em células eucariotas,
incluindo as humanas, sendo comummente utilizada a proteina OsTIR1, encontrada na
planta Oryza sativa. A sequéncia codificante para a OsTIR1 €, normalmente, colocada
sob o promotor da tetraciclina, sendo necessario o tratamento das células com esta droga
para ativar a expressdo da proteina.””-8° Quer a integragdo do AID, quer a integragio do
OsTIR1 no genoma das células eucaridticas € realizada recorrendo ao sistema
CRISPR/Cas9 (figura 14), o qual descreverei brevemente de seguida.”® ° Da mesma
forma, homologos das auxinas sdo apenas encontrados em espécies de plantas.”” A auxina
é introduzida nas através da sua adicdo ao meio de cultura. Reunidas todas as condigdes
necessarias, a deplecdo da proteina-alvo ocorre entre 10-20 minutos ap0s o tratamento

com auxina.’ 80
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Figura 14-Construcdo de mutantes AID e degradacgdo proteica pelo sistema, em células
humanas. O AID é integrado no genoma, utilizando o sistema CRISPR/Cas9, o que
possibilita a rapida degradacdo da proteina-alvo. O complexo SCF-TIR1 recruta a
ubiquitina E2, aquando a presenca de auxina, que marca a proteina para degradacdo no
proteassoma. Imagem retirada de "® Natsume et al (2016).

Em adicdo ao AID, é integrado no genoma um repdrter (como, a GFP ou RFP, que é
também degradado pelo sistema)’’ e um gene de resisténcia a uma droga (como,
gentamicina ou puromicina), tudo isto numa Unica construgdo.”’® Estes componentes
permitem a visualizacdo da proteina nas células por microscopia de fluorescéncia e a

selecdo de células que integraram o AID, respetivamente.

5.2 O sistema CRISPR/Cas9

O CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) € uma técnica de
edicdo gndmica,® & sendo inicialmente descoberta como um mecanismo do sistema
imunitario em bactérias.®8® Este sistema permite as bactérias defenderem-se contra

plasmideos e bacteri6fagos, causando a disrupcdo do material gendmico destes.
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Nos ultimos anos, tornou-se um método muito estudado e amplamente utilizado
laboratorialmente e clinicamente, sendo aplicado na engenharia genética e na terapia
génica, respetivamente.®: 82 Com o sistema CRISPR é possivel ativar, desativar ou
corrigir erros em genes-alvo no genoma de células ou individuos, sendo uma técnica
relativamente acessivel e simples. Pode ser utilizada tanto na construcdo de modelos

celulares (como € o caso deste estudo), tanto na geragdo de modelos animais.®!

Dois componentes essenciais compdem este sistema: um guide-RNA (sgRNA), que é uma
pequena sequéncia de RNA, responsavel por reconhecer o gene-alvo; e a Cas9 (CRISPR-
associated protein 9), uma endonuclease que vai quebrar a dupla cadeia de DNA8L 8
(figura 15). O guide-RNA guia a Cas9 para o sitio do genoma que se pretende modificar,
assim a Cas9 podera cortar o DNA num alvo-especifico. O corte na dupla cadeia de DNA,
catalisado pela Cas9, vai ser reparado pelas células, sendo que estas podem fazé-lo de
duas maneiras: juncdo de extremidades ndo homdélogas (NHEJ) ou recombinagédo
homologa (HDR). Na auséncia de uma sequéncia da cadeia-molde, a reparacdo NHEJ é
ativada, o que resulta em erros na sequéncia de DNA que foi reparada, tais como insercdes
ou delecdes que ocorrem de modo aleatdrio. J& na presenca de uma cadeia-molde, a célula

ativara a reparagio HRD, que permitira a insercdo de mutagdes pontuais especificas.?-82

target DNA f
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Cas9

3)

Figura 15-Representacdo do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9. Apds a
identificacdo da sequéncia-alvo pelo sgRNA, a Cas9 corta a dupla cadeia de DNA,
permitindo a insercdo de erros no genoma. Nota: PAM (protospacer adjacent motif) é
uma pequena sequéncia de DNA que deve estar presente na zona adjacente a sequéncia-
alvo, de forma a permitir o corte pela Cas9; diferentes Cas9 requerem e reconhecem
diferentes PAM. Imagem retirada de 8 Redman et al (2016).
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No caso particular deste estudo, o sistema CRISPR/Cas9 permitiu a insercdo da
construcdo, contendo o AID, o reporter e 0 gene de resisténcia a um antibiotico, depois

do dltimo exdo do nosso gene-alvo, o Mob4.

5.3 A proteina foto-conversivel Dendra

Quanto as células hTERT RPE-1, foi criada uma populacdo de células em a Mob4 é

expressa em fusdo com a proteina Dendra2.

A Dendra pertence a familia de proteinas fluorescentes foto-ativaveis, sendo uma proteina
foto-conversivel de verde-para-vermelho.®*% Esta pode ser observada no verde
(aproximadamente, nos 510 nm) quando ndo esta foto-ativada (estado nativo) e no
vermelho (aproximadamente, nos 570 nm) depois de foto-ativada (estado ativado), como
demonstrado na figura 16. Esta proteina é foto-ativada através da utilizacdo de luz
Ultravioleta (aproximadamente, entre os 350 nm e os 410 nm), onde ocorre a sua mais

eficaz conversdo de verde para vermelho®.

490 507 553 573

Fluorescence

0.0 T T T
400 500

Wavelength (nm)

600 700

Figura 16-Espetros de excitagdo e de emissdo das formas nativa e ativada da proteina
Dendra2. E possivel observar o maximo de excitacio da forma nativa nos cerca de 490
nm, enquanto que a maxima emissdo ocorre nos cerca de 507 nm. J& a forma ativada da
proteina tem o seu maximo de excitacdo nos 553 nm, aproximadamente, e 0 seu maximo
de emissdo nos 573 nm. A verde estdo representados 0s espectros de excitacdo e emissdo
da proteina nativa e a vermelho os da proteina ativada. Os espectros de excitacdo estdo
representados por linhas a tracejado, enquanto que os de emisséo estdo representados por
linhas continuas. Imagem retirada de ®Chudakov et al (2007).
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A Dendra2 é uma forma melhorada da proteina Dendra e o seu funcionamento e
aplicagbes sdo equivalentes.®*® As proteinas Dendra tém sido aplicadas na
monotorizagdo do movimento celular e no movimento de proteinas intracelularmente. A
estabilidade na sua forma monomeérica, a rapida maturacdo a 37 °C em células humanas,
o0 alto contraste na foto-conversdo, a intensa fluorescéncia em ambos 0s seus estados
(nativo e ativado) sdo algumas das caracteristica que fazem destas proteinas as melhores

candidatas a utilizar para as aplicages acima descritas.348¢

5.4 Transfecgdo estavel

Uma transfeccdo estavel ocorre quando um gene de interesse € introduzido e integrado
no genoma das células, passando estas a expressa-lo de forma permanente e estavel,
geragdo apos geracdo. Esta é realizada com o objetivo de obter células que expressem
uma determinada proteina-alvo, nomeadamente em laboratdrio, com o intuito de facilitar

e auxiliar estudos proteicos.

Este tipo de transfeccdo permite a obtencdo de uma populacdo celular estavel que
expressa a proteina pretendida. Para tal, um plasmideo com o gene requerido (e também
com um gene de resisténcia a um antibiotico) € introduzido nas células, o que constitui o
passo de transfeccao propriamente dito; seguido de um passo de selecdo com antibiético,
que vai permitir a selecdo das células que expressam o gene de resisténcia a esse
antibiotico, sendo que as restantes morrerao.

Antibiotic
Selection

Target cell line .
¢ Antibiotic Resistent Cells Stable Cell Line
Exoressina the Plasmid Expressing the
Plasmid

Figura 17-llustragdo esquemaética da criacdo de uma linha celular que expressa uma
proteina de interesse, através de uma transfeccdo estavel. O primeiro passo € a introducéo
do plasmideo com o gene-alvo nas células e o segundo passo € a selecdo das células com
antibiotico. As células que permanecerem vivas ap0s este passo Sa0 as que expressam a
proteina de interesse. O ultimo passo &€ a amplificacdo destas células, que agora
constituem uma linha celular estavel que expressa o plasmideo transfetado.

Dada a proximidade entre o gene de interesse e o0 gene de resisténcia ao antibiético

assume-se que as células que apresentam resisténcia ao antibiotico também integraram
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no seu genoma celular o gene de interesse. Assim, é considerado que as celulas
sobreviventes sdo as células de interesse e ap6s amplificacdo dessa populacdo, é obtida
uma linha celular que expressa a proteina de interesse, tal como demonstrado no esquema

da figura 17.

Esta foi a estratégia utilizada para a construcéo da linha celular que expressa a proteina
de fusdo Mob4-Dendra2, uma das ferramentas utilizadas ao longo deste estudo. Sendo
que células hTERT RPE-1 foram transfetadas com o plasmideo Mob4-Dendra2,
integrando-0 no seu genoma, e selecionadas com antibidtico (G-418) de forma
semelhante a aqui explicada e também descrita no subcapitulo 6.5. Esta populacéo de
células ndo € clonal, o que significa que cada célula pode expressar a proteina Mob4-
Dendra2 com diferente intensidade, visto que a integracao da sequéncia codificante para
a proteina é inserida no genoma celular de forma aleatoria. Isto também significa que o
que é observado nestas células é, na verdade, uma sobre-expressao de Mob4, dado que as
células expressam a proteina Mob4 enddgena e a proteina Mob4-Dendra2.

Foram estas as principais estratégias utilizadas na criacdo das duas linhas celulares
utilizadas ao longo deste estudo, de forma a visualizar e caracterizar a proteina Mob4.
Estando estas estratégias ja descritas, passo agora a descrever os materiais e métodos
utilizados no decorrer deste trabalho.
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6.MATERIAIS E METODOS

6.1 Cultura de células

As células HeLa foram obtidas de Inés Baido, PhD, e cultivadas em meio
DMEM+GlutaMax (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (GIBCO), suplementado com
10% soro fetal bovino, que contem fatores de crescimento necessarios para a proliferagdo
celular (GIBCO) e 1% penicilina-estreptomicina, antibidticos de amplo espectro de acédo

que auxiliam na prevencdo de contaminacgdes (GIBCO) a 37 °C e 5% CO..

As células hTERT RPE-1 foram obtidas de Inés Baido, PhD, e cultivadas em meio
DMEM/F12+GlutaMax (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)
(GIBCO), suplementado com 5% soro bovino fetal, que contem fatores de crescimento
necessarios para a proliferacdo celular (GIBCO) e 1% penicilina-estreptomicina,
antibidticos de amplo espectro de acdo que auxiliam na prevencdo de contaminacdes
(GIBCO) a 37 °C e 5% CO:..

De forma a garantir a correta manutencéo das células, estas foram transferidas e diluidas
para novas placas sempre que atingissem uma confluéncia de 70-80%. A tripsina foi
utilizada para degradar as ligacdes proteicas das células ao substrato, 0 que permitiu a sua
suspensdo e passagem para a nova placa. As diluigdes realizadas foram, maioritariamente,

de 1:8 em meio suplementado, permitindo assim a expanséo celular na nova placa.

6.2 Curvas de morte

Com o objetivo de determinar a concentracdo ideal de antibidticos a utilizar na selecao
de células HelLa em experiéncias futuras (nomeadamente, na criacdo da linha celular
HeLa Mob4-mAID-mCherry) foi testada a morte celular em funcdo da dose de trés
antibioticos, utilizando-se varias concentracdes destes. Ou seja, foi realizada uma curva
de morte para cada um dos antibioticos, sendo estes a G-418 (antibi6tico aminoglicosideo
de estrutura semelhante a gentamicina, que bloqueia a sintese de proteinas, inibindo a
etapa de alongamento da cadeia polipeptidica), a higromicina (antibidtico

aminoglicosideo, que atua inibindo a sintese proteica) e a puromicina (antibiético que
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inibe a sintese proteica, causando a terminacao prematura da cadeia polipeptidica durante

a traducdo).

As ceélulas HelLa foram tratadas com G-418, 50 mg/mL (CarlRoth); Higromicina B, 50
mg/mL  (Invitrogen) e Puromicina, 10 mg/mL (AMRESCO), nas seguintes
concentragdes: G-418 e Higromicina B, 0 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL,
400 pg/mL, 500 pg/mL, 600 pg/mL, 700 pg/mL, 800 pg/mL, 900 pg/mL e 10000 pg/mL;
Puromicina, 0 pg/mL, 0.02 pg/mL, 0.04 pg/mL, 0.06 pg/mL, 0.08 pg/mL, 0.1 pg/mL,
0.2 pg/mL, 0.3 pg/mL, 0.4 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.6 pg/mL, 0.7 pg/mL, 0.8 pg/mL, 0.9
pg/mL, 1 pg/mL, 1.5 pg/mL, 2 pg/mL, 2.5 pg/mL, 3 pg/mL, 3.5 pg/mL, 4 pg/mL, 4.5
pg/mL, 5 pg/mL e 5.5 pg/mL. O meio com antibidticos foi mudado de dois em dois dias

até confluéncia celular ou morte celular total.

6.3 Amplificacdo, extracdo e purificacdo de plasmideos

Um dos plasmideos essenciais para a construcdao da linha celular HeLa Mob4-mAID-
mCherry-NeoR foi 0 pAL135, cuja amplificacdo foi necessaria para alcancar a quantidade
de plasmideo pretendida. O plasmideo pAL135 foi construido e fornecido pelo Professor
Alvaro Tavares. Tendo, este, por base o plasmideo AIO-mCherry (Addgene) (anexos,
figura 1).

Para a amplificacdo recorreu-se ao uso de bactérias E.coli DH50 competentes (fornecidas
por Inés Baido, PhD), que foram plaqueadas em LB-agar, contendo 100 pg/mL de
ampicilina (este antibidtico permitiu a selecdo das bactérias que incorporaram o
plasmideo, sendo que as restantes ndo sobreviveram). O plasmideo pAL135 foi
introduzido, nas bactérias competentes, utilizando o método de heat shock (permite a
permeabilizacdo temporaria e entrada do plasmideo nas bactérias), e estas foram
incubadas overnight, a 37 °C. Uma colonia foi “picada” e amplificada em LB, com 200
pg/mL de ampicilina, overnight, a 37 °C e com agitacdo. Este processo permitiu a

producdo do plasmideo pelas bacterias.

