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Resumo

A proteina hsMobl faz parte de uma familia reguladora de cinases altamente
conservada de levedura até ao Homem. Em termos de funcdo a proteina hsMob1 parece ser a
mais distante do resto da familia, pois as proteinas da sua familia regulam a mitose e
citocinese, enquanto a proteina hsMob1 estd implicada em processos de trafego vesicular.

Resultados preliminares do laboratorio apontam uma funcdo mitética a proteina
hsMob1, mais concretamente como sendo importante para estrutura dos centrossomas e fuso
mitotico. Esses resultados também apontam para a funcdo do hsMobl na localizacdo da
CENP-A. A proteina CENP-A ¢ a proteina que da identidade ao centromero e a partir da qual
0 cinetocoro se monta. Para perceber melhor a fungdo do hsMobl, realizaram-se ensaios de
RNAI e imunofluorescéncia para estudar os fendtipos e possiveis proteinas cuja localizacéo
poderia estar alterada. Antes do estudo dos fenOtipos realizou-se uma experiéncia de
localizagdo, a qual revelou que a proteina é centrossomal ao longo do ciclo celular. Os
fendtipos mitdticos observados sugerem que a proteina hsMobl € importante para o
alinhamento dos cromossomas, para a estrutura do fuso mitético e para a localiza¢do da vy-
tubulina nos centrossomas. A proteina hsMobl ndo parece importante para a localizacdo de
proteinas PIk1 e Aurora B, que estdo envolvidas na correcdo de erros entre os cinetdcoros e
microtubulos evitando assim cromossomas desalinhados. Por outro lado, a proteina hsMob1
parece afetar a proteina centromérica CENP-C, que é uma proteina essencial na estabilizacdo
da CENP-A e importante para o recrutamento de outras proteinas que constituem o
cinetocoro. Estes resultados sugerem que a proteina é importante para a normal progressdo da
mitose através do papel que desempenham na estrutura dos centrossomas e na possivel

montagem do cinetocoro.

Palavras-chave: hsMob1l, mitose, centrossomas, cinetdcoros



Abstract

The hsMobl protein belongs to a family of kinase regulators that is highly conserved
family of kinases from yeast to man. In terms of function hsMob1l protein seems to be the
most divergent from the rest of the family, because this family of proteins regulates mitosis
and cytokinesis, while hsMob1 is implicated in vesicle traffic processes.

Preliminary laboratory results point to a mitotic function of hsMobl protein, specifically as
being important to the structure of the centrosome and the mitotic spindle. These results also
point to a role of hsMobl in the location of the CENP-A. The CENP-A protein is a protein
that gives the identity to the centromere and determines the starting point from which the
kinetochore is assemble. To understand better the function of hsMobl RNAI assays and
immunofluorescence were held to study the phenotypes and possible proteins which location
could be altered. A location experiment revealed that the protein is centrossomal throughout
the cell cycle. The mitotic phenotypes observed suggest that the hsMobl protein is important
for the alignment of chromosomes, the structure of mitotic spindle and the location of
gamma-tubulin to centrosomes. The hsMob1 protein does not appear to be important to the
location of PIk1 and Aurora B proteins, which are involved in the error correction between the
kinetochores and microtubule, avoiding misaligned chromosomes. Furthermore, the protein
hsMob1 appears to affect the centromeric protein CENP-C, which is a protein responsible for
the stabilization of CENP-A and important for the recruitment of other proteins that constitute
the kinetochore. These results suggest that the protein is important for normal progression of
the cell cycle, through the role that hsMobl play in the structure of centrossomes and possible

assembly of the kinetochore.

Key words: hsMob1, mitosis, centrosomes, kinetochores
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1. Introducao

A divisdo celular € um processo importante e essencial para o desenvolvimento e
sobrevivéncia de todos os organismos. Para o organismo multicelular sobreviver e crescer
precisa de ser capaz de dividir as suas células através de um tipo de divisdo celular chamado
mitose. A mitose é importante para varios processos, desde a regeneragdo de tecidos apds uma
ferida ao sustento das células estaminais nos tecidos e 6rgdos. A mitose tem que ocorrer de
forma exata e correta para que o organismo multicelular ndo sofra consequéncias a longo
prazo, nomeadamente cancro. Para que todo 0 processo aconteca sem erros muitas proteinas

estdo envolvidas na regulagdo do mesmo.

1.1.Ciclo celular

O ciclo celular corresponde ao periodo de tempo em que uma célula origina duas células
filhas idénticas. O ciclo celular divide-se em quatro fases G1, S, G2 e M (mitose). A fase G1 é
o intervalo entre o final da fase M e a fase de sintese (fase S), em que a célula aumenta o seu
citoplasma e sintetiza RNA e proteinas. A fase S é a fase de sintese em que se da a replicacédo
do DNA. A fase G2 é o intervalo entre a fase de sintese e a fase M, em que a célula se prepara

para entrar em mitose, continuando a crescer em massa e a sintetizar proteinas [1]