Por fim, é necessario extrair e purificar o DNA plasmideo, o que foi realizado utilizando
um kit QlAprep Spin Miniprep Kit (250).
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6.4 Digestao enzimatica e eletroforese em gel de agarose

De forma a confirmar a amplificagdo do pAL 135 foi realizada a digestdo enzimética do
plasmideo, utilizando a enzima CLA | (Roche) e o tampdo de enzima H (Roche) e as
enzimas EcoR V (Promega) e Not | (Invitrogen), com o tampdo D (Promega). Estas
enzimas vao clivar o DNA em sitios especificos, gerando fragmentos de tamanho

conhecido, que nos vao permitir afirmar que o plasmideo foi corretamente amplificado.

Para visualizar o plasmideo digerido e os respetivos fragmentos obtidos, as amostras
foram corridas num gel 1% agarose, com 2 pL/mL de GelRed, a 75 Volt. O marcador de
pesos moleculares utilizado foi 0 SM0331 Fementas 1 kBaseDNA Marker.

6.5 Construcdo da populacgao celular nTERT RPE-1 Mob4-Dendra2

Células hTERT RPE-1 foram transfetadas com o plasmideo pAL61 (Mob4-Dendra2),
construido e amplificado pelo Professor Alvaro Tavares, tendo por base o plasmideo
pDendra2-N vector (Evrogen) (anexos, figura 2). Foram utilizados 2 pg de DNA
plasmideo, Lipofectamina 2000, reagente de transfeccdo constituido por moléculas
lipidicas, que formam complexos com o DNA plasmideo e permitem a sua entrada nas
células (Invitrogen 1mg/mL) e meio Opti-MEM (GIBCO). Dois dias ap6s transfeccao,
meio DMEM/F12 (GIBCO) com 500 pg/mL de G-418 (CarlRoth) foi adicionado as
células (curva de morte realizada por Carolina Gongalves, em anexos, figura 3), com o
objetivo de selecionar as células que sofreram transfeccdo e incorporaram o plasmideo.
O meio com antibiotico foi trocado de dois em dois dias, durante 12 dias. As colonias de
celulas sobreviventes foram amplificadas e mantidas em cultura sob pressao seletiva com
200 pg/mL de G-418 (CarlRoth).

6.6 Construcgdo da linha celular clonal HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR

Células HeLa foram transfetadas com os plasmideos pAL135 e pAL145, construidos pelo
Professor Alvaro Tavares, tendo por base os plasmideos AIO-mCherry (anexos, figura 1)
e pMK292, mAID-mCherry2-NeoR (Addgene) (anexos, figura 4), respetivamente.

Foram utilizados 2 pg de DNA plasmideo, Lipofectamina 2000, reagente de transfeccao
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constituido por moléculas lipidicas, que formam complexos com o DNA plasmideo e
permitem a sua entrada nas células (Invitrogen 1mg/mL) e meio Opti-MEM (GIBCO).
Dois dias apds transfec¢do, meio DMEM (GIBCO) com 700 pg/mL de G-418 (CarlRoth)
foi adicionado as células, com o objetivo de selecionar as células que sofreram
transfeccdo e incorporaram o plasmideo. O meio com antibiético foi trocado a cada dois
dias. Apds 12 dias, as células foram isoladas por diluigdo limitante, para dez placas de 96
pocos (1 célula por poco, de forma a obter linhas celulares clonais). Foi permitida a
amplificacdo das células por cerca de trés semanas, até a formacéo de coldnias, sendo que
estas foram mantidas em meio condicionado com 700 pug/mL de G-418 (CarlRoth),
trocado de dois em dois dias. As 203 coldnias obtidas foram transferidas para placas de
24 pocos e foi permitida a sua amplificacdo por alguns dias até, aproximadamente, 70-
80% confluéncia. Por fim, os 162 clones sobreviventes foram recolhidos para extracdo de

DNA e para armazenamento a -80 °C.

Apos o descongelamento dos clones desejados, estes foram mantidos em cultura, sob
pressdo seletiva, em meio DMEM (GIBCO) e 200 pg/mL de G-418 (CarlRoth).

Nota: meio condicionado refere-se a meio DMEM (GIBCO) recolhido ap6s contacto com
células HelL a, filtrado e diluido (1:5) em meio DMEM fresco.

6.7 Extracdo de DNA gendmico

O DNA foi extraido das células utilizando tampdo de lise (1 mL Tris-HCI pH 8 1M, 2 mL
EDTA 0.5M, 5 mL SDS 10% e 333 puL NaCl 3M, para 100 mL de volume final), que
permite a lise celular, e proteinase K 5mg/mL, enzima que rapidamente digere proteinas,
nomeadamente nucleases, impedindo assim a degradacdo do DNA, e precipitado com
isopropanol e acetato de sddio 3M. Por fim, foi eluido em TE pH8 (50 pL Tris-HCI pH 8
1M e 100 pL EDTA 0.5M, para um volume final de 50 mL. A concentragdo das amostras
foi medida usando o Thermo Scientific Invitrogen Nanodrop One Spectrophotometer
with WiFi and Qubit 4 Fluorometer (sendo a concentracdo de DNA pretendida cerca de
100 ng/uL, para posterior utilizagdo nas reagdes de PCR) e as amostras foram depois
guardadas a 4 °C.
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6.8 Rastreio de clones por PCR e eletroforese em gel de agarose

A técnica de PCR (polymerase chain reaction) permite a rapida amplificacdo de
fragmentos de DNA. No presente estudo esta foi utilizada com o objetivo de confirmar a

insercdo da construcdo mAID-mCherry2-NeoR a jusante do gene Mob4 nas células HeL a.

Numa reacdo de PCR sdo necessarios varios componentes, todos indispensaveis. Os
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatados), que sdo as bases azotadas que védo ser
utilizadas para a construcéo das novas cadeias de DNA; os primers foward e reverse, que
sdo complementares e se ligam nas extremidades das regides a serem amplificadas,
definindo assim a regido de DNA a amplificar; o tampdo, que fornece os i6es e condig¢des
necessarias para a realizacdo da reacdo; a Taq polimerase, uma polimerase termo-estavel,
gue permite a construcao das novas cadeias de DNA,; e por fim, a cadeia-molde de DNA,
a partir do qual vao ser amplificados os novos fragmentos de DNA. Estes reagentes séo
diluidos nas devidas concentracdes em dH-O.

As reacdes de PCR foram preparadas através de uma master mix cuja composicao e
concentracéo final de dos reagentes foi a seguinte: 200 UM dNTPs (fornecido por Inés
Baiéo, PhD), 1 mM primer foward (fornecido por Inés Baido, PhD), 1 mM primer reverse
(fornecido por Inés Baido, PhD), tampédo DreamTaq Polimerase 10X, com 20 mM MgCl;
(diluido 10x) (ThermoFisher), DreamTaq Polimerase 5 U/uL (foram utilizados 0.03 pL
por reacdo) (ThermoFisher) e 100 ng de DNA, num volume final de 10 puL. Na tabela 3

encontram-se os primers utilizados e a sua descrigé&o.

As reacOes ocorreram através de um passo de desnaturacdo inicial a 95 °C durante 1
minuto, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo das cadeias de DNA a 95 °C durante 30
segundos, annealing dos primers a 60 °C por 30 segundos e extensdo das cadeias de DNA
a 72 °C durante 2 minutos, por fim ocorreu um passo de extensdo final a 72 °C durante 5
minutos. Apds a finalizagdo deste processo as amostras foram conservadas a 4 °C. As
reacOes de PCR foram realizadas recorrendo a um termociclador, que permite a rapida

alteracdo da temperatura nos tempos programados para a reacao.
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Tabela 3-Descricdo dos primers utilizados para rastreio dos clones Mob4-mAID-
mCherry-NeoR, em células HeLa

Primer | Sentido Sequéncia (5°-3°) Observacoes

Para amplificacéo de insercéo por
priAL20 | Foward cgttggctacccgtgatatt CRISPR antes de NeoR, hibridiza

em NeoR.

Para amplificacao de insercao por
priAL22 | Reverse ttggtcaccttcagcttgg CRISPR antes de mAID, hibridiza
em mCherry2

Para amplificacdo de Mob4
] (CAGGAGTTTTCAATCGCCTCT
priAL44 | Foward | tgaattcctgcagccecggggate . )
AGTGGA), sequéncia homologa |

foward

Para amplificacdo de Mob4
] (AGAAGGGGTGGACAGGGCAG
priAL47 | Reverse cgctctagaactagtggatc . ;
GTTTCCAG), sequéncia homologa

Il reverse

De forma a visualizar os fragmentos de DNA amplificados, as amostras foram corridas
num gel 1% agarose, com 2 puL/mL de GelRed, a 75 Volt. O marcador de pesos
moleculares de DNA utilizado foi 0 SM0331 Fementas 1 kBaseDNA Marker.

6.9 Preparacdo de lisados proteicos

Com o objetivo de extrair, para posterior analise, as proteinas das células foram realizados
lisados proteicos. Estes foram preparados com loading buffer 4X (40% glicerol, 400 mM
-mercaptoetanol, 10% SDS, 0.4% azul de bromofenol, 200 mM Tris-HCI 1M pH 6.8) e
fervidos a 100 °C, durante 10 minutos, o que permitiu a lise celular e desnaturacéo

proteica. As amostras foram depois diluidas em 1:2 em TBS 1X e mantidas a 4 °C.

6.10 SDS-PAGE e Western Blotting
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A técnica de Western Blot é utilizada para detetar proteinas especificas a partir de lisados
de proteina total provenientes de células. Esta técnica permite assim confirmar a

expressdo de uma proteina de interesse nas células.

Estando preparados os lisados proteicos, as amostras sdo corridas em géis SDS-PAGE
(Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), onde as proteinas s&o
separadas de acordo com seu tamanho. Apds a separacdo, as proteinas sao transferidas do
gel para uma membrana (de PVDF ou de nitrocelulose). Uma vez que a transferéncia
esteja completa, a membrana carrega agora todas as bandas de proteina que estavam
originalmente no gel. Em seguida, a membrana passa por um tratamento de bloqueio, que
impede a ocorréncia de reagdes inespecificas. A membrana é entdo incubada com um
anticorpo primario, que se liga especificamente a proteina de interesse. Apos a incubacéo,
qualquer anticorpo primario ndo ligado ¢é lavado e a membrana é incubada novamente,
mas desta vez com um anticorpo secundario que reconhece e se liga especificamente ao
anticorpo primario. O anticorpo secundario esta ligado a uma enzima, a HRP (horseradish
peroxidase), que permite que seja facilmente detetado e visualizado. Isto acontece, pois,
na presenca de perdxido de hidrogenio, esta enzima utiliza o luminol como substrato

catalisando uma reagdo quimica que produz luz.

As amostras proteicas foram separadas por SDS-PAGE (Sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), em géis a 12%, utilizando-se o marcador de pesos
moleculares Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color Standarts e aplicando-se uma
corrente de 12 mA por gel para o stacking (no stacking gel) das amostras e 25 mA por gel

para a separacdo destas (no resolving gel).

A transferéncia foi realizada para membranas de PVDF (equilibradas em metanol por 1

minuto) ou para membranas de nitrocelulose a 300 mA por cerca de 60 minutos.

As membranas foram bloqueadas em 10% leite por 60 minutos, incubadas com o
anticorpo primario overnight, a 4 °C e com o anticorpo secundario por 1h-2h, a
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes: anti-Mob4
16E2 em mouse (Santa-Cruz), dilui¢do 1:200; anti-y-tubulina GTU-88 em mouse (Sigma,
monoclonal, clone GTU-88), dilui¢do 1:1000, e anti-ciclcina B1 em mouse (Pharmingen,
monoclonal), diluicdo 1:1000. O anticorpo secundario utilizado foi o anti-mouse em
rabbit, HRP (horseradish peroxidase) conjugated (Jackson ImmunoResearch

Laboratories), numa dilui¢do de 1:1000.
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A visualizacdo da proteina foi conseguida através da incubacdo da membrana com uma
solucdo de ECL (enhanced chemiluminescence, que contem luminol) e peroxido de
hidrogénio, e, posterior, revelagdo do hiperfilme (CytivaAmersham Hyperfilm), em sala

escura.

O stripping da membrana foi realizado a 65 °C, em agitacdo, durante 15-30 minutos, numa
solucéo, contendo 0,1 M B-mercaptoetanol. O blogueio da membrana foi realizado com
10% leite por cerca de 30 minutos e, de seguida, a membrana foi incubada com os

anticorpos de acordo com o ja descrito acima.

6.11 Fixacao de células e montagem de slides

A fixacdo de celulas permite a criacdo de preparacGes definitivas que podem ser

armazenadas e utilizadas por longos periodos de tempo.

As células foram sempre fixadas com metanol:acetona (1:1) a -20 °C, por 2 minutos ou
com 3,7% formaldeido por 10 minutos. As lavagens foram realizadas com PBS 1X
(Sigma P4417-100 TAB) e com PBS 1X/0,05% Tween 20, por cinco minutos cada. O
DNA foi corado com Dapi 0,25 pg/mL (um corante que intercala com o DNA, permitindo
a sua visualizacdo), por 10 minutos, no escuro. A lamela foi colocada sobre uma gota de
meio de montagem Mowiol e a preparacdo foi selada com verniz. As preparac6es foram

guardadas no escuro, a 4 °C, para posterior visualizacdo ao microscopio.

6.12 Microscopia

As preparacOes de células foram visualizadas num microscopio de fluorescéncia, Zeiss
Microscope Axio Imager Z2, sendo as fotografias capturadas com uma camara a preto e
branco e, posteriormente, tratadas e melhoradas utilizando o software FIJI (Fiji Is Just

Image J).

6.13 Imunofluorescéncia
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A imunofluorescéncia é um método que utiliza anticorpos quimicamente marcados com
corantes fluorescentes para visualizar proteinas em microscopia de florescéncia. O
primeiro passo na realizacdo desta técnica é plaquear as células sobre lamelas e permitir
a sua aderéncia overrnight. Depois prossegue-se fixando, permeabilizando e blogueando
as celulas, de modo a permitir a entrada dos anticorpos nas células e sua a ligacéo
especifica a proteina de interesse. De seguida, as células sdo incubadas com o anticorpo
primario que reconhece e se liga a proteina de interesse e depois incubadas com o
anticorpo secundario que reconhece e se liga ao anticorpo primario. Por fim, segue-se a

incubacdo com um corante de DNA e a montagem da preparacao.