1.1.1. Fases da mitose

A mitose (do termo grego Mitos=filamentos) é um fenémeno celular em que uma célula
divide o DNA replicado na fase S de igual modo pelas duas células filhas, originando duas
células filhas geneticamente idénticas com o mesmo numero de cromossomas, perpetuando o
genoma celular ao longo das geracdes. A mitose classicamente subdivide-se em proéfase,
prometafase, metafase, anafase e tel6fase (Figural.l). Em cada fase acontece um conjunto
complexo de fendmenos celulares: na profase os cromossomas comegam a condensar, e
consequentemente comegam a ser mais visiveis. O nucléolo comeca a dissipar-se, €
gradualmente vai desaparecendo. Os centrossomas comegam a movimentar-se para polos
opostos; na prometafase 0s cromossomas comecam a migrar para o plano equatorial e

comecam a ligar-se aos microtubulos. Da-se a desorganizacdo e dissipacdo do involucro



nuclear. Os centrossomas encontram-se em polos opostos e o fuso mitético forma-se; na
metafase 0s cromossomas, que se encontram bilateralmente agarrados a microtdbulos de
polos opostos, localizam-se no plano equatorial onde se alinham na chamada placa
metafasica; na anafase da-se a separacdo (Segregacdo) dos cromatideos irmaos para polos
opostos. Esta fase subdivide-se em anafase A e anafase B. A anafase A inicia-se com a
dissolugdo da coesdo centromérica entre os cromatideos, permitindo que 0s cromossomas
sejam puxados pelos microtubulos para polos opostos. Na anafase B ocorre um alongamento
da célula levando ao aumento da distancia entre centrossomas; na teléfase os cromossomas
comecgam a descondensar e da-se a reorganizagdo do invélucro nuclear. A maior parte dos
microtubulos do fuso mitdtico despolimeriza, observando-se s6 os microtibulos da zona
central. Nesta fase, inicia-se a distribuicdo equitativa dos organelos celulares pelas duas

células filhas [1].

Cromossoma CETOmCms
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Figura 1.1. Representacdo das fases da mitose. O ciclo celular divide-se na fase G1, S, G2 e M. A fase M
(mitose) subdivide-se em profase, prometafase, metafase, anafase e telofase. Em profase, os centrossomas
comegam a movimentar-se para polos opostos e 0s cromossomas comecam a condensar. Em metafase, 0s
cromossomas comegam a ligar-se ao microtibulos do fuso mit6tico e, os cromatideos irmdos comegam a ser
visiveis. Em metafase, os cromossomas alinham-se na placa equatorial e os cromatideos irmaos estdo agarrados
por microttbulos de polos opostos. Em anafase, os cromatideos irméos sdo puxados pelos microtibulos para
polos opostos (segregacao dos cromossomas). Em telofase, da-se a separacdo dos nicleos das células filhas e o
inv6lucro nuclear reorganiza-se.

1.1.2. Citocinese
No fim da mitose da-se a citocinese que se caracteriza pela divisdo do citoplasma da
célula resultando na separacdo fisica entre as duas celulas filhas. Inicialmente, forma-se um

sulco de clivagem, geralmente situado no equador da célula. Neste sulco de clivagem, forma-



se um anel contractil onde se situam a miosina, actina e outras proteinas, ao qual se da 0 nome
de anel deactomiosina. A medida que o anel contrai vai se formar uma ponte
intracelular constituida por feixes de microtibulos, até que o feixes se focam numa estrutura
que se chama midbody (Figura 1.2). O evento final da citocinese € a abscisdo em que se da o

corte da ponte intracelular e, desta forma a separacgéo fisica das células filhas [2].

Midbody
\J

PN
N

Cromatina Anel de acto-miosina
Microtubulos

Figura 1.2. Citocinese. Primeiramente, da-se a formacdo do anel contratil que vai contrair e
originar uma ponte intracelular que separa as duas células filhas. No passo final da citocinese da-se
a abscisdo que se caracteriza pelo corte da ponte intracelular. (Adaptado de [2])

1.2. Pontos de controlo (checkpoints)

O ciclo celular ¢ um processo complexo que envolve varios passos criticos, como a
replicacdo de DNA em interfase e a segregacdo dos cromossomas para as células filhas em
mitose. Erros nestes passos podem ocorrer e resultar em consequéncias para a célula e a longo
prazo para o organismo multicelular. O mecanismo de regulacdo do ciclo celular sé foi
clarificado em 1989, por Hartwell e Weinert, que introduziram o conceito de checkpoints
(pontos de controlo) [3]. Os pontos de controlo sdo compostos pelas CDKs (Cyclin-
Dependent Kinases) e pelas ciclinas. As CDKs sdo cinases serina/treonina heterodiméricas
compostas pela subunidade catalitica (cinase) e uma subunidade regulatéria (ciclina) [4]. A
oscilacdo periddica da atividade CDK/ciclina de forma ordenada garante que o ciclo celular
ocorra de forma ordenada e irreversivel. Esta oscilacdo é regulada através de varios
mecanismos: sintese de ciclinas, ativacdo das CDKs pelas CAKs (Cdk-Activating Kinases),
inibicdo das CDKs pelas CKIls (Cyclin Kinase Inhibitors) e a degradacdo das ciclinas. As
ciclinas sdo levadas para o proteossoma para serem degradadas através de dois sistemas de
ubiquitina ligase: SCF (Skpl-Cullin-Fbox protein complex) e APC (Anaphase-Promoting

Complex). O SCF reconhece as ciclinas como substratos quando estas se encontram



fosforiladas, enquanto o APC ubiquitina ciclinas quando fatores especificos se encontram
fosforilados [4].

Existem trés pontos de controlo ao longo do ciclo celular: o ponto de controlo na
fronteira G1/S que monitoriza o tamanho e a integridade do DNA; o ponto de controlo na
fronteira G2/M que monitoriza se todo o DNA foi replicado e existe dano no mesmo; o ponto
de controlo M que monitoriza a formacdo do fuso mitotico e se todos 0os cromossomas se
encontram corretamente ligados aos microtubulos do fuso mitdtico (mecanismo deste ponto

de controlo explorado no capitulo 2.4) [5].