As células foram fixadas com metanol:acetona ou formaldeido como descrito na seccéo
6.11, permeabilizadas com 0,5% Triton X-100 em PBS 1X e bloqueadas com 2% BSA
(Bovine Serum Albumin), 2% FBS (Fetal Bovine Serum) em PBT (0,05 Tween 20 em
PBS 1X) . As células foram incubadas com anticorpos primarios por uma hora, numa
diluicdo de 1:200 ou 1:1000, em camara humida e, de seguida, com anticorpos
secundarios por 30 minutos, numa diluicdo de 1:1000, em camara humida e escura. Na
tabela 4 encontram-se 0s anticorpos primarios e secundarios utilizados nas
imunofluorescéncias realizadas e a sua respetiva descricdo. O DNA foi corado com Dapi
0,25 pg/mL e as prepara¢fes montadas com descrito no subcapitulo 6.11.

Tabela 4-Anticorpos primarios e secundarios utilizados nas imunofluorescéncias

Anticorpos primarios

Nome Descricdo Observacdes
BioLegend (Poly 19243),
diluicéo utilizada 1:1000

Sigma #T-9026, monoclonal

DM1A Anti-a-tubulina, em mouse (clone DM1A), diluicédo

utilizada 1:200

Anti-giantina Anti-giantina, em rabbit

Anticorpos secundarios

Nome Descricao Observagoes
Molecular Probes (A11037),
diluicéo utilizada 1:1000

Alexa Fluor 594 Anti-rabbit, em goat
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Alexa Fluor 488 Anti rabbit, em goat Invitrogen (A11034), 1:1000
Molecular Probes (A11005),
diluicdo utilizada 1:1000

Alexa Fluor 594 Anti-mouse, em goat

6.14 Tratamento com Brefeldin A

A Brefeldin A é uma droga que promove a dissolucdo do Golgi, visto que inibe o
transporte de vesiculas para este organelo. Os efeitos observados por esta droga séo, no
entanto, reversiveis, pois a re-montagem do Golgi pode ocorrer.

Assim, células HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR foram tratadas com 0,5 pg/mL
Brefeldin A (fornecida por Inés Baido, PhD) por 2, 5, 8 e 10 minutos (de modo a otimizar

este protocolo e perceber qual o tempo que em o efeito desta droga € maximo).

6.15 iIRNA (RNA interference)

iIRNA é um método de silenciamento pds-transcricional de genes especificos. Pequenas
moléculas de RNA complementares a RNAs mensageiros sdo introduzidas nas células, o
que vai conduzir a degradacdo deste RNAs mensageiros e inibir a sintese e expressdo
proteica na fase de traducdo. iRNA é geralmente utilizado para a determinacéo dos efeitos

causados nas células pela deplecdo de uma proteina especifica.

Células hTERT RPE-1 Mob4-Dendra2 e HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR foram
transfetadas com Oligo 5 50 pM duplex, siRNA anti-Mob4 (fornecido por Alvaro
Tavares). As células foram transfetadas usando o sistema de reagentes Lipofectamina 200
(Invitrogen 1mg/mL) e meio Opti-MEM (GIBCO), sendo que meio suplementado fresco
foi adicionado as células cerca de 2 horas e 30 minutos apos transfecgdo. Dois dias apos
transfeccdo celulas foram recolhidas para a preparacdo de lisados proteicos ou para
fixacdo. Foi também realizado o split das células, sofrendo estas uma diluigéo de 1:3, e
estas foram re-transfetadas de acordo com o procedimento descrito acima. Por fim, dois
dias apds re-transfecgdo as células foram recolhidas para preparacéo de lisados proteicos,

para fixagdo e observacdo ao microscopio.
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6.16 Sincronizacdo com DTB (double thymidine block) e bloqueio em mitose

O duplo blogqueio de timidina é comummente utilizado para alcangar sincronizagdo
celular. Esta técnica permite que células em cultura realizem o ciclo celular de forma
sincronizada, ou seja, todos as células se encontram na mesma fase deste ciclo ao mesmo
tempo. A sincronizagdo celular ¢ amplamente utilizada no estudo de mecanismos que
envolvem a regulagdo da progressdo do ciclo celular ou para estudar eventos especificos

do ciclo celular.

Niveis elevados de timidina inibem a replicacdo de DNA, causando a paragem do ciclo
celular na fase S. O duplo bloqueio com timidina assegura a paragem mais uniforme das
células no inicio da fase S, permitindo a sincronizacdo celular a partir dessa fase aquando

libertacdo da timidina.

Células HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR foram bloqueadas com 2 mM Timidina
(Sigma) por 24 horas, seguido de libertacdo por adicdo de meio fresco durante 12 horas,
e novamente bloqueadas com 2 mM Timidina por 24 horas. Por fim, as células foram
libertadas por adi¢do de meio fresco e recolhidas de hora a hora, das 0 as 20 horas, para
preparacdo de extratos proteicos, de forma a permitir a realizagdo de um ciclo celular

completo.

Somando ao DTB, células foram também tratadas e incubadas com 50 ng/mL de
nocodazole (fornecido por Claddia Florindo) durante 12 horas (droga que promove a
despolimerizacdo de microtubulos, levando a paragem do ciclo em mitose) ou com 5 uM
de STLC (S-trityl-L-cysteine) durante 12 horas (droga que inibe a proteina cinesina 5,
uma proteina motora essencial para a mitose, conduzindo assim a paragem do ciclo
celular em mitose), de modo a ocorrer bloqueio sincronizado em mitose por dois
mecanismos distintos. Estas células foram também recolhidas para preparacdo de lisados

proteicos.
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7.RESULTADOS

7.1 Determinacdo da concentracdo de G-418, Higromicina B e Puromicina que

provoca morte celular total no periodo de uma semana

Com o objetivo de determinar qual a concentragdo de antibiotico a utilizar aquando a
selecdo de células Hela transfetadas (para criacdo de linha celular clonal AID) foram
realizados testes de dose-resposta, utilizando diversas concentracdes de trés antibioticos,
G-418, Higromicina B e Puromicina. Desta forma, foi possivel determinar qual a
concentracdo ideal destes antibioticos a utilizar para provocar morte celular total em cerca
de 8-9 dias. Os resultados obtidos estao representados sob a forma de uma curva de morte,

na figura 18 e figura 5 de Anexos.

Curva de morte-G-418
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Figura 18-Curvas de morte para a G-418, em células HeLa. No grafico estdo
representadas as curvas de morte para as concentra¢es 0 a 1000 pg/mL de G-418.
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Era espectavel que a morte celular causada por concentracdes intermédias de G-418 fosse
gradual ao longo do tempo devido ao lento mecanismo de acéo deste antibidtico (inibi¢éo
da sintese proteica), no entanto observou-se uma morte mais acentuada nos primeiros dias
de tratamento. Ainda assim, de acordo com os resultados obtidos, quer a concentragéo de
600 pg/mL, quer a de 700 pg/mL mostraram ser adequadas para atingir morte celular
total em cerca de 8 dias. Assim, 700 pg/mL foi a concentracdo de G-418 selecionada a

utilizar futuramente.

Apesar de o uso de Higromicina B e Puromicina ndo ter sido necessario nos futuros
ensaios, foi determinado que as concentragcbes de 700-800 pg/mL e 0,2-0,3 pg/mL,

respetivamente, seriam os mais adequados a utilizar em células HeLa (em anexos).

7.2 Confirmacéao da amplificacdo do plasmideo pAL135

O plasmideo pAL135 (figura 1, em anexos), necessario para a construcao da linha celular
clonal que expressa o sistema AID, foi amplificado e purificado. A confirmagéo da sua
amplificacdo e purificacdo foi realizada por digestdo enzimatica. O resultado da digestéo

enzimatica esta presente na figura 19.

pAL135 ndo pAL135

Mw digerido  digerido
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Figura 19-Resultado da digestdo enzimatica do plasmideo pAL135, utilizando as
enzimas de restricdo EcoR V e Not I. Sdo observados dois fragmentos de DNA, nos pesos
moleculares 6000 bp e 3500 bp. MW-marcador de pesos moleculares. O plasmideo ndo
digerido foi utilizado como controlo para a confirmagéo da reacédo de digestéo.
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Os fragmentos obtidos na digestdo enzimatica mostrada acima, dois fragmentos nos pesos
moleculares 3500 bp e 6000 bp, est&o de acordo com o esperado. E entdo possivel concluir
que foi possivel a amplificacdo do plasmideo pAL135, cuja concentragdo € de 141 ng/pL
(valor obtido utilizando o equipamento Thermo Scientific Invitrogen Nanodrop One

Spectrophotometer with WiFi and Qubit 4 Fluorometer).

Tendo determinado a concentracdo a usar de G-418 e obtido o plasmideo requerido
procedeu-se entdo a construcdo da linha celular clonal contendo o sistema AID, em

células Hela.

7.3 Rastreio dos clones HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR por PCR

A linha celular HeLa Mob4-mAID-mCherry-NeoR foi criada como descrito no
subcapitulo 6.6, tendo em vista a obtencdo de um sistema de rapida deplecao da proteina
Mob4 em células HelL a. Para tal efeito a integracdo do sistema AID é requerida em ambos
os alelos do gene, pois s6 assim sera possivel a deplecdo completa da proteina nas células.
No entanto, a probabilidade de inser¢do deste sistema em ambos os alelos é bastante
baixa, valor que depende de gene para gene, assim a maioria dos clones obtidos véo ser

apenas monoalélicos para a insercao e ndo bi-alélicos, como é pretendido.

De modo a determinar se os clones eram monoalélicos ou bi-alélicos para a insercéo foi
realizado um rastreio por PCR (Polymerase Chain Reaction) aos 162 clones obtidos, de
acordo com o protocolo descrito no subcapitulo 6.8. Cada clone foi entdo testado para
trés reacdes de PCR, sendo isto conseguido através da utilizacdo de trés pares de primers
(os quatro primers utilizados estdo descritos na tabela 3, subcapitulo 6.8),: o par de
primers A (priAL44 e priAL47) amplifica o ultimo exdo do gene Mob4 e uma pequena
sequéncia a jusante do gene, gerando um fragmento de cerca de 1400 bp (produto de PCR
A), aquando a ndo inser¢do da construcdo do sistema AID (aquando a insercdo da
construcdo o fragmento tera cerca de 4000-5000 bp, logo ndo sera amplificado); o par de
primers B (priAL44 e priAL22) amplifica o fragmento mAID, gerando um fragmento
com cerca de 1200 bp (produto de PCR B); e o par de primers C (priAL20 e priAL47)
amplifica o fragmento NeoR (gene de resisténcia a G-418), gerando também um

fragmento com cerca de 1200 bp (produto de PCR C); como ilustrado na figura 20.
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Portanto, o pretendido sera a amplificagcdo dos fragmentos B e C, e a ndo amplificacdo do

fragmento A (figura 20), resultado que nos comprovaré a insercdo bi-alélica no clone

ﬂ 1STOP \
1
—  Mob4 mAID - NeoR  f——

= priAL44  &priAL22 SpriAL20  €priAL47
Produto de PCR A +

testado.

Produto de PCR B

Produto de PCR C ¢ ¢
B . ~ . L1 .~ e 1r1s
1-Sem insercao 2-Insercao monoalélica 3-Insercao Bi-alélica
— 1400 ] —
bp e = | 1200 _— —
bp
A B C A B C A B C

Figura 20-Estratégia utilizada para o rastreio dos clones HeLa Mob4-mAID-mCherry-
NeoR. (A) Representacdo esquematica da insercdo do sistema AID, a jusante do gene
Mob4. O sistema é composto pelo mini AID, pelo repdrter cherry e pelo gene de
resisténcia a gentamicina. Utilizando trés pares de primers é possivel a identificacdo dos
clones que inseriram este sistema em ambos os alelos ou apenas num alelo, através de
PCR. (B) Esquema exemplo dos possiveis resultados obtidos para cada clone, ap6s PCR,
em gel de agarose. Sendo que cada clone ira gerar apenas um dos trés possiveis resultados
apresentados. 1-aquando a ndo insercao do sistema AID é esperado apenas a obtencéo da
amplificacdo do fragmento A; 2-na presen¢a de linhas clonais monoalélicas vai ser
observada a amplificacdo dos trés fragmentos, o A originado a partir do alelo sem
insercéo e os fragmentos B e C originados a partir do alelo com insercéo do sistema AlD;
3-por fim, linhas clonais bi-alélicas originardo apenas amplificagdo dos fragmentos B e
C. A-produto de PCR A, B-produto de PCR B, C-produto de PCR C.

Por questdes de simplificacdo e de forma a otimizar o tempo deste processo, 0s clones
foram inicialmente apenas rastreados para a presenca ou auséncia do produto de PCR A,
realizando-se a reacdo de PCR apenas utilizando o par de primers A (figura 21 e figura

6, anexos). Como controlo negativo foram realizadas as reagdes sem cadeia-molde e
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como controlo positivo as reagfes foram realizadas com DNA da linha celular parental
(células Hela, sem insercdo da construcdo). O objetivo era a obtencdo de clones em a
amplificagdo deste fragmento ndo ocorresse, procurando-se, portanto, a auséncia do
produto de PCR A, o que significaria que o respetivo clone testado era bi-alélico para a
insercdo do sistema AID. Quando tal ocorria, o potencial clone bi-alélico era entéo testado
com os trés pares de primers (figura 7, anexos) para a confirmacdo da auséncia do
fragmento enddgeno (sem insercao) e para a insercdo quer do fragmento mAID, quer do
fragmento de resisténcia. 162 clones foram testados com o par de primers A e, desses, 27
foram também testados com os trés pares de primers (sendo que nao foi possivel apurar
a natureza de dois dos clones, devido ao facto de a amostra de DNA destes ser insuficiente

para a realizacdo das reacdes necessarias).

MW .
+ 54 55 56 57585960 6162 6364 6566 676869 707172 7374 7576 77 78

L [ ] [ ] ] - e ]
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—

Figura 21-Rastreio dos clones 54-78, a titulo de exemplo, utilizando apenas o par de primers
A. Gel de agarose exemplificativo do resultado obtido pela reacdo de PCR, utilizando o par de
primers A. A maioria dos clones apresenta o produto de PCR A, excluindo-os assim como
clones bi-alélicos. Este processo foi repetido para os 162 clones gerados, obtendo-se resultados
semelhantes ao aqui apresentado. MW refere-se ao marcador de pesos moleculares. + refere-
se ao controlo positivo, reacdes realizadas com DNA da linha celular parental (células HeLa,
sem insercdo da construcdo). Os fragmentos observados encontram-se nos 1400 bp,
aproximadamente.