1.3.Estruturas mitdticas

1.3.1.Centrossomas

Os centrossomas foram primeiramente descritos em 1888 por Theodor Boveri, estes
sdo organelos citoplasmaticos que ndo possuem membranas e sdo constituidos por dois
centriolos posicionados perpendicularmente. Os centrossomas sdo rodeados pela matriz
pericentriolar (PCM), que € uma matriz rica em proteinas importantes para a integridade e
funcdo dos centrossomas, como por exemplo os anéis de y-tubulina (y-TuRC). [6]. Os y-
TuRC (y - tubulin ring complex) sdo importantes para a nucleacdo e organizacdo dos
microtUbulos. Outras proteinas dos centrossomas sdo a centrina, Plk1, pericentrina, entre
outras [7]. A centrina € uma pequena proteina que se encontra associada aos centriolos e
desempenha um papel na duplicacdo dos centrossomas. A pericentrina desempenha um papel
no recrutamento da y-tubulina entre outras proteinas [6]. O PIk1 é uma proteina centrossomal
que esta envolvida no recrutamento da y-tubulina [8].

Os centrossomas sao responsaveis pela nucleacdo dos microtubulos e funcionam como
0s principais centros de organizacdo de microtibulos (MTOC) em células animais. Muitas
proteinas estdo concentradas nos centrossomas, incluindo reguladores do ciclo celular como
por exemplo ciclina E, Cdk2, Cdc25 e p53 levando a acreditar que o papel dos centrossomas
vai além da organizacao dos microtabulos [9].

Especificamente no ciclo celular, os centrossomas desempenham uma papel
importante contribuindo para a bipolaridade do fuso mitético, a posi¢cdo do fuso e para a
citocinese. Apesar de se encontrar descrito que os fusos bipolares se podem formar na
auséncia dos centrossomas, estes organelos tém uma importancia dominante no nimero de
fusos. Sabe-se que aberracdes numeéricas e estruturais dos centrossomas estdo implicadas no
cancro [6, 10].



Baseado em mudancas morfoldgicas, durante o ciclo celular, o ciclo dos centrossomas
subdivide-se numa série de eventos: duplicacdo dos centrossomas, maturacdo, separacao e
desorientacdo (Figura 1.3). No inicio do ciclo celular, a célula apresenta um centrossoma
(dois centriolos) sendo que na fase S a célula duplica o centrossoma resultando em dois
centrossomas (quatro centriolos). Em G2, da-se a maturagdo dos centrossomas, em que a y-
tubulina é recrutada para a zona da PCM. As cinases PIk1 e Aurora estdo envolvidas neste
recrutamento, pois fosforilam proteinas que recrutam a y-tubulina e outras proteinas para a
PCM. Na passagem G2/M, os centrossomas sdo separados por varias proteinas motoras. Por
ultimo, acontece a desorientacdo dos centrossomas em que 0 centriolo mais maturo se move

para a zona de abscisséo em citocinese [10].
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Figura 1.3. Ciclo dos centrossomas. Na fase S da-se a duplicagdo dos centrossomas. Na fase G2 da-se
a maturacdo dos centrossomas. Em mitose da-se a separacdo dos centrossomas. E por fim, no fim da
mitose da-se a desorientacdo dos centriolos. A azul escuro esta representado o centriolo mais maturo. A
verde claro esté representada a matriz pericentriolar que rodeia os centrossomas. (Adaptado de [10])

1.3.2.Microtubulos

Os microtubulos séo constituidos por heterodimeros de o/f tubulina e sdo nucleados a
partir de anéis de y-tubulina (y-TUCR) que se encontram nos centrossomas. Estes anéis de y-
tubulina sdo o ponto de partida para a nucleacéo e crescimento do microtubulos, deste modo

os dimeros de a e 3 s3o adicionados a estes anéis numa orientagcdo especifica de maneira que a



extremidade — (minus) do microtibulo fique embebida no centrossomas e, que o crescimento
do microtibulo s6 ocorra na extremidade + (plus). Os microtabulos sdo estruturas dindmicas
que alternam entre os estadios em que crescem e encolhem, polimerizam e despolimerizam
respetivamente. A este comportamento da-se o nome de instabilidade dindmica [7, 11]

Ao longo do ciclo celular ocorrem duas mudangas na organizacdo e no comportamento
dos microtUbulos que sdo essenciais para a montagem do fuso mitético. Em interfase os
microtUbulos sdo nucleados através de um Unico centro organizador e em mitose passam a ser
nucleados a partir de dois centros organizadores (dois centrossomas). Para além desta
mudanga na organizagdo dos microtubulos de interfase para mitose, a dindmica dos
microtubulos também muda drasticamente. Em interfase, os microtibulos sdo longos e
estaveis com um tempo de meia vida de mais de 10 minutos. Quando a célula entra em mitose
0s microtdbulos tornam-se curtos e bastante instaveis, sendo que o tempo de meia vida é
menos de 60 segundos. Esta mudanca possibilita 0 movimento dos cromossomas em anafase
em que os microttbulos despolimerizam e puxam os cromossomas para polos opostos [12].

Em mitose, os microtibulos formam um fuso mitético bipolar. Este fuso mitético é
composto por trés classes de microtibulos: os microtabulos polares, astrais e cinetocorianos
(representados na Figura 1.3). Estas diferentes classes de microtibulos estdo envolvidas em
aspetos diferentes da organizacdo e funcionamento do fuso. Os microtibulos astrais sdo
nucleados a partir dos centrossomas e crescem na orientacdo oposta a do fuso mitético. Estes
interagem com o cortex da célula, desempenhando uma papel importante no posicionamento
do fuso mitético. Os microtibulos polares sdo nucleados a partir dos centrossomas e
prolongam-se até o centro da célula, sendo responsaveis na fase inicial da formacéo do fuso,
pela interacdo com proteinas que estabelecem pontes entre os microtibulos de polos opostos.
Por ultimo, a classe dos microtibulos cinetocorianos que também sdo nucleados a partir dos
centrossomas e prologando-se até ao centro da célula onde se ligam aos cinetocoros dos
cromossomas. Estes desempenham um papel no alinhamento dos cromossomas na placa

metafasica e na separacdo dos cromatideos irmaos em anafase [13]

1.3.3.Cinetocoros

Como mencionado anteriormente, um dos passos criticos da mitose é a segregacao
correcta dos cromossomas para as células filhas. Os cromossomas tém uma zona
especializada que se chama de centrémero, sob a qual um complexo de proteinas chamado

cinetocoro é montado. Os cinetocoros desempenham um papel importante em Varios



processos, nomeadamente na captura dos microtabulos e no alinhamento dos cromossomas na
placa metafasica, na corre¢do de erros de ligacdo entre microttbulos e cinetocoros, em manter
0 ponto de controlo M activo até que todos 0s cromossomas estejam correctamente
biorientados e em estabelecer tensdo no centromero para que o ponto de controlo seja
silenciado e, desta maneira a célula entrar em anafase [14].

Na auséncia de um centromero funcional, o cinetocoro ndo se monta e 0s
cromossomas véo falhar a segregacdo em mitose. Sabe-se que o tamanho e o processo de
reconhecimento da posi¢do do centromero varia entre organismos. Pensa-se que a natureza da
identidade do centromero em vertebrados é epigenética e, que a chave desta é a variante da
histona H3 CENP-A [15]. Nos cromossomas, 0 DNA encontra-se enrolado em volta de
nucleossomas constituido por quatro tipos de histonas, H3, H4, H2B e H2B, sendo que a
CENP-A substitui a histona H3 nos centromeros activos (Figura 1.4.A) [16]. Para a CENP-A
funcionar como marcador de centrébmeros tem que ser estruturalmente e funcionalmente
diferente das outras histonas. De facto, existe uma regido da sequéncia da Cenp-A que
providencia propriedades diferentes, garantindo que este nucleossoma seja reconhecido pelos
factores de deposicdo especializados [17, 18].

A Cenp-A esté estavelmente associada com os centromeros e, a incorporacdo de nova
CENP-A s6 acontece nos sitios onde esta ja existe. A incorporacdo de nova Cenp-A sé se da
em G1 e depende de uma série de factores especializados. Estes factores incluem um
chaperone especializado HIURP que reconhece o dominio alvo da CENP-A. Inicialmente, o
complexo HJURP liga-se aos dimeros de CENP-A/H4 sollvel que estdo acumulados no
citoplasma, de seguida o complexo Mis18 (composto por Mis18a, Mis18p ¢ MisBP1/KNL2)
que se localiza no centrémero, recruta o esse complexo para os centrémeros, levando a
incorporacdo da CENP-A (Figura 1.4.B). A CENP-A interage com a proteina do cinetdcoro
CENP-C, responsavel pela estabilizacdo da CENP-A nos nucleossomas em mitose [19]. A
CENP-C também funciona como recetor do complexo Mis 18 que garante que a cromatina
que contem a CENP-A é capaz de ser propagar sozinha [18]. Em interfase, o centromero
contém 200 nucleossomas de CENP-A, que se dividem em 100 nucleossomas CENP-A nos
cromossomas mitéticos. Cada nucleossoma tem duas cOpias da molécula CENP-A [18].

A interacdo dos cinetocoros com os microtubulos é uma tarefa especialmente dificil,

pois os microtubulos ndo s&o uma estrutura estatica. Os microtibulos estdo constantemente a



crescer e a encolher atraves de polimerizacdo e despolimerizacdo, dado isto os cinetocoros
ttm que se manter estavelmente ligados aos polimeros dos microtibulos que estdo
constantemente a encolher e a crecer. Em células animais, por cada cinetocoro ligam-se 15-20
microttbulos [20]. A CENP-C interage também com o complexo Misl2, que por sua vez
interage com KNL1 e com o complexo Ndc80 que sdo importantes para a ligagdo com o0s
microtubulos [21]. O complexo Ndc80 liga-se diretamente aos microttbulos, criando ligagdes
robustas entre os cinetdcoros e os microtubulos, sendo que a disrup¢do na funcdo deste

complexo resulta na segregacao errada dos cromossomas [22]
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Figura 1.4. Estrutura dos centrémeros e cinetocoros. A) Representagdo de um cromossoma em que
demonstra a diferenga entre 0s nucleossomas dos centrdmeros e 0s outros nucleossomas. Como se pode
observar, 0 DNA encontra-se enrolado em volta de histonas, e em que no centrémero a histona H3 (representada
por uma esfera verde) é substituida pela CENP-A (representada por um esfera vermelha) nos centromeros; B) Na
fase G1, o HJURP liga-se a dimeros de CENP-A/histona H4 e é recrutado para os centromeros recrutado
complexo Mis 18. (Adaptado de [16, 20])

Através de microscopia eletronica pode-se distinguir trés placas proteicas na estrutura
dos cinetocoros, interior, exterior e a intermédia, sendo que a interior e a exterior sdo mais
densas do que a intermédia. Cada placa proteica tem uma funcdo atribuida e para isso
apresentam um conjunto variado de proteinas. As proteinas localizadas na parte interior do
cinetdcoro sdo responsaveis pela montagem e a determinacdo do tamanho do cinetécoro,
como por exemplo: a CENP-A. A interzona é onde se localiza os recetores de tenséo e a
sinalizacdo do ponto de controlo M. As proteinas situadas na zona exterior sdo responsaveis
pela ligacdo da extremidade (+) dos microtibulos aos cinetdcoros, pela regulacdo da dindmica
dos microtibulos e sinalizacdo do ponto de controlo, como por exemplo PIk1 [23]. Existe
outra camada proteica que nao pertence ao cinetdcoro mas € a base da montagem deste que é
a heterocromatina centromérica. As proteinas desta camada sdo responsaveis pelo suporte

estrutural e pela correcdo de erros entre microtubulos e cinetocoros [23].