Feito o rastreio de todos os clones, nao foi possivel encontrar um clone com a insercao
nos dois alelos, pois todos os clones testados apresentaram amplificacdo do produto de
PCR A (o fragmento enddgeno, sem insercdo). Dada a baixa eficicia de inser¢do do
sistema AID seria necessario um namero mais elevado de clones para atingir o objetivo
de produzir uma linha celular clonal bi-alélica. Visto ndo ter sido possivel encontrar um
clone bi-alélico ndo se procedeu a transfecgdo da linha celular com a OsTIR1, como era
planeado inicialmente. No entanto, apesar de ndo ser possivel utilizar os clones
monoalélicos para a deplecdo total da proteina Mob4, através do sistema AID, € possivel
recorrer aos clones monoalélicos para visualizar a proteina Mob4 intracelularmente e

caracteriza-la quanto a sua localizacdo. Para esse efeito foi selecionado um clone
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monoalélico (o qual vou chamar de CRAL 30) para realizar as experiéncias futuras no

que respeita a caracterizacdo da Mob4 em células HelL a.

A linha clonal monoalélica escolhida, CRAL 30, foi novamente testada por PCR,
utilizando os trés pares de primers (A, B e C), de forma da confirmar, a inser¢do da
construgdo AID num dos alelos. A obtencdo dos trés produtos de PCR (A, B e C)

comprovou a insercdo desejada em um dos alelos do gene (figura 22).

Mw Controlo  Controlo

: o CRAL 30
negativo  positivo
3000 bp
X - 1400 bp
1000 bp - 120 bp
500 bp

AB EGa B & A B C

Figura 22-As células CRAL 30 sdo monoalélicas para a insercdo do sistema AID.
Rastreio, por PCR, das CRAL 30 revela que a linha celular clonal € monoalélica para a
insercdo da construcdo (mAID-mCherry-NeoR) a jusante do gene Mob4. Este clone foi
testado com os trés pares de primers A, B e C, revelando amplificacdo dos trés
fragmentos, o que significa que possui um alelo endégeno (sem insercao) e um alelo com
insercdo. MW refere-se ao marcador de pesos moleculares. Controlo negativo refere-se
as reacBes de PCR sem cadeia-molde e controlo positivo refere-se as reacfes realizadas
com DNA da linha celular parental (células HelLa, sem insercdo da construcéo).

7.4 Confirmacdo da expressdo das proteinas Mob4-mAID-mCherry, em HeLa, e
Mob4-Dendra2, em hTERT RPE-1, por Western Blot

Em adicdo a confirmacdo da insercdo da sequéncia mAID-mCherry-NeoR, a jusante do
gene Mob4, por PCR foi também realizada a confirmac&o da expresséo proteica (proteina
Mob4-mAID-mCherry; gene de resisténcia ao antibiotico é traduzido em proteina

independente, ndo estando em fuséo com a restante construcdo, devido ao coddao STOP
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antes da sequéncia de resisténcia, ver figura 20 A) por Western Blot em lisados proteicos
das células CRAL 30 (figura 23). Sendo utilizado como controlo extratos proteicos da
linha celular parental (células HelLa, sem insercdo da construcao).

As células CRAL 30 expressam a proteina Mob4 enddgena, proveniente do alelo sem
insercdo e a proteina Mob4-mAID-mCherry originada a partir do alelo com insercao, tal
como se pode confirmar, na figura 23. A presenca de proteina nos 26 kDa correspondera
a proteina endogena, engquanto que a proteina presente nos 65 kDa, constitui a proteina
Mob4-mAID-mCherry. Estes resultados comprovam a expressao da proteina em fusdo

com o sistema AID nas células CRAL 30, tal como era desejado.

HeLa CRAL 30

= —

65 kDa
_—— Mob4-mAID-mCherry

26 kDa ||l q Mob4

Figura 23-As células CRAL 30 expressam a proteina Mob4-mAID-mCherry. A linha
celular CRAL 30 expressa a proteina Mob4 enddgena, detetada nos 26 kDa, € a proteina
Mob4 em fusdo como sistema AID (aproximadamente, 7-8 kDa) e o repoérter cherry
(aproximadamente, 30 kDa), detetada nos 64-65 kDa. Como controlo foram utilizados
extratos proteicos da linha celular parental (células HeLa, sem insercdo da construcéo).
A expressdo da proteina foi determinada por Western Blot; foi utilizado o anticorpo
primério 16E2, anti-Mob4.

De forma semelhante, foi confirmada a expressdo da proteina Mob4-Dendra2, na
populacdo de células hTERT RPE-1 (figura 24), gerada como descrito nos subcapitulos
5.4 e 6.5, com 0 objetivo de visualizar e caracterizar a proteina Mob4 na linha celular
RPE-1. Sendo utilizado como controlo extratos proteicos da linha celular parental (células

RPE-1, ndo transfetadas com a proteina Mob4-Dendra2).

A populagdo celular RPE-1 Mob4-Dendra2 expressa a proteina Mob4 enddgena,
proveniente do gene enddgeno e a proteina Mob4-Dendra2, originada a partir da insergéo
da sequéncia gendmica Mob4-Dendra2 nas células. Tal é comprovado pela presenca de
proteina nos 26 kDa, correspondente a proteina enddgena e pela presenca de proteina nos

52 kDa, aproximadamente, que representa a proteina de fusdo Mob4-Dendra2, visivel na
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figura 24. Este resultado constitui a confirmacao necessaria para afirmar que a populacéo

celular desejada foi construida com sucesso.

RPE-1 Mob4-

RPE-1 Dendra2
=

52 kDa S | Mob4-Dendra2

26 kDa L‘ Mob4 endégena

Figura 24-A proteina Mob4-Dendra2 é expressa na populacdo de células RPE-1 criada.
A populacdo de células RPE-1 Mob4-Dendra2 expressa a proteina Mob4 enddgena,
detetada nos 26 kDa, e a proteina Mob4 em fusdo com a proteina Dendra2
(aproximadamente, 26 kDa), detetada nos 52 kDa. Como controlo foram utilizados
extratos proteicos da linha celular parental (células RPE-1, ndo transfetadas com a
proteina Mob4-Dendra2). A expressdo da proteina foi determinada por Western Blot; foi
utilizado o anticorpo primario 16E2, anti-Mob4.

Estando entdo concebidas as duas ferramentas requeridas para este estudo, foi possivel
comecar a caracterizacdo da localizacdo intracelular de proteina Mob4 em células
humanas, HeLa e RPE-1.

7.5 A proteina Mob4 forma agregados citoplasmaticos em células interfasicas em
HeLa e em RPE-1

De referir que ambas as populacdes de células, CRAL 30 e RPE-1 Mob4-Dendra2, foram
observadas tanto por microscopia em tempo real, tanto fixadas, sendo que em ambas as
condicdes estas células apresentam presenca de fluorescéncia, o que valida e confirma
também a expressao das proteinas de fusdo Mob4-mAID-mCherry e Mob4-Dendra2,
respetivamente. Mais do que isso é possivel observar a presenca de marcagéo especifica

destas proteinas no citoplasma celular, figuras 25 e 26.

Para além das CRAL 30, foram observadas quatro linhas clonais monoalélicas para a
inser¢cdo Mob4-mAID-mCherry por microscopia em tempo real (dados ndo mostrados),
de modo a comprovar que a fluorescéncia observada era semelhante em todas estas e a

validar a marcagdo de Mob4 observada nas células CRAL 30. De facto, os cinco clones
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observados apresentavam um padrdo semelhante de fluorescéncia, pelo que se pode

assumir que a marcagdo observada é de facto representativa da proteina Mob4 e ndo um

HelLa CRAL 30

DNA

Mob4

Merge

Figura 25-As células CRAL 30 apresentam marcacao paraa Mob4. (A-C) Células HeLa,
linha celular parental, foram usadas como controlo. (D-F) E possivel visualizar
fluorescéncia citoplasmatica representativa da proteina Mob4 em todas as células da linha
celular CRAL 30. As células foram fixadas com metanol:acetona e o DNA corado com
DAPI, 0,25 pug/mL. Azul-DNA, vermelho-Mob4.
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artefacto ou uma anomalia provocada por uma populacéo clonal aberrante.

Células HeLa foram utilizadas como controlo negativo, de modo a descartar falsos
resultados. Estas apresentavam presenca de autofluorescéncia pouco intensa (figura 25),
0 que possibilita a atribuicdo da fluorescéncia observada nas células CRAL 30 como
pertencente a proteina Mob4. No caso das células RPE-1 foram utilizados dois controlos.
A linha parental de células RPE-1, onde é possivel observar autofluorescéncia intensa
com marcacao dos nucléolos, figura 26, setas azuis (descartando esta marcagdo como
relacionada a localizacdo de Mob4) e células RPE-1 Dendra2, que expressam apenas a
proteina Dendra2. Estas células foram utilizadas como controlo na observacéo de células
RPE-1 Mob4-Dendra2 (figura 26), de modo a verificar que a fluorescéncia especifica
observada ndo € provocada pelo sistema utilizado. Ou seja, ndo € um artefacto causado
pela proteina Dendra2 e sim representativa da localizacdo da Mob4 em células RPE-1.
De facto, estas apresentam fluorescéncia, no entanto nenhuma marcacdo especifica é

observavel.

A localizacdo de Mob4 observada nas células CRAL 30 é homogénea, visto estarmos na
presenca de uma linha celular clonal e a proteina expressada é apenas a proteina Mob4
enddgena. Isto traduz-se num padrdo de localizacdo de Mob4 que esta presente em todas
as células desta populacdo e que apresentam uma intensidade de fluorescéncia relativa
idéntica entre si (figura 25). No entanto, 0 mesmo nao se verifica nas células RPE-1. A
populacdo de células RPE-1 ndo € uma populacao clonal e é constituida por células que
estdo a sobre-expressar a proteina Mob4 (pois a expressao da proteina Mob4 enddgena,
soma-se também a expressdo da proteina Mob4-Dendra2). Estes dois fatores fazem desta
populacdo celular uma populacao heterogénea, em que Mob4 ndo é igualmente expressa
em todas as células. O local de integracdo do gene codificante para a Mob4-Dendra2,
inserido no genoma das células de forma aleatdria, pode influenciar os niveis de expressdo
desta proteina, sendo que estes podem ser elevados em algumas células e quase nulos em
outras. O que pode explicar a impossibilidade de visualizar a localizacdo de Mob4 em
todas as células da populacdo. Apenas uma por¢do das células RPE-1 Mob4-Dendra2
apresentam marcacao especifica que € atribuida a proteina Mob4 (figura 26), o que pode
ser causado pela expressdo variavel desta proteina nas células. Assim, em células que
expressam niveis elevados de Mob4 é possivel observar a proteina, enquanto que células
que expressam niveis reduzidos de proteina Mob4, parecem estar a emitir um nivel de

fluorescéncia abaixo do detetavel, pelo que ndo é possivel visualizar a Mob4.

59



Estas sdo as principais diferencas entre as duas populacdes celulares utilizadas neste
estudo e que se traduzem em populacdes de células com aspetos bastante distintos,

quando comparadas visualmente (figura 27).

RPE-1 RPE-1 Dendra2 RPE-1 Mob4-Dendra2

Figura 26-As células RPE-1 Mob4-Dendra2 apresentam marcacdo especifica para a
proteina Mob4. (A-C) Células RPE-1, foram usadas como controlo, sendo possivel
observar a presenca de autofluorescéncia intensa, como por exemplo marcagdo dos
nucléolos (setas azuis). (D-F) Uma populagdo de células RPE-1 Dendra2 foi também
utilizada como controlo, de modo a excluir artefactos de fluorescéncia causados pela
Dnedra2. (G-1) As células Mob4-Dendra2 exibem marcagéo citoplasmatica, sendo esta
atribuida a localizacdo de Mob4 (asteriscos brancos em H e ). As células foram fixadas
com metanol:acetona e o DNA corado com DAPI, 0,25 pug/mL. Azul-DNA, verde-Mob4.
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Nas células CRAL 30, em células em interfase, a Mob4 aparenta localizar-se num unico
agregado na zona perinuclear (figura 27 A-B). As células CRAL 30 apresentam uma area
citoplasmatica relativamente pequena, sendo que o ndcleo constitui a maior parte do
volume celular. Assim, a agregacdo de Mob4 apresenta-se na forma de um agregado
singular e de pequenas dimensdes, junto ao nucleo. Este ¢ visivel e idéntico em todas as

células e facilmente identificavel.

No entanto, nas RPE-1 sdo visiveis varios agregados distribuidos por todo o citoplasma
celular, em células interfasicas (figura 27 C-F). As células RPE-1 sdo células que possuem
uma maior &rea citoplasmatica, quando comparadas a células HelLa, estas apresentam
elevada aderéncia ao substrato e tendem a espalhar-se, adquirindo um formato achatado
e formando longas protuberancias citoplasmaticas. Assim, apesar da fluorescéncia nestas
células ndo ser tdo intensa quando desejavel, dificultando a observacdo de Mob4, e de
esta ndo ser visivel em todas a células, é possivel verificar que a Mob4 se acumula por
todo o citoplasma celular. Esta acumulacdo demonstra ser variavel de célula para célula,
podendo manifestar-se em pequenos agregados presentes em grande densidade por todo
o citoplasma (figura 27, C), agregados de maior dimensdo em elevada densidade
ocupando também todo o citoplasma (figura 27, D), agregados restringidos a uma regiao
citoplasmatica em particular (figura 27, E) ou agregados de tamanho variavel em menor
densidade (figura 27, F). O padrdo de localizacdo de Mob4 em células RPE-1 ¢, portanto,
bastante diferente em cada célula, podendo talvez ser influenciado pela morfologia da

célula em particular e pela area do citoplasma disponivel na célula.

Concluindo, a partir dos resultados apresentados nestes subcapitulo é possivel verificar
que a proteina Mob4 € expressa e visivel em ambas as populacdes de células e aparenta
estar localizada quer no citoplasma das CRAL 30, quer no citoplasma das RPE-1 Mob4-
Dendra2, figura 27. No entanto, os padrbes de localizacdo de Mob4 observados séo
bastante distintos um do outro, o que sugere que Mob4 pode estar associado a organelos
citoplasmaticos distintos nestes dois tipos celulares, HeLa e RPE-1, podendo assim estar

também a exercer funcdes distintas nestes tipos celulares.

Sendo que de seguida, iremos discutir a possivel co-localizacdo entre a proteina Mob4 e

um importante organelo citoplasmatico, em ambos os tipos celulares estudados.
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CRAL 30

RPE-1 Mob4-Dendra2

Figura 27-O padréo de localizagdo de Mob4 nas ceélulas interfasicas CRAL 30 e nas
células interfasicas RPE-1 ndo é semelhante. (A-B) Dois exemplos de campos
microscopicos onde é possivel observar a localizacdo de Mob4 em células CRAL 30. A
proteina Mob4 esta localizada na regido perinuclear em todas as células CRAL 30. (C-F)
Nas células RPE-1, a proteina Mob4 aparenta estar dispersa pelo citoplasma,
apresentando-se em agregados que variam em nimero, tamanho e densidade. Em C e D
é possivel observar células com grande densidade de agregados de Mob4, dispersos por
todo o citoplasma, enquanto que em E e F o nimero de agregados € menor, localizando-
se apenas numa regido restrita do citoplasma (células com asteriscos brancos). As células
foram fixadas com metanol:acetona.
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7.6 A proteina Mob4 co-localiza com o Golgi em células HeLa, mas ndo em RPE-1

Uma das estruturas citoplasmaticas com o qual Mob4 poderé estar associada é o organelo
membranar Golgi. O Golgi esta localizado perinuclearmente nas células e a sua aparéncia
pode variar dependendo do tipo de células observado. De modo a perceber se a Mob4 co-
localiza com o Golgi nas duas linhas celulares estudadas, a giantina (proteina localizada
no Golgi, sendo comummente utilizada como um marcador deste) foi marcada e
visualizada através de imunofluorescéncia (ensaio realizado como descrito no subcapitulo

6.13; anticorpos utilizados estéo discriminados na tabela 4).

A figura 28 reflete os resultados observados nas células CRAL 30 e nas células RPE-1
Mob4-Dendra2, onde se pode verificar que a Mob4 co-localiza com o Golgi nas
primeiras, mas ndo aparenta co-localizacdo com o Golgi nas segundas. A localizacéo de
giantina nas células CRAL 30 é idéntica e parece completamente sobrepor-se a
localizacdo de Mob4, em células em interfase (figura 28 A-C). O mesmo nao pode ser
dito nas células RPE-1, j& que os padrdes de localiza¢do apresentados pela giantina e pela
Mob4 néo sdo similares e os agregados de Mob4 néo aparentam co-localizar e associar-
se ao Golgi (figura 28 D-F).

Estes resultados apontam para uma associacao entre a proteina Mob4 e o Golgi em células
HelL a, durante a interfase. No entanto, é de questionar se esta ligagdo se mantem durante
a mitose; os resultados mostrados na figura 29 indicam que a resposta € ndo, visto que a
Mob4 ndo parece seguir a dinamica do Golgi observada durante esta fase da diviséo
celular. Um olhar mais detalhado ao comportamento do Golgi nas células HeLa e RPE-1

é apresentado na figura 8 em anexos.

O Golgi segue uma dindmica muito propria durante a mitose (figura 8, anexos), no entanto
0 mesmo ndo é observado em relacdo a proteina Mob4, sendo que os dois apresentam
comportamentos distintos durante as diversas fases da mitose (figura 29). O facto de a
Mob4 co-localizar com o Golgi apenas em interfase e ndo em mitose, sugere que esta
proteina pode contribuir para a organizacdo e manutencédo estrutural do Golgi mas ndo

para a regulacdo da dindmica desta estrutura durante a mitose.
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Figura 28-A Mob4 co-localiza com o Golgi em células HeLa, em interfase, mas néo nas
RPE-1. (A-C) E possivel observar sobreposicao da localizagdo da Mob4 e da giantina nas
células CRAL 30 interféasicas. (D-F) Em células RPE-1 ndo € possivel observar
sobreposicdo da localizacdo de Mob4 e giantina. As células foram fixadas com
metanol:acetona e 0 DNA corado com DAPI, 0,25 pug/mL. A giantina foi visualizada
recorrendo a imunofluorescéncia, utilizando um anticorpo primario anti-giantina, como
descrito na tabela 4, subcapitulo 6.13. CRAL 30: vermelho-Mob4, verde-giantina; RPE-
1: verde-Mob4, vermelho-giantina.
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Figura 29-A Mob4 ndo co-localiza com o Golgi durante mitose, em células HeLa. Apesar
de estarem associados, durante interfase, a proteina Mob4 e o Golgi ndo demonstram o
mesmo comportamento durante as fases da mitose, visto que estes ndo co-localizam em
prometafase (A-D), metafase (E-H), nem em anafase (I-L). As células foram fixadas com
metanol:acetona e 0 DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL. Vermelho-Mob4, verde-
giantina.

7.7 A Brefeldin A causa dispersao de Mob4, em células HeLa
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Muitos do complexos e proteinas associados ao Golgi sdo sensiveis a Brefeldin A; esta
droga impede a formacédo e transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico para o
Golgi, o que resulta no colapso desta estrutura. Desta forma a Brefeldin A afeta a
associagao da maioria das proteinas envolvidas no transporte vesicular ao Golgi. Com o
objetivo de compreender se esta droga afeta a ligacdo da Mob4 ao complexo de Golgi,

células CRAL 30 foram tratadas com Brefeldin A.

De forma a otimizar as condi¢Oes adequadas de tratamento com Brefeldin A a utilizar,
células foram tratadas durante 2, 5, 8 ou 10 minutos (experiéncia descrita no subcapitulo
6.14), para perceber qual destas condicGes causa o efeito de fragmentacdo do Golgi mais
intenso. Foi observado que apenas uma parte das células que sofreram tratamento com
Brefeldin A por 2 e 5 minutos foram afetadas pela droga e que a fragmentacéo do Golgi,
nas células afetadas, foi parcial e ndo total (figura 30 D-I). Os 8 e 10 minutos de
tratamento mostraram ser as condicbes em que esta droga afeta o Golgi mais
intensamente, provocando um colapso mais extenso deste organelo e afetando também
um maior nimero de células tratadas (figura 30 J-O). No entanto, um tratamento mais
prolongado pode ndo ser o ideal pois as células tendem as recuperar dos efeitos desta
droga e re-compactacdo do Golgi pode ser observada, fendmeno que comeca a ser visivel
apos 10 minutos de tratamento. Células ndo tratadas com Brefeldin A foram utilizadas
como controlo nesta experiéncia (foi apenas adicionado DMSO, solvente no qual a
Brefeldin A se encontra diluida).

Ainda assim, quer nas células tratadas com Brefeldin A por 8, quer nas tratadas por 10
minutos € possivel verificar que ocorre a dispersao da proteina Mob4 pelo citoplasma das
células. A tipica marcacao de Mob4, na regido perinuclear da célula é perdida e pequenos
agregados espalhados por todo o citoplasma sdo observados, como é exemplificado na

figura 30 (painéis J e M, células identificadas com asteriscos brancos).

Estes resultados demonstram que a associagdo da proteina Mob4 ao Golgi é afetada pela
Brefeldin A, o que sugere que Mob4 podera contribuir para a manutencéo e organizagao
estrutural desde organelo. Estes resultados sdo também semelhantes aos resultados
obtidos e publicados num outro estudo relativo & proteina Mob4, por *'Baillat et al, em

2001 e que vou discutir em mais detalhe no capitulo seguinte.
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Figura 30- A Brefeldin A causa dispersao da Mob4, em células HeLa. Células CRAL 30
foram tratadas com 0,5 pg/mL de Brefeldin A por 2 (D-F), 5 (G-1), 8 (J-L) e 10 minutos
(M-0). Tratamento durante 2 e 5 minutos mostrou ser insuficiente para o colapso do
Golgi, enquanto que tratamento durante 8 e 10 minutos mostraram fragmentacdo total do
Golgi com grande percentagem das células tratadas afetada. E possivel observar que a
proteina Mob4 se encontra dispersa pelo citoplasma celular (J e M, células com asteriscos
brancos), em células tratadas com Brefeldin A por 8 ou 10 minutos. Painel A’ refere-se
as ampliacgdes, de uma célula so, das imagens do Painel A, referentes a Mob4 e a giantina
DMSO refere-se as células controlo, ndo tratadas com a Brefeldin A. As células foram
fixadas com metanol:acetona e 0 DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL. Vermelho-Mob4,
verde-giantina.
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7.8 A proteina Mob4 associa-se a filamentos do citoesqueleto em células RPE-1, mas
ndo em HelLa

Fora os agregados citoplasmaticos, a proteina Mob4 aparenta organizar-se em estruturas
tipo filamentos em células RPE-1, em interfase. Estas estruturas sdo amplamente visiveis
em células de maior tamanho e cuja morfologia permite uma maior area citoplasmatica,
onde a célula estabelece um elevado contacto com o substrato. No entanto, esta
observacgdo ndo é restrita a tais células, sendo também observada em células de menores
dimensGes, apesar de com menor nitidez, como é exemplificado na figura 31. Perante
este resultado, é possivel que a Mob4 se associe a filamentos do citoesqueleto em células
RPE-1, podendo contribuir para a manutengdo estrutural celular ou para a mobilidade
celular, visto que células RPE-1 sdo células notavelmente mdveis, comparando, por
exemplo as células HeLa. A funcdo da Mob4 nestas estruturas vai, com certeza, depender

do tipo de filamentos a que esta estara associada (filamentos de actina ou microtabulos).

Mob4

RPE-1 Mob4-Dendra2

Figura 31-A Mob4 associa-se a filamentos do citoesqueleto e acumula-se nos pontos de
aderéncia celular, em células RPE-1. A proteina Mob4 organiza-se em estruturas tipo
filamentos (asteriscos), sugerindo a sua associacdo a filamentos do citoesqueleto, e
acumula-se nos focos de adeséo celular ao substrato (seta azul) e nos pontos de contacto
célula-célula (setas amarelas). As células foram fixadas com metanol:acetona e 0 DNA
corado com DAPI, 0,25 pg/mL.

E também possivel visualizar a acumulacdo de Mob4 nos pontos de aderéncia celular ao
substrato nestas células (figura 31, painel B, seta azul) e nos pontos de contacto célula-
célula (figura 31, painel B, setas amarelas). As zonas de aderéncia celular s&o
extremamente ricas em fibras de actina, pelo que existe uma forte possibilidade de que a

Mob4 esteja associada aos filamentos de actina. Resultados obtidos, em paralelo, no
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laboratdrio, pela Inés Baido, indicam que a Mob4 estabelece ligagéo as fibras de actina
em células HCT116, formando estruturas semelhantes as observadas na figura 31 nas
células RPE-1. Todos estes resultados mencionados reforgcam a hip6tese de que a Mob4

esta associada a filamentos de actina em células RPE-1.

Ainda que ndo seja observavel a formacdo de estruturas tipo filamentos pela proteina
Mob4 em células HeLa, é visivel a sua acumulacdo nos pontos de aderéncia celular.
Assim, de forma idéntica as células RPE-1, Mob4 esta presente nas zonas de aderéncia
das células HeLa ao substrato (figura 32, setas azuis). Sugerindo que podera existir algum
grau de associacdo entre a Mob4 e a actina, também nestas células e que esta proteina
podera participar no processo de mobilidade celular em células HeLa. E de considerar,
como mencionado acima, que estas células nao apresentam o mesmo nivel de mobilidade
celular que as células RPE-1, nem adquirem uma morfologia com grande area
citoplasmatica, razdes pelas quais, talvez, ndo seja possivel visualizar a localizagdo de

Mob4 nos filamentos do citoesqueleto.

Mob4

CRAL 30

Figura 32-A Mob4 acumula-se nos pontos de aderéncia celular, em células HelLa. De
forma semelhante as RPE-1, o estudo da localizacdo da proteina Mob4 nas células
CRAL30 revelou que esta esta localizada nas zonas de aderéncia das células ao substrato,
em pontos celulares bem definidos (setas azuis). As células foram fixadas com
metanol:acetona e 0 DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL.

7.9 A proteina Mob4 esté localizada nos polos do fuso mitético durante a mitose
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Vista a distribuicdo da localizacdo da Mob4 em células HeL.a e RPE-1 durante a interfase,
¢ agora importante perceber onde esta proteina esta localizada durante a mitose e a partir
de tais resultado inferir potenciais funcdes da Mob4 em mitose.

Em ambas as linhas celulares estudadas, a Mob4 aparenta estar localizada nos dois polos
opostos do fuso mitotico das células metafésicas (figura 33).

Em células HelL a, é possivel observar a acumulacao de Mob4 nos polos do fuso mitético
em todas as células metafésicas observadas (figura 33, painel B, asteriscos brancos). Para
além de células que apresentavam fusos bipolares, onde a Mob4 aparenta estar localizada
nos dois polos (figura 33, painel C’’), foi também possivel visualizar células com fusos
monopolares (figura 33, painel B, asterisco azul). Nestas células, a proteina Mob4
aparentava estar acumulada no unico polo existente, como é possivel observar na figura
33, painel C’.

Ja nas células RPE-1 esta marcacdo é vista apenas numa pequena percentagem de células
em metafase, cerca de 4-5%. Na tentativa de descartar artefactos devido ao método de
fixacdo, foram testados dois métodos de fixacdo nestas células, nomeadamente fixacao
com metanol:acetona e fixacdo com 3,7% de formaldeido (como descrito no subcapitulo
6.11). As células foram também observadas por microscopia em tempo real, no entanto
a percentagem de células em metafase cuja localizacdo de Mob4 era visivel permaneceu
inalterada. Concluindo-se assim que este fendémeno ndo é um artefacto da fixacdo das
células e que a marcacdo da proteina ndo € perdida devido a tal. A hipdtese mais provavel
para explicar a baixa percentagem observada de células RPE-1 com localizacdo de Mob4
nos polos do fuso é o sistema utilizado para a criacdo desta populacdo de células. Tal
como discutido anteriormente no subcapitulo 7.5, esta populacédo celular é heterogénea e
cada célula expressa diferentes niveis da proteina Mob4, podendo muitos destes estar

abaixo do nivel de detecdo de fluorescéncia.

Como pode ser visto na figura 33, a localizacdo de Mob4 néo é exatamente idéntica nas
duas linhas celulares. Enquanto que nas células HelLa é observada uma acumulagdo
dispersa nos polos, nas células RPE-1 sdo visiveis dois pontos bem nitidos, um em cada

polo do fuso mitético, sendo que esta marcacao € semelhante a de centrossomas.
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Figura 33-A Mob4 esta localizada nos polos do fuso mitotico em células metafésicas.
(A-C) Em células HeLa, a Mob4 acumula-se nos dois polos do fuso mitético (asteriscos
brancos e painel C’’). Raras séo as células monopolares observadas, no entanto, nessas a
Mob4 parece ser também expressa no unico polo existente (asterisco azul e painel C’).
(D-F) Em células RPE-1, a proteina parece estar a ser expressa em dois pontos bem
definidos dos polos (setas azuis), assemelhando-se a centrossomas. As células foram
fixadas com metanol:acetona e 0 DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL. CRAL 30: azul-
DNA, vermelho-Mob4. RPE-1: azul-DNA, verde-Mob4.
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7.10 Deplecdo de Mob4 causa defeitos no alinhamento dos cromossomas e na

formacéo do fuso mitético

Para além dos resultados mostrados no subcapitulo anterior, a localizagdo de Mob4 em
células mitdticas € dificilmente vista e ndo esta claro, apenas com o estudo da sua
localizacdo, qual a funcdo que esta proteina pode estar a desempenhar durante a mitose
nestas células. Consequentemente, foi realizada a deplecdo de Mob4 em ambos 0s tipos
celulares, por IRNA, na espectativa de que a caracterizacdo dos efeitos causados pela

supressao da expressao desta proteina desse indicacdo da sua potencial fungdo na mitose.