1.4, Transicao metafase-anafase

A transicdo metafase-anafase é irreversivel em mitose, uma vez iniciada a célula
prossegue para anafase e sai de mitose. Em metafase, os cinetdcoros dos cromatideos irméaos
ligam-se agarrados por microtubulos de polos opostos. Os microtibulos exercem forcas de
tensdo para separar os cromatideos irmé&os para polos opostos, estas forgas sao contrariadas
pela coesdo entre os cromatideos irm&os. Quando chega o tempo da transicdo da metafase-
anafase a coesdo entre os cromatideos irmaos € dissolvida permitindo que eles sejam puxados
para polos opostos. O passo de segregacao dos cromossomas é um passo crucial para as

células, sendo que erros podem ser deletérios para a célula.

1.4.1. Checkpoint SAC

Para evitar erros na segregacao dos cromossomas a célula tem que garantir que todos
cromossomas estdo bilateralmente agarrados ao fuso mitético. Para isso, existe um ponto de
controlo que monitoriza se 0s cromossomas estdo bilateralmente e corretamente ligados ao
fuso no fim de metafase. Este ponto de controlo impede que a célula entre em anafase
prematuramente sem que 0s cromossomas estejam todos bilateralmente agarrados, emitindo
um sinal para ndo se iniciar a anafase. As proteinas que desempenham esta importante funcéo
sdo as proteinas do ponto de controlo SAC (Spindle assembly checkpoint): Madl, Mad2,
Mad3, Bubl, Bub3 e Mps [24, 25].

O sinal do ponto de controlo SAC depende em parte da proteina, Mad2. Mais
concretamente depende do estado conformacional da proteina. Esta proteina pode apresentar
uma conformacgdo ‘“fechada” ou ‘“aberta”. Na conformacgdo aberta, chamada O-Mad2, a
proteina esta essencialmente inativa. Por outro lado, na conformacdo fechada, C-Mad2, é a
conformacdo que é mantida nos cinetdcoros com defeitos de ligacdo. Quando o ponto de
controlo SAC deteta alguma ligacdo errada entre cinetécoro e microtubulo a proteina C-Mad2
sai do cinetdcoro e, juntamente Bub3 e BubRI formam o complexo, que se associa a proteina
Cdc20, prevenindo que esta ative o APC/C [24, 25] (Figura 1.5). O complexo APC/C
(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) é uma ubiquitina ligase que leva substratos
especificos para a degradacao pelo proteossoma 26s [26]. Estes substratos especificos incluem
a ciclina B e a securina. A securina inibe a separase, que é responsavel por manter a coesdo

dos cromatideos, até a célula estar preparada para entrar a anafase [26, 27].
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Figura 1.5. Ponto de controlo M (SAC). Quando o cinetocoro ndo se encontra ligado ao microtabulo, o
complexo composto por Bub3, BubRI e Mad2 liga-se & proteina Cdc20 levando a inibi¢do do APC/C. A
inibicdo do APC/C vai impedir a degradacdo da Securina e da Ciclina B, impedindo que a célula prossiga
para anafase. (Adaptado de [27])

Quando todos o0s cinetdcoros se encontrarem corretamente ligados aos microtibulos as
proteinas do ponto de controlo deixam de ser recrutadas para o cinetdcoro levando a ativacao
do APC/C pela proteina cdc20. A ativacdo do APC/C leva a degradacdo da securina que vai
desencadear a separacdo dos cromatideos irmaos, e consequentemente a entrada em anafase.
A ativacdo do APC/C leva também a degradacdo da ciclina B [27, 28].

1.4.2. Mecanismo de correcao de erros

Erros durante a mitose podem resultar em consequéncias catastréficas para a célula.
Dado isto, 0 cinetdcoro tem que mover 0s cromossomas, mas também monitorizar este
processo e corrigi-lo se necessario. Os cromatideos irmdos tém que tem que se ligar a
polimeros dos microtubulos de polos opostos, esta é a forma correta. Porém, muitos erros
podem ocorrer nesta ligagdo nomeadamente a falha na ligacdo a um ou aos dois cinetécoros,
os cromatideos irmdos estarem ligados ao mesmo polo do fuso mitético ou 0 mesmo
cromatideo irméo estar ligado simultaneamente aos dois polos do fuso. Na presenca deste
erros € critico que exista uma mecanismo que os detete e os corrija.