Apesar desta experiéncia ter sido realizada nas células HeLa e nas células RPE-1, neste
subcapitulo véo ter maior foco os resultados obtidos nas células RPE-1, ja que os defeitos
observados em HelLa foram ja maioritariamente caracterizados anteriormente no

laboratorio.

A deplecdo de Mob4 foi realizada de acordo com o descrito no subcapitulo 6.15, sendo
as células foram transfetadas e re-transfetadas dois dias depois. A preparacdo de extratos
proteicos e fixacdo e observacao das células ocorreram ao dia 2 e ao dia 4 ap6s a primeira
transfeccdo. Este protocolo utilizado € baseado no protocolo otimizado para células HeLa,

mas que ndo esta ainda otimizado para células RPE-1.

Foi visto que a re-transfeccdo das células com oligo provoca elevada morte celular nas
células RPE-1, impossibilitando uma analise detalhada dos defeitos mitéticos nas células
recolhidas ao dia 4 apds transfeccdo. Assim, o reduzido nimero de células e o reduzido
indice mitotico nestas células ndo permitiu a contabilizacdo e caracterizacdo dos efeitos
especificos na mitose causados pela deplecdo de Mob4. De modo geral, estas células
apresentavam-se muito pouco saudaveis, com elevada morte celular e sem células
mitoticas aparentes. Estes fendmenos parecem ser uma consequéncia da deplecdo da
proteina, sugerindo assim que a Mob4 podera ser necessaria para a mitose, sendo que sem
esta proteina as células poderdo ficar retidas em mitose e, eventualmente, morrer.
Fendtipo este, que foi ja caracterizado em células HelLa, aquando a deple¢do de Mob4.
No entanto, € necessario, no futuro, otimizar o protocolo de iRNA utilizado para a
realizacdo da deplecdo de Mob4, em células RPE-1, em particular, de modo a melhor

perceber o mecanismo por detras dos eventos aqui mencionados.
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RPE-1 depletadas de Mob4

Figura 34-A deplecdo de Mob4 causa defeitos mitoticos em células RPE-1. (A-C) Célula
mitotica controlo, transfetada com oligo scramble. (D-O) Células RPE-1 que sofreram
deplecdo de Mob4 apresentam varios defeitos mitdticos, tais como o0 ndo alinhamento dos
cromossomas mitoticos (D-F, seta azul), e defeitos na formacao do fuso mitotico, entre
0s quais fusos monopolares (G-I), fusos malformados (J-L) e fusos néo focados (M-O).
As células foram fixadas com metanol:acetona e o DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL.
Azul-DNA, vermelho-a-tubulina.

As celulas RPE-1 observadas no dia 2, que receberam apenas uma transfeccdo com oligo,

aparentavam estar, no geral, saudaveis. Nao foi observada uma elevada taxa de morte
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celular, apesar de o indice mitdtico nestas células ser também mais reduzido, quando
comparado com os controlos (células ndo transfetadas e células transfetadas com oligo
scramble). De tal modo, foi possivel observar e contabilizar os defeitos mitético causados

pela deplecdo da Mob4 nestas células.

Na figura 34 estdo entdo exemplificados alguns dos efeitos mais comuns observados pela
deplecdo de Mob4 nas células RPE-1, sendo estes, defeitos no alinhamento dos
cromossomas mitéticos e defeitos na formacdo do fuso mitotico. Cerca 29-30% das
células RPE-1 mitdticas depletadas de Mob4 apresentavam defeitos, comparando com 6-
7% em células transfetadas com oligo scramble e apenas 1-2% em células RPE-1 ndo
transfetadas para iRNA. Como mencionado acima, estes defeitos ocorrem principalmente
no alinhamento dos cromossomas mitéticos (figura 34, D-F) e no fuso mitético, sendo
que estes Ultimos incluem fusos monopolares (figura 3, G-1), fusos malformados (figura
34, J-L), fusos com os microtibulos ndo focados (figura 34, M-O) (a partir do
centrossoma; quer de apenas um dos polos, quer de ambos 0s polos) e fusos ndo centrados

em relacdo ao plano celular.

J& em células HeL a, os defeitos mais comuns observados s&o o incorreto alinhamento dos
cromossomas mitdticos na placa metafasica e células multinucleadas. Quer os defeitos
observados em células RPE-1, quer os observados em células HeLa sdo semelhantes aos
defeitos caracterizados anteriormente no laboratério (em células HelLa, apenas), o que,
por um lado, confirma resultados previamente obtidos e, por outro lado, nos sugere que
Mob4 pode desempenhar funcdes idénticas em HelLa e RPE-1 durante a mitose. Tais
como a promocao da correta ligacao cinetocoros-microtubulos, que possibilita o correto
alinhamento dos cromossomas, sendo que Mob4 aparenta ser uma proteina essencial para

conclusdo da mitose em ambos os tipos celulares estudados.

Apesar dos defeitos observados, a analise de extratos proteicos das células ndo permitiu
concluir se, de facto, ocorreu deplecéo significativa de Mob4 (figura 35). Sendo que a
auséncia de proteina detetada por Western Blot pode dever-se a reduzida quantidade de
extrato proteico preparado, e ndo a auséncia de expressao da Mob4 nas células. No
entanto, a significativa reducdo de fluorescéncia associada a marcagdo de Mob4
observada nestas células quando comparando as células controlo sugere que tera existido

deplecéo da proteina Mob4, a certo nivel.
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Figura 35-Anélise de iRNA de Mob4 por Western Blot. Nao foi detetada proteina Mob4
em células que sofreram iRNA, no entanto a auséncia da proteina pode dever-se a
quantidade reduzida de extrato proteico, fazendo assim com que os niveis de proteina
estejam abaixo dos niveis de detecdo. Ja as células HeLa parecem ter sofrido deplecdo da
proteina, como era desejado. RPE-1 controlo refere-se ao resultado obtido com o extrato
proteico de células RPE-1 Mob4-Dendra2 nédo transfetadas com oligo. RPE-1 controlo
scramble refere-se ao resultado obtido com o extrato proteico de células RPE-1 Mob4-
Dendra2 transfetadas com oligo scramble. A expressao da proteina foi determinada por
Western Blot; foram utilizados os anticorpos primarios 16E2 (anti-Mob4) e GTU-88
(anti- y-tubulina).

7.11 A proteina Mob4 tem uma expresséo regulada ao longo do ciclo celular?

Levando em conta o tipo de erros observados nas células depletadas de Mob4, que
sugerem que esta proteina é necessaria para a realizacdo da mitose, coloca-se a hipétese
se a Mob4 podera ser uma proteina regulada pelo ciclo celular. De forma a caracterizar a
expressao de Mob4 durante o ciclo celular, células HeLa foram sincronizadas, através de
um duplo bloqueio de timidina (descrito no subcapitulo 6.16). Foram também bloqueadas
células em mitose. Celulas ndo sincronizadas foram utilizadas como controlo nesta
experiéncia. Sendo o objetivo compreender o comportamento desta proteina, atraves da
sua quantificacdo ao longo de todas as fases da diviséo celular. Pretendia-se verificar se
a expressdo de Mob4 variava (aumentava ou diminuia) ou se mantinha constante durante

os diversos momentos de divisao celular e, em especifico, durante a mitose. Resultados
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obtidos, em paralelo, no laboratorio, sugeriram que a Mob4 poderd apresentar uma
expressdo ciclica durante o ciclo celular, de forma semelhante as ciclinas, que como ja

foi discutido sdo proteinas altamente reguladas durante o ciclo celular.
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Figura 36-Analise do padrdo de expressao de Mob4 ao longo do ciclo celular. (A) A
expressdo de Mob4 ndo parece variar durante a interfase, no entanto nao é possivel, a
partir destes resultados, perceber se as células foram sincronizadas, visto que ndo é
possivel visualizar a proteina ciclina B1. (B) Esquema representativo do padrdo de
expressao esperado da ciclina B1 ao longo do ciclo celular (de fase G1 a mitose). Nota:
O numero de horas € referente as horas apés libertacdo de timidina; ndo foi possivel obter
resultados entre as 10-20 horas apo6s libertacdo de timidina; NS refere-se a células nédo
sincronizadas (utilizadas como controlo nesta experiéncia). A expressdo da proteina foi
determinada por Western Blot; foram utilizados os anticorpos priméarios 16E2 (anti-
Mob4) e anti-ciclina B1.

Como e possivel verificar pela figura 36, os resultados obtidos ndo permitem
compreender se a sincronizagcdo celular ocorreu. Conseguir determinar o padrdo de
expressao da ciclina B era fundamental para apurar se as células estavam sincronizadas,
pois a sua expressao nas varias etapas do ciclo celular esta bem descrita, sendo que a sua
expressao aumenta durante interfase e depois diminui abruptamente em mitose. Este seria
0 padrdo de expressdo esperado de se observar de modo a poder concluir que as células

estavam sincronizadas. No entanto, tal ndo foi obtido, portanto e de acordo com 0s
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resultados apresentados, apesar da expressdo de Mob4 ndo parecer variar durante
interfase, ndo é possivel afirmar com certeza de que esse é de facto o seu comportamento
biologico. Assim, nédo é possivel retirar concluses sobre o comportamento da expressao

da Mob4 durante o ciclo celular.

Esta experiéncia apresenta resultados ainda preliminares, sendo inconclusivo se a correta
sincronizacao celular foi obtida e de que maneira se comporta a proteina Mob4 ao longo

da divisdo celular nestas células.

Apresentados todos os resultados, é necessario agora enquadra-los e contextualiza-los
com o que ja é sabido sobre esta proteina Mob4, de modo a compreender o papel desta
nos diversos processos bioldgicos aqui discutidos e, principalmente, em mitose. No
capitulo seguinte discutiremos estes resultados obtidos e de que forma estes contribuem

para o conhecimento desta proteina e do ciclo celular.
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8.DISCUSSAO

A proteina Mob4 esta ainda escassamente estudada, especialmente em humanos. Esta
proteina estd inserida num complexo proteico, o complexo STRIPAK.?:2": 353 O
STRIPAK esta envolvido na regulacdo de varias vias e processos bioldgicos essenciais®®
39 (ver subcapitulo 3.4), no entanto o papel da Mob4 nestes ndo ¢ ainda conhecido; é
também desconhecido se a Mob4 podera atuar fora deste complexo e, se sim, em quais
processos estard envolvida. Resultados previamente obtidos no laboratoério do Cell Cycle
and Cancer Biology Group, onde este projeto foi realizado, mostraram que a Mob4 € uma
proteina essencial para a realizacdo da mitose e pode estar envolvida na manutencao e
remontagem do Golgi apds mitose (dados ndo publicados). Este trabalho tem como
objetivo confirmar e clarificar a funcdo da Mob4 nestes processos, recorrendo a células

humanas como modelo de estudo.

Foram utilizados dois tipos celulares distintos, células HeLa e células hTERT RPE-1. As
células HeL a séo células tumorais, enquanto que as células RPE-1 sdo uma linha primaria
ndo tumoral imortalizada, atraves da expressdo da transcriptase reversa da telomerase
humana.?” 8 A utilizacdo de varias linhas celulares, incluindo linhas ndo tumorais, ¢ de
importancia para a confirmacao e obtencao de resultados fidedignos, aplicaveis a biologia
humana, a nivel molecular, visto que as diferencas entre linhas celulares e tecidos podem
influenciar as conclusdes retiradas destes estudos. Nomeadamente, aquando a utilizacao
de células tumorais, que sofreram transformacgdes a varios niveis, podendo apresentar
alteracdes na regulacdo de diversos processos celulares, tais como a mitose. Assim, a

inclusdo da analise de células ndo tumorais é imperativa para o presente estudo.

Foram construidas duas ferramentas que possibilitaram a visualizagdo e caracterizacao da
localizagéo intracelular da Mob4 nas duas linhas celulares mencionadas. Uma linha
celular clonal monoalélica que apresenta a inserc¢éo do reporter mCherry no final do gene
Mob4, em células HelLa, e que nomeei CRAL 30 (figura 22). Esta representa uma linha
celular clonal, onde as células expressam apenas a proteina Mob4 enddgena, constituindo,
assim uma populacao de células homogénea onde todas as células expressam a Mob4 na
mesma quantidade e com igual relativa intensidade (figura 25). E uma populagéo de
células RPE-1 que expressa a proteina de fusdo Mob4-Dendra2 (figura 24). Esta
populacéo celular é proveniente de uma transfeccdo estavel, sendo uma populagdo nédo

clonal e heterogénea, onde as células estao a sobre-expressar diferentes niveis da proteina
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Mob4, apresentando-se com diferentes relativas intensidades de fluorescéncia (figura 26).
Todas as experiéncias executadas neste estudo no sentido de caracterizar esta proteina

foram realizadas recorrendo a estas duas ferramentas.

De acordo com os estudos de localizagéo realizados, a Mob4 apresenta-se como sendo
uma proteina citoplasmatica, cuja localizagdo é visivel em agregados no citoplasma
celular, em ambas as linhas celulares, HeLa e RPE-1 (figura 27). No entanto o seu padréo
de localizacdo ¢ bastante distinto e diferente nas duas linhas celulares. Nas células HelLa,
em interfase, a Mob4 localiza-se num unico agregado perinuclear de dimensdes
relativamente pequenas e semelhantes em todas as células observadas (figura 27, A e B).
Estes resultados sdo idénticos a resultados previamente obtidos no laboratério neste
mesmo tipo celular, figura 12 (Claudia Florindo, dados ndo publicados), sendo que este
padrdo de localizacdo se assemelha também aos padrdes de localizacdo visualizados para
organelos membranares localizados na regido perinuclear, tais como o Golgi®! %% ¢ o
reticulo endoplasmatico’® 7. Desta forma, colocou-se a hipdtese de que esta proteina
poderia co-localizar com um destes organelos, sendo averiguada a potencial associacao
da proteina Mob4 com o organelo Golgi. Foi observado que a Mob4 apresenta uma
localizacdo que se sobrepdem a localizacdo do Golgi, quer isto dizer que a proteina Mob4
co-localiza com o Golgi (figura 28, A-C), comprovando assim a hipotese colocada. No
entanto, a associacdo entre a Mob4 e o Golgi € apenas visualizada durante a interfase e
ndo durante a mitose nas células HeLa (figura 29). O Golgi segue uma dinamica muito
prépria durante a mitose, de modo a assegurar a sua transmissao para ambas as células-
filha (figuras 8 e 9, em anexos).%® 89 Durante a fase G1, o Golgi na sua forma compacta
e 0 centrossoma estdo altamente associados um ao outro e proximamente localizados, no
entanto na fase S estes comecam a distanciar-se, tornando-se completamente
independentes na fase G2.%° Esta separacgo permite a migracéo dos centrossomas para 0s
polos do fuso mitdtico, e ja em préfase, o Golgi fragmenta-se e 0s seus componentes
dispersam-se envolta do nucleo celular. De forma mediada pelos microtibulos, os
componentes do Golgi migram também para os polos do fuso onde se voltam a associar
aos centrossomas, compactando-se ao redor destes. Deste modo, a dinamica
centrossomas-Golgi assegura, durante a anafase, a reparticdo dos componentes do Golgi
pelas duas células-filha. Aquando a saida de mitose, o Golgi é remontado, voltando a sua
forma compacta e permanecendo em associagdo com o centrossoma. % A participacio do

complexo STRIPAK na regulagéo desta dindmica entre o Golgi e o centrossoma tem sido

80



amplamente especulada?® “°, mas pouco estudada, ndo sendo ainda comprovado se, de
facto, o STIPAK esta envolvido neste processo. No entanto, se esse for o caso, a proteina
Mob4 ndo aparenta desempenhar um papel em particular na regulacdo da associacéo do
Golgi com o centrossoma, visto ndo acompanhar a localizacao dindmica dos componentes
do Golgi durante a mitose. Melhor estudado esta o papel do STRIPAK na regulacdo na
fragmentacdo e remontagem do Golgi, sendo que a familia de quinases GCKIII é
necessaria para a correta remontagem e manutencao estrutural deste organelo.?: %38 Se
a Mob4 esta também envolvida na manutencéo estrutural do Golgi ndo é ainda conhecido,
no entanto a sua associacdo com o Golgi apenas em interfase diz-nos que esta proteina
poderd estar a contribuir para a sua manutengdo. Para elucidar qual podera ser o papel
que a Mob4 esta a desempenhar no Golgi, células foram tratadas com Brefeldin A. Esta
droga provoca a fragmentacdo do Golgi ao inibir o transporte de vesiculas do reticulo
endoplasmatico, causando assim uma disrupcdo na regulacdo da manutencéo estrutural
deste organelo, que por fim, leva ao seu colapso. A proteina Mob4 mostrou ser sensivel
a Brefeldin A, visto que esta droga causou a dispersdo de Mob4 pelo citoplasma, sendo
que a tipica localizacdo perinuclear foi perdida (figura 30). Este efeito é idéntico ao
observado em outras proteinas associadas ao Golgi, nomeadamente os complexos
proteicos AP-1 que estdo envolvidos no controlo do transporte de vesiculas, em especifico
de vesiculas derivadas do Golgi.3" °2 Estas proteinas auxiliam também na manutencéo da
morfologia do Golgi (proteinas estruturais), e 0 comportamento semelhante observado
entre elas e a Mob4 sugere que a Mob4 podera desempenhar um papel na manutencéo
estrutural deste organelo, em células HelLa em interfase. *'Baillat et al obtiveram
resultados idénticos aos descritos neste estudo, onde observaram que a Mob4 € sensivel
a Brefeldin A, em células HelL a. Estes autores sugeriram que a Mob4 podera ser uma das
proteinas estruturais do Golgi e estar envolvida no transporte vesicular para o Golgi. No
entanto, apesar dos resultados obtidos no presente estudo e no estudo realizado pelos
autores acima mencionados apontarem para semelhantes potenciais fungdes da Mob4 no
Golgi, estudos de funcionalidade sobre esta proteina sdo necessarios para desvendar o seu
papel neste organelo. Nas células RPE-1, a distribuicdo de Mob4 pelo citoplasma é
distinta de célula para célula, sendo que os agregados observados sdo variaveis em
tamanho, numero e densidade, podendo encontrar-se dispersos por toda a area
citoplasmatica ou limitados a uma regido da célula (figura 27, C-F). Estes ndo aparentam
estar associados ao Golgi (figura 28, D-F) e néo foi verificada a sua co-localizacdo com

outros organelos citoplasmaticos, pelo que ndo ficou esclarecido se a proteina Mob4
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podera estar ligada a outras estruturas nas células RPE-1 ou se 0s agregados observados
poderdo ser, por hipédtese, uma consequéncia da sobre-expressdo e acumulacdo da
proteina no citoplasma das células interfasicas.

Ainda em células interfasicas, a Mob4 parece formar estruturas tipo filamentos (em
células RPE-1), figura 31, e acumular-se nos pontos de adesao celular ao substrato (em
RPE-1 e em HelL.a), figuras 31 e 32. Um dos principais constituintes do citoesqueleto sdo
as fibras de actina, estas sdo essenciais para a polarizacdo das células, para a manutengéo
da sua estrutura, para a realizacio da citocinese e para a mobilidade celular.?? 2* A
organizacéo dos filamentos de actina no citoplasma celular permite a correta morfologia
celular, enquanto que a presenca de fibras de stress de actina nos pontos de aderéncia
celular permite a comunicacdo da célula com o substrato e o movimento celular. O
complexo STRIPAK participa diretamente da regulacéo do citoesqueleto, nomeadamente
na regulacdo da polimerizacdo das fibras de actina.* O STRIPAK pode diretamente
induzir a polimerizacdo da actina através da promogdo de fatores polimerizadores (tais
como, Arp 2/3) ou induzir a polimerizacdo da actina via inibicdo da via Hippo.?* A
regulacdo matua entre a via Hippo e a actina é amplamente estudada, no entanto ainda
existem muitas perguntas por responder.>* %% Sabe-se que a regulacdo dos fatores de
transcricdo YAP/TAZ pela actina € feita através controlo da sua localizacéo na célula; um
aumento na polimerizacdo de actina leva a ativacao destes fatores via translocacdo para o
nucleo, enquanto que despolimerizacao da actina promove a retencdo destas proteinas no
citoplasma, impedindo a sua ativacdo.** Mais recentemente foi observado que esta
regulacdo é mais complexa do que pensado, pois por um lado a polimerizacdo de actina
nas juncGes de oclusdo e nas juncdes aderentes leva a retencdo de YAP/TAZ no
citoplasma através do seu aprisionamento nestas (figura 10); por outro lado um aumento
da polimerizacéo de fibras de actina nos pontos de aderéncia celular (focal adhesions)
leva a translocacdo de YAP/TAZ para o ncleo. % % O aumento da aderéncia celular ao
substrato e aumento da tensdo celular causados pelas focal adhesions constituem
estimulos mecénicos que vao possibilitar a regulacdo dos fatores YAP/TAZ de uma
maneira dependente da via Hippo, apesar deste processo poder ser também realizado de
uma forma independente da via Hippo (regulacéo da actina via Rho GTPase mostrou ter
influencia na regulagdo da atividade de YAP/TAZ, figura 10).%% % % A regulaco da
actina pela via Hippo néo esté ainda tdo bem estudada; a via Hippo regula negativamente

a actina, impedindo a sua polimerizacdo e o0 aumento da actina na célula, esta regulagéo
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pode ocorrer através de varios mecanismos que possibilitam a regulacéo do citoesqueleto
e da polaridade celular pela via Hippo® (subcapitulo 3.5). O intimo envolvimento entre
o complexo STRIPAK, ao qual a Mob4 pertence (subcapitulo 3.4), a via Hippo, que é
regulada pelo STRIPAK (subcapitulo 3.5.1), e a regulacdo do citoesqueleto da actina
sugerem que a localizacdo de Mob4 em estruturas tipo filamentos e nos pontos de
aderéncia celular (focal adhesions) refletem a associacdo de Mob4 com os filamentos de
actina. Em paralelo, resultados obtidos no laboratério pela Inés Baido, sugerem que a
Mob4 se acumula nos filamentos de actina, em células HCT 116, estes resultados parecem
reforcar a hipétese da ligacao entre a proteina Mob4 e a actina em células RPE-1 e HeLa.
Apesar de estruturas tipo filamentos ndo serem observadas aquando os estudos de
localizacdo de Mob4 em células HelL a, o que se pode dever a pequena area citoplasmatica
das células ou ao facto de serem células com pouca mobilidade, a Mob4 parece estar a
associar-se a actina nos pontos de aderéncia celular (focal adhesions) neste tipo celular,
localizacéo que é facilmente visivel devido a elevada aderéncia ao substrato apresentada
pelas células HelLa. Todos os resultados mencionados acima sugerem que a Mob4 se
acumula nas fibras de actina, quer seja em fibras de stress nos pontos de aderéncia celular
ou em fibras de maior dimenséo por todo o citoplasma celular, nos dois tipos celulares
estudados, o que pode indicar o envolvimento da proteina Mob4 na regulagdo do

citoesqueleto, nomeadamente a nivel estrutural, na polarizacdo e na mobilidade celular.

Em mitose, a proteina Mob4 acumula-se nos polos do fuso mitético (figura 33). Esta
localizagéo foi observada em ambos os tipos celulares, HeLa e RPE-1, no entanto, apesar
de idéntica ndo aparenta ser exatamente igual. Em células HelLa o que se observa é a
acumulacdo nas duas regides dos polos do fuso, de uma forma dispersa (figura 33, A-C),
enguanto que em RPE-1 sdo visiveis dois pequenos agregados nitidos, um em cada polo
do fuso (figura 33, D-F). Esta localizacdo da Mob4 parece ser semelhante & tipica
localizacio e morfologia dos centrossomas, em mitose. ! 2 8.90 Estes resultados sugerem
que a proteina Mob4 podera estar associada com o0s centrossomas, sendo que podera co-
localizar com os centrossomas ou localizar-se em proximidade a volta destes. A potencial
relacdo da Mob4 com os centrossomas ja foi anteriormente sugerida por resultados
obtidos no laboratorio (Claudia Florindo, dados ndo publicados) em células HeLa, figura
12. Curiosamente, a localizacdo mitotica de Mob4 obtida em células RPE-1, neste estudo,
apresenta elevada semelhanca com o previamente visto em células HeLa. No entanto, o

mesmo ndo se pode afirmar dos resultados obtidos, neste estudo, em células HelLa, que
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diferem dos resultados vistos anteriormente, isto pode dever-se ao método utilizado para
a realizacdo dos estudos de localizacdo da proteina ou meramente a incapacidade de
observacgdo de uma localizacdo mais especifica da proteina em mitose. Estes resultados
distintos, mais uma vez, representam um bom exemplo da importancia da replicacdo
destas experiéncias e confirmacao de resultados. Ainda assim, estes resultados ndo sédo
completamente dispares, sugerindo de igual modo que a Mob4 parece localizar-se nos
polos do fuso mitético, com certa proximidade aos centrossomas, em células HeLa e RPE-
1. Entre outras potencias funcdes, a associacdo com 0s centrossomas, pode indicar que a
Mob4 poderéa estar envolvida na regulacdo da formacéo do fuso mitotico. Assim, de forma
a melhor elucidar o papel da Mob4 em mitose as células foram depletadas para a Mob4,
através de iRNA, e os efeitos consequentes em mitose foram observados e caracterizados.
Como mencionado previamente, este estudo focou-se nos efeitos observados em células
RPE-1, visto os defeitos mitdticos em células HeLa causados pela deplecdo de Mob4 ja
terem sido descritos (Claudia Florindo, dados ndo publicados), figura 13. Em primeiro
lugar, as células RPE-1 que sofreram deplecdo de Mob4 apresentavam-se pouco
saudaveis, com elevada morte celular e um indice mitotico reduzido quando comparadas
com as células ndo transfetadas ou transfetadas com oligo scramble. Isto sugere que Mob4
podera atuar como um promotor da proliferacdo, contribuindo para a correta realizacao
do ciclo celular e divisdo celular.®® ® Em segundo lugar, foram observados defeitos em
cerca de 29-30% das células mitdticas, dos quais defeitos no alinhamento dos
cromossomas mitéticos e na formacdo do fuso mitotico (figura 34). As células RPE-1
depletadas para a Mob4 apresentavam cromossomas ndo alinhados na placa metafasica
(figura 34, D-F), fusos monopolares (figura 34, G-1), fusos malformados (figura 34, J-L),
fusos com os microtibulos ndo focados (figura 34, M-O) e fusos ndo centrados.
Novamente, estes defeitos mitdticos visualizados em células RPE-1 apresentam elevada
semelhanca com os defeitos mitéticos observados em células HelLa também depletadas
de Mob4, que foram previamente caracterizados pela Claudia Florindo, figura 13. Os
defeitos em células HeLa incluiam, principalmente, o incorreto alinhamento dos
cromossomas mitoticos, o colapso de fusos mitéticos, fusos malformados e fusos nédo
centrados. Dada a semelhanca dos fenotipos visualizados nos dois tipos celulares é seguro
afirmar que a Mob4 aparenta ter um papel idéntico em HeLa e RPE-1 durante a mitose.
Por um lado, os defeitos no alinhamento dos cromossomas séo similares aos observados
pela deplegdo de proteinas do cinetocoro (como a Aurora B ou a CENP-E), o que indica

que a proteina Mob4 podera ser necessaria para a ligagdo microtubulos-cinetocoros ou
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para a migracdo dos cromossomas mitéticos para a placa metaféasica.” 6 % % Por outro
lado, defeitos no fuso mit6tico semelhantes aos observados podem ser provocados por
uma grande variedade de proteinas, desde proteinas do centrossoma a proteinas motoras
(tais como a dineina ou a cinesina).®*1% No entanto, dada a potencial proximidade na
localizacdo da Mob4 com o centrossoma durante mitose, a mais provavel interpretacéo
para estes resultados é que a proteina Mob4 poderd atuar como uma proteina do
centrossoma, contribuindo para a adequada formagéao do fuso mitético. Por Gltimo, todos
os defeitos observados parecem indicar que a Mob4 é necessaria para a progressao da
mitose, visto que tais defeitos levam a paragem do ciclo celular, e consequente morte