A proteina Aurora B, que se localiza na regiéo interior do cinetdcoro, € uma cinase

chave no mecanismo de corre¢do [29]. A Aurora B fosforila proteinas envolvidas na ligacéo
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microtubulo-cinetocoro inibindo a fungdo destas, incluindo o complexo Skal e o complexo
Ndc80. Estes complexos tém como funcdo criar ligagdes robustas entre os cinetdcoros e 0s
microtUbulos. A combinacéo da fosforilagdo destes complexos elimina as ligagdes incorretas,
deixando os cinetocoros livres para fazerem novas ligacdes. E crucial que este mecanismo
afete as ligagOes erradas sem afetar as ligacOes corretas. Quando 0s cromossomas estdo
bilateralmente agarrados aos microtubulos estdo sobre tensdo levando a que cromatina
centromérica se afaste dos cinetocoros, desta forma os alvos da Aurora B estdo fora de
alcance [30] . Por esta razdo, a Aurora B funciona como um “sensor de tensdo” (Figura 1.6).
Por sua vez quando os microtubulos nédo estéo corretamente ligados ao cinetcoro ndo existe a
forca de tensdo, sendo que os alvos da Aurora B ja sdo fosforilados por esta, pois encontram-
se ao alcance desta cinase [31].

A fosforilacdo desempenha um papel importante em impedir as ligacdes incorretas
entre microtubulos e cinetdcoros, porém esta fosforilacdo tem que ser removida quando a sua
funcdo esta cumprida. As fosfatases PP1 e PP2, que se localizam no cinetocoro, sdo

responsaveis para desfosforilar os substratos no momento certo [32, 33].
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Figura 1.6. Mecanismo de corre¢do dependente de um sensor de tensdo. Quando o centrdmero ndo esta
sujeito a pressdo a Aurora B consegue fosforilar as suas proteinas alvo, resultando na destabilizacdo das ligacdes
erradas. Quando o centromero esté sujeito a pressao a Aurora B j& ndo estd ao alcance das proteinas alvo, deste
modo ndo as consegue fosforilar (adaptado de [20])
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1.5. Aneuploidia: causa ou consequéncia do cancro?

A mitose é um processo complexo que precisa de ser cuidadosamente controlado e
regulado. As células devem corretamente segregar 0s cromossomas para que as células filhas
recebam o mesmo numero de cromossomas (Figura 1.7). Caso exista uma mé segregagdo dos
cromossomas resultara em aneuploidia para as células filhas[34]. Aneuploidia é a condicdo
em a célula ganha ou perde cromossomas, condicdo muito associada a tumores. EXxiste
controvérsia em volta da relacdo de causa e consequéncia entre o cancro e a aneuploidia.

Sabe-se que maior parte dos tumores sélidos apresenta um cariétipo de 40-90 ou mais
cromossomas [35, 36]. Esta aneuploidia em cancro surge da chamada instabilidade
cromossomica que se define pelas altas e persistentes taxas de perda e ganho de cromossomas
Esta constante perda e ganho podem dever-se a uma ma segregacdo dos cromossomas, que
pode derivar de varios erros durante a mitose como: defeitos no ponto de controlo SAC,
coesdo dos cromatideos irmaos, ligacdo entre cinetécoro-microtibulo e numero de

centrossomas [35]
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Figura 1.7. a) LigacBes em que os cromatideos irméos estdo ligados a microtdbulos do mesmo polo do fuso e
em que um cromatideo estd desligado do fuso acontecem em prometafase. Estas ligagGes sdo corrigidas e
resultam em ligacGes corretas em metafase e numa anfase com a correta segregacdo dos cromossomas; b) No
caso em que essas ligacBes se perpetuam em metafase vai dar origem a cromossomas arrastados em anafase,
resultado em aneuploidia nas células filhas. (Adaptado de [36])

O cancro caracteriza-se pela divisdo descontrolada das células que podem invadir e
espalhar-se para outras partes do corpo (metastases), segundo a definicdo da Organizacao
Mundial de saide (WHO). As células cancerigenas comprometem capacidades bioldgicas e
ganham capacidades que as torna capazes de proliferar descontroladamente, a que se chamam
hallmarks do cancro. (Figura 1.8)[37].

Sabe-se que desregulacéo de genes envolvidos na reparacdo do DNA, oncogenes e

supressores de tumores estdo envolvidos na causa de tumores humanos [38]
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Figura 1.8. Hallmarks do cancro (adaptado de [37])

1.7.Familia das proteinas MOB

A familia das proteinas Mps One Binder (MOB) est4 altamente conservada desde a
levedura ao Homem. As proteinas desta familia sdo indmeras vezes descritas como co-
activadoras de cinases. As proteinas Mob estdo implicadas em vias de sinalizacdo importantes
para a saida de mitose, progressdo do ciclo celular, morfogénese, polaridade celular e
apoptose [39, 40]. A primeira proteina desta familia, Mob1p, foi descrita em levedura como
parceira molecular da proteina Mspl e, como sendo importante para a saida de mitose (MEN)
e citocinese [41].

Estas proteinas Mob encontram-se altamente associadas as cinases NDR (nuclear
Dbf2-related) /LATS (large tumor supressor) [39]. As cinases NDR/LATS sdo um subgrupo
da familia de cinases AGC e, as células humanas expressam quatro tipos de cinases
NDR/LATS: NDR1, NDR2, LATS1 e LATS2. Esta familia de cinases NDR/LATS também
se encontra altamente conservada de levedura até ao Homem, e sdo componentes essenciais
nas vias de sinalizacdo que controlam importantes processos celulares como saida de mitose,
citocinese, proliferacdo celular e apoptose [42]. As cinases NDR/LATS também se encontram
envolvidas na via de sinalizagdo Hippo, uma cascata de sinalizacdo supressora de tumores que

controla o proto-oncogene YAP/TAZ. As cinases NDR/LATS néo funcionam sozinhas, por
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um lado necessitam de membros da familia de cinases Ste20 para serem fosforiladas e, desta
forma serem cativadas. Por outro lado, necessitam de alguns membros da familia Mob para
desempenhar a sua funcéo na integra [42].

Apesar de ser uma familia conservada de genes, o numero de genes varia entre
organismos. Em levedura, organismo unicelular, existem dois genes que codificam para duas
proteinas diferentes, Moblp e Mob2 [41]. Em Drosophila, o quadro estende-se para trés
genes que codificam 3 proteinas dMob (Drosophila Mob proteins) [39, 43]. Em Humanos
existe ainda uma maior complexidade, pois até a0 momento 7 genes desta familia estdo
descritos: hsMobl (Phocein), hsMob2, hsMob3A, hsMob3B, hsMob3c, hsMob4A e
hsMob4B (Florindo & Tavares, Human Genome Data Base, direct submission, 2003).

1.7.1. hsMob2

A proteina hsMob2 estd envolvida na duplicacdo dos centrossomas e na apoptose.
Estudos de sobreexpressdao e RNAIi foram feitos para a proteina hsMob2, mostrando que
quando a proteina hsMob2 é sobreexpressa afeta funcfes bioldgicas da cinase NDR, como a
apoptose e a duplicacdo dos centrossomas. Por outro lado, quando as células sdo sujeitas a
RNAI a atividade da cinase NDR aumenta. Conclui-se que a proteina hsMob2 regula
negativamente as cinases NDR1/NDR2 humanas, e compete com a proteina hsMob4 para se
ligar a estas cinases [44].

A proteina hsMob2 também ¢é responsavel pela ativacdo do ponto de controlo e pela
resposta ao dano de DNA. Esta proteina interage com a proteina RAD50, que faz parte de um
complexo importante envolvido na reparacdo de danos de DNA. Quando as células sdo
sujeitas a RNAI contra hsMob2 apresentam sensibilidade para danos de DNA e apresentam
pontos de controlo defeituosos [45].

1.7.2. hsMob3

As proteinas hsMob3a, hsMob3b e hsMob3 sdo as menos estudadas da familia Mob e,
por isso pouco se encontra descrito sobre estas proteinas. Sabe-se que estas proteinas nao
interagem com as cinases NDR/LATS [44]. Recentemente foi publicado que a proteina
hsMob3 esta sobreexpressa no glioblastoma multiforme humano, e estudos in vivo

mostram que esta sustém o crescimento celular e promove a tumorigénese, impedindo a
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apoptose. Nomeadamente a proteina hsMobl interage com a proteina MST1 regulando
negativamente [46]. A proteina MST1 desempenha um papel importante na regulacdo da
apoptose e proliferacdo celular [47].

Deste modo, a proteina € um possivel alvo terapéutico para o glioblastoma. Estas

observagdes suportam a potencialidade da proteina hsMob3 como oncoproteina [46].

1.7.3. Mob4

A proteina Mob4 ¢ a proteina mais estudada da familia Mob. Na verdade, quando se
menciona a proteina a Mob4 referimo-nos a duas proteinas Mob4A e Mob4B. Estas duas
proteinas sdo 95% idénticas, mas transcritas por dois genes independentes. Estas proteinas
interagem com as cinases NDR/LATS [48].

A proteina hsMob4 localiza-se nos centrossomas em mitose e no corpo central
(midbody) em citocinese. Usando a técnica de RNAI, observou-se que quando se remove
hsMobl em células Hela estas ndo sdo capazes de realizar a abscisdo da ponte intracelular
(passo final da citocinese), como consequéncia da hiper-estabilizacdo dos microtibulos na
zona do corpo central. Para além da observacdo deste fendtipo também se observou que as
celulas se tornavam mais moveis [49].

Em drosofila, a proteina dMob4 (também designada de MATS) é um supressor de
tumores. Na auséncia do MATS existe uma elevada proliferacdo celular, apoptose deficiente e
sobre-crescimento dos tecidos, levando a formacdo de tumores. Isto pode ser justificado pelo
fato que o MATS interage com a cinase WTS (homologa da cinase NDR), que € uma cinase
que matem o equilibrio entre a apoptose e a proliferagéo [50, 51]

Estudos também foram feitos em Tetrahymena (protozoéario ciliado), sendo que a
remocao de Mob4 neste organismo unicelular resulta em planos anormais de divisao, paragem
em citocinese e ciliogénese € atrasada. Conclui-se que o Mob4 é um importante marcador da
polaridade celular, sendo crucial para o estabelecimento do correto plano de divisdo, para

completar a citocinese e para taxas de crescimento normal dos cilios [52].

1.7.4. HsMob1/Phocein

A proteina hsMobl foi primeiramente descrita em 2001 com o nome de Phocein,
através de um yeast two hybrid realizado no cérebro de ratinho que tinha como alvo a striatin
[53]. Esta proteina é transcrita por um gene que se localiza no cromossoma 2 (Figura 1.9),
resultando numa proteina de 26kDa.
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Figura 1.9. Localizacédo do gene Mob1 no cromossoma 2

Esta proteina pertence a familia dos Mobs mas em termos de funcéo parece a proteina
mais distante da familia, pois todas estdo envolvidas na regulagcdo da mitose e da citocinese. A
proteina hsMobl é uma proteina intracelular que se localiza nos neurénios, nomeadamente
nas células Purjinke [53, 54]. Estudos bioquimicos mostram que a proteina hsMobl interage
com varias proteinas envolvidas no trafego vesicular, como a Striatin, Eps-15, Dinamina -1 e
NDPK. Dadas estas interacdes pensa-se que esta proteina esta implicada no trafego vesicular
[55].