celular, impedindo a célula de completar a divisdo celular.1%2-1%4

Para perceber se a Mob4 é uma proteina que é regulada pelo ciclo celular (e de que forma
se da essa regulacdo) é importante avaliar 0 seu padrao de expressao durante as diversas
fases do ciclo e, especialmente, durante a mitose. Para tal, células HeLa e RPE-1 foram
sincronizadas (através de duplo bloqueio de timidina, e, adicionalmente, células foram
bloqueadas em mitose) e recolhidas a cada hora apos libertacdo durante 20 horas. No
entanto, devido a problemas de contaminacgéo, ndo foi possivel terminar este ensaio nas
células RPE-1, procedendo-se apenas com as células HelLa. A expressdo de Mob4 foi
determinada por Western Blot, e esta ndo parecia variar durante as primeiras 9 horas ap6s
a libertacdo (figura 36, A), o que corresponderia as fases S e G2 do ciclo celular. Contudo,
ndo foi possivel determinar se as células estavam sincronizadas devido a incapacidade em
obter o padréo de expressao da ciclina B (figura 36, A). O padréo de expressao de ciclina
B1 estd bem descrito ao longo do ciclo celular; a expressdo desta proteina aumenta
durante a interfase e, aquando a entrada em mitose, diminui abruptamente® % (figura
36, B); o que permite utilizar esta proteina como um indicador para a confirmacdo da
sincronizacao celular. Sendo que tal ndo foi possivel, ndo nos é permitido afirmar em que
fase do ciclo celular as células se encontram a cada hora analisada. Assim, ndo foi possivel
determinar a expressdo de Mob4 ao longo do ciclo celular ou em mitose. No entanto,
pode-se especular que se esta proteina apresentar um comportamento semelhante as
ciclinas (figura 2), ou seja, apresentar uma expressao ciclica durante o ciclo celular podera
significar que a Mob4 é também rigorosamente regulada durante a divisao celular e que
podera ser requerida para a progressdo desta. Nomeadamente, se a expressdao de Mob4
apresentar uma variagéo significativa em mitose, Como um aumento na sua expressédo em

relacdo as restantes fases do ciclo; isto sugeriria que a proteina podera ser necessaria para
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a entrada ou progressao da mitose. Se este fosse 0 caso, esses resultados ndo seriam
totalmente inesperados, visto que suportariam os resultados obtidos durante a analise de
células depletadas de Mob4 por iRNA, que sugerem que a proteina Mob4 é requerida

para correta progressdo da mitose e para a célula completar o ciclo celular.

Observados e discutidos os resultados obtidos neste estudo, é possivel verificar que a
proteina Mob4 nem sempre apresenta um comportamento semelhante em ambas as linhas
celulares estudadas, HeLa e hTERT RPE-1. Na tabela 5 encontram-se descritas e
resumidas as observacOes relativas aos resultados obtidos sobre a proteina Mob4 em

HelLa e RPE-1, incluindo as semelhangas e diferencas nestes dois tipos celulares.

Tabela 5-Diferengas e semelhangcas no comportamento da proteina Mob4 observadas

entre as linhas celulares HeLa e hTERT RPE-1

Células HelLa

Células hTERT RPE-1

Agregados
citoplasmaticos

Um Unico agregado
perinuclear presente em
interfase

Mais do que um agregado presente
em interfase; nimero, densidade e
localizacdo dos agregados variavel

Co-localizacéo
com o Golgi

Co-localiza com o Golgi
em interfase

Né&o apresenta co-localizacdo com
o0 Golgi

Sensibilidade a
Brefeldin A

Apresenta sensibilidade a
droga; Brefeldin A causa
dispersdo da Mob4

Estruturas tipo
filamentos

N&o observaveis

Observaveis em interfase

Pontos de adesdo

Acumulagdo em pontos
de adeséo ao substrato

Acumulacdo em pontos de adesdo
ao substrato e em pontos de
contacto celula-célula

Acumulacéo nos
polos do fuso
mitotico

Presente nos dois polos
do fuso mitdtico, de
forma dispersa

Presente nos dois polos do fuso
mitotico, em dois agregados bem
distintos

Defeitos mitoticos
aquando deplecdo
por iIRNA

Células apresentam
defeitos mitdticos, tais
como néo alinhamento

dos cromossomas
mitoticos e defeitos no
fuso mitético

Células apresentam defeitos
mitoticos, tais como ndo
alinhamento dos cromossomas
mitoticos e defeitos no fuso
mitético
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9.CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel construir duas ferramentas para auxiliar no estudo e
caracterizacdo da proteina Mob4. Uma linha celular clonal monoalélica que expressa a
Mob4-mAID-mCherry (figura 23), em células HeLa, e uma populacéo celular ndo clonal

que expressa a proteina de fusdo Mob4-Dendra2 (figura 24), em células hTERT RPE-1.

Foi observado que a proteina Mob4 é uma proteina citoplasmatica, que, em interfase, se
acumula em agregados. Um Unico agregado perinuclear é visto nas células HelLa,
enquanto que varios agregados com diferentes tamanhos, morfologias e densidade séo
observaveis no citoplasma das células RPE-1 (figura 27).

Em células HelLa, Mob4 co-localiza com o Golgi, figura 28, sendo que o tratamento
destas celulas com Brefeldin A revelou que a Mob4 é sensivel a esta droga (figura 30, ver
painel A’). O mesmo ndo acontece com nas células RPE-1 (figura 28), visto que 0s
agregados de Mob4 observados nestas células ndo aparentam proximidade com o Golgi.
Estes dados sugerem gque a Mob4 podera desempenhar um papel na manutencao estrutural
do Golgi, bem como no transporte de vesiculas derivadas do Golgi, apenas em células
Hela.

A Mob4 forma estruturas tipo filamentos e acumula-se nos pontos de aderéncia celular
ao substrato (focal adhesions) e nos pontos de contacto célula-célula, em células
interfasicas (figuras 31 e 32). A relacdo descrita entre o0 STRIPAK, a via Hippo e o
citoesqueleto da actina, a elevada densidade de fibras de stress de actina nas focal
adhesions e os resultados obtidos, em paralelo, no laboratério em células HCT 116 (onde
se observou que a Mob4 se associa com a actina) sugerem que a Mob4 se acumula nos
filamentos de actina nestes dois tipos celulares, HeLa e RPE-1, o que indica que a proteina
Mob4 podera auxiliar na regulacdo do citoesqueleto, a nivel estrutural e da mobilidade

celular.

Em mitose, a Mob4 localiza-se nos polos opostos do fuso mitotico das células metafasicas
(figura 33), sendo que deplecéo desta proteina causou defeitos mitdticos em células Hel a,
figura 13 (Claudia Florindo, dados nao publicados) e em células RPE-1, figura 34. Os
defeitos mais comuns observados foram a presenca de cromossomas nao alinhados na
placa metafésica e defeitos na formacao do fuso mitético. Isto sugere que a Mob4 podera

estar associada aos cinetocoros e ser requerida para a ligacéo estavel entre microtubulos-
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cinetocoros, e associada aos centrossomas, sendo necessaria para a montagem do fuso
mitético. Em conjunto, estes dados indicam que a proteina Mob4 é requerida para a
progressdo da mitose nos dois tipos celulares estudados.

Concluindo, a proteina Mob4 esté associada a diferentes estruturas e organelos celulares,
podendo estar a participar em diversos processos bioldgicos, incluindo na mitose. No
entanto, a Mob4 apresenta diferencas na sua localizacdo e, possivelmente, na sua fungéo
em células HeLa e em células RPE-1. Estes resultados sdo significativos pois sugerem
que a proteina Mob4 se comporta de forma distinta em diferentes tipos celulares, sendo
de enfatizar, mais uma vez, a importancia da realizacdo destes estudos em varias linhas
celulares, incluindo linhas celulares tumorais (tais como, células HelLa) e linhas celulares

ndo tumorais (tais como, células hTERT RPE-1).
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10.PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo ndo s6 confirmou resultados obtidos anteriormente em células HelLa
referentes a proteina Mob4, como também permitiu desvendar algumas das questdes que
ainda persistiam relativamente a localizacdo e potenciais fungdes da proteina Mob4,

especialmente em células RPE-1, uma linha celular primaria, ndo tumoral.

A associacdo da Mob4 com o Golgi em células HelLa é clara, mas a sua fungdo neste
organelo permanece ainda desconhecida. Ja nas células RPE-1, a Mob4 ainda néo foi
associada com nenhuma estrutura ou fungéo bioldgica durante interfase, tendo-se ainda
de descobrir qual o significado dos inimeros agregados de Mob4 presentes no citoplasma
celular. De forma semelhante, a acumulacédo de Mob4 nos filamentos de actina permanece
apenas especulativa, sendo ainda necessario provar esta interacdo nestes dois tipos

celulares.

Em mitose, o foco principal deste estudo, é necessario um estudo mais detalhado da
localizacdo da Mob4, recorrendo-se a microscopia em tempo real, de modo a seguir a
localizagio desta proteina durante as diversas fases da mitose. E fundamental entender
qual a relacdo entre a Mob4 e os centrossomas e/ou cinetocoros, caso esta se verifique.
Apenas através de estudos de funcdo sera possivel determinar qual o papel da Mob4 na
ligacdo microtlbulos-cinetocoros e na formacdo do fuso mitdtico. A Mob4 parece ser
requerida para a progressao da mitose, mas qual é a sua funcéo especifica e essencial
neste processo biolégico?

Mais uma vez, determinar o padrdo de expressdo da Mob4 ao longo do ciclo celular é
imperativo para a compreensdao do papel desta proteina durante ciclo celular,
desvendando se esta € de facto regulada por este processo.

Para além de tudo isto, é também necessario entender se a Mob4 se encontra sempre em
interacdo com o STRIPAK ou se podera executar fungdes de forma individual. Existe a
possibilidade da existéncia de duas fragdes citoplasméticas de Mob4, uma delas associada
ao STRIPAK e outra onde a proteina atua de forma independente do STRIPAK. Se este
for o caso, estas fragdes distintas estdo associadas a que estruturas e a que pProcessos
bioldgicos? Desempenham fungdes semelhantes ou completamente independentes e

distintas?
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Estas sdo apenas algumas das questdes que estdo ainda por responder, para melhor
caracterizar a proteina Mob4 e desvendar quais as moléculas e mecanismos que regulam

o ciclo celular e, em particular, a mitose.

Os resultados obtidos neste estudo levantam todas estas questdes, que espero que possam
ser respondidas num futuro ndo muito longinquo, pelos meus colegas e também por outros
estudantes cujo interesse por tais questdes possa surgir e ser inspirado por estudos tais

como o presente estudo em questéo.
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Figura 37-Plasmideo AlO-mCherry. Plasmideo-base para a constru¢do do pAL135, por
Alvaro Tavares. Este plasmideo contem 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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Figura 2-Plasmideo pDendra2-N vector. Plasmideo-base para a construcdo do pAL61,
por Alvaro Tavares. Este plasmideo contem a sequéncia para a proteina Dendra2 e o gene
de resisténcia & neomicina. Imagem retirada de ’http://evrogen.com, consultado em julho

de 2021
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Curva de morte para G-418, em células hTERT RPE-1
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Figura 3-Curvas de morte para a G-418, em células hTERT RPE-1. As curvas de morte
foram realizadas, previamente, pela Carolina Goncalves, estudante de mestrado no
laboratdrio. No grafico estdo representadas as curvas de morte para as concentracfes 400
e 500 pg/mL.
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Figura 4-Plamideo pMK292 (mAID-mCherry-NeoR). Plasmideo-base para a construgdo
do pAL145, por Alvaro Tavares. Esta plasmideo contem o mini-AlD, o reporter mCherry
e 0 gene de resisténcia & neomicina. Imagem retirada de °https://www.addgene.org/,
consultado a julho de 2021.
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Figura 5-Curvas de morte para a Higromicina B (em cima) e para a Puromicina (em
baixo), em células HeLa. Nos gréaficos estdo representadas as curvas de morte para as
concentragdes 0 a 1000 pg/mL de Higromicina B e 0,1 a 0,9 pg/mL de Puromicina. Nota:
As restantes concentracGes de puromicina testadas, 0.02-0.08 pg/mL e 1-5.5 pg/mL néo
estdo aqui representadas por questdes de simplicidade, no entanto as concentragdes mais
baixas exercem um efeito semelhante a concentracdo 0.1 pg/mL e as mais elevadas um
efeito semelhante a concentracdo 0.9 pg/mL, mas num menor periodo de tempo.
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Figura 6-Rastreio dos clones 1-162, utilizando apenas o par de primers A. Sendo que destes
29 se revelaram potencialmente bi-alélicos devido a auséncia da amplificacdo do fragmento
A (no entanto, apenas 27 clones foram testados para os trés pares de primers).+ refere-se ao
controlo positivo. Os fragmentos observados encontram-se nos 1400 bp, aproximadamente.
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Figura 7-Rastreio dos potenciais clones bi-alélicos com os trés pares de primers (A, B e
C). Mesmo ndo sendo possivel visualizar em todos os clones os fragmentos referentes ao
mAID e ao gene de resisténcia, € possivel visualizar em todos os clones o fragmento A,
descartando-os como bi-alélicos. + refere-se ao controlo positivo. Os fragmentos
observados apresentam 1400 bp, no caso do fragmento A, e cerca de 1200 bp, no caso
dos fragmentos B e C.
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Figura 8-Dinamica do Golgi, em células HeLa, durante o ciclo celular. Durante interfase
0 Golgi estd compactado e localizado perinuclearmente. No entanto, apds a entrada em
mitose, este fragmenta-se e 0s seus componentes dividem-se em duas por¢des que vao
migrar para os polos do fuso durante metafase. Em anafase e telofase é possivel observar
a compactacdo dos componentes do Golgi nos polos opostos do fuso mitético,
assegurando assim a passagem dos componentes essenciais para a formacéo do Golgi em
ambas as células-filha. As células foram fixadas com metanol:acetona e o DNA corado
com DAPI, 0,25 pg/mL. Azul-DNA, verde-giantina.
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Figura 9-Dinamica do Golgi, em células RPE-1, durante o ciclo celular. De forma
semelhante ao observado em Hela, durante interfase o Golgi estd compactado e
localizado perinuclearmente. No entanto, apds a entrada em mitose, este fragmenta-se e
0s seus componentes dividem-se em duas porc¢des que vao migrar para os polos do fuso
mito6tico durante metafase. Em anafase e telofase é possivel observar a compactacao dos
componentes do Golgi nos polos opostos do fuso, assegurando assim a passagem dos
componentes essenciais para a formacao do Golgi em ambas as células-filha. As células
foram fixadas com metanol:acetona e 0o DNA corado com DAPI, 0,25 pg/mL. Azul-DNA,
vermelho-giantina.
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