Também foi realizada a localizacdo da proteina em células HelLa, e observou-se que
esta se localiza no complexo de Golgi. No seguimento desta experiéncia, verificou-se
homologia de sequéncia entre a hsMobl e os adaptadores das vesiculas revestidas de clatrina.
Dado esta observacao, a hipdtese é que tal como nos neurénios a hsMobl esta envolvida no
trafego vesicular em célula HelLa [53].

A proteina hsMobl faz parte do complexo STRIPAK, que consiste na interacdo da
Striatin com cinases e fosfatases. Este complexo parece estar implicado em varios processos
como controlo do ciclo celular, apoptose, trafego vesicular, polaridade celular, migracdo
celular e desenvolvimento neuronal [56].

Através de uma pesquisa na base de dados The Protein Atlas, encontrou-se uma tabela
gue nos mostra 0s niveis de expressdo da proteina hsMobl em cancro e em tecidos normais
(Figura 1.10). Pode-se observar na figura 1.10 que a proteina hsMobl encontra-se mais
expressa no cancro que no tecido saudavel correspondente, em maior parte dos casos. Sendo
que o azul-escuro corresponde a muito a expresso, o0 azul claro a expressdo médio, vemos que
por exemplo no cancro colo-rectal a proteina hsMob1l é claramente mais expressa no cancro
que tecido saudavel, o que corresponde a uma expressdo média (azul claro). Estas

observacdes parecem sugerir que o hsMob1 é um oncogene.
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Figura 1.10. Expresséo da proteina hsMobl1 em varios cancros. Imagem obtida a partir da base
de dados Protein Atlas. Esta tabela representa a expressdo da proteina hsMobl em diferentes
cancros comparativamente com o tecido normal. A expressdo da proteina é classificada como alta
(azul escuro), média (azul), baixa (azul claro) e ndo detectada (branco).

Através de uma analise bioinformética sabe-se que a proteina hsMobl tem como
possiveis interatuantes cinases e fosfatases, o que seria de esperar de proteinas da familia
Mob. Outros interatuantes foram encontrados que ndo coincidem com as outras proteinas da
familia Mobl, sendo elas chaperonas [57]. As chaperonas sdo proteinas envolvidas no
enrolamento de proteinas. O hsMob1l parece ser a Unica proteina da familia Mob1 envolvida

no enrolamento de proteinas.

1.7.4.1.Drosophila Mob1 (dMob1)

O homologo da proteina hsMobl em Drosophila é a dMobl que partilham 80% de
identidade em sequéncia de aminoacidos. Em Drosophila, esta descrito que a proteina dMob1
se localiza nos pélos do fuso e que na sua auséncia as celulas de Drosophila apresentam p6los
monopolares e as fibras dos cinetocoros tem dificuldade em focarem-se nos polos do fuso
[58]. O dMobl também se encontra descrito como sendo importante para a formacdo das

sinapses, o transporte axonal e organizacdo dos microtubulos [59].
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1.7.4.2. hsMob1 é importante para a estrutura dos centrossomas e para o
alinhamento dos cromossomas

O laboratério do professor Alvaro Tavares foca-se no estudo do ciclo celular e nos
mecanismos envolvidos neste processo. Dado isto, a familia Mob despertou interesse e foi
feito um estudo preliminar sobre todas as proteinas desta familia. Em relagdo a proteina
hsMobl obtiveram-se resultados interessantes. Observou-se que quando se diminuiam 0s
niveis de hsMobl (usando a técnica de RNAI) as células falhavam o alinhamento dos
cromossomas na placa metafasica e que a y-tubulina se encontrava espalhada nos polos do

fuso e ndo concentrada (Figural.11).

Merge

RNAi Mobl

Figura 1.11. RNAI de proteina hsMobl em celulas HeL a resulta em cromossomas desalinhados. A verde
estd representada a marcagdo da o-tubulina (que se localiza nos microtibulos), a vermelho a marcacdo da vy-
tubulina (que se localiza nos centrossomas) e a azul o DNA. Painel A) Pode observar-se uma célula que sofreu
RNAI de hsMobl com cromossomas desalinhados (indicados com uma seta laranja) e a y-tubulina espalhada
pelo polo do fuso (indicada com seta azul). Painel B) Pode obervar-se uma célula que sofreu RNAI de hsMobl
com cromossomas desalinhados (indicados com seta laranja). Resultados ndo publicados (Claudia Florindo)

Microscopia em tempo real também foi realizada para observar melhor o que
acontecia quando os niveis da hsMob1 eram reduzidos. Observou-se que as células sujeitas ao
RNAI do hsMobl apresentavam um atraso em prometafase. Células controlo demoraram em
média ~66minutos a percorrer a prometafase, enquanto celulas que sofreram RNAI
demoraram em média ~303minutos, sugerindo que o ponto de controlo foi ativado (Figura
1.12.A). Pode-se observar na figura 1.12.B que a morte celular em mitose é elevada (~40%).
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Figura 1.12. As células que sofrem RNAIi de hsMobl sofrem uma paragem em prometafase e a morte em
mitose é elevada. A) As células que sofrem RNAI demoram em média ~306 minutos em prometafase, enquanto
as células controlo demoram ~66minutos. B) A morte celular em mitose é mais elevada nas células que sofreram
RNAI de hsMob1 do que nas células controlo. Resultados ndo publicados (Claudia Florindo).

De seguida, procuraram-se proteinas que quando sujeitas a RNAIi apresentavam o
mesmo fendtipo que o RNAI de hsMobl para ver em que possiveis mecanismos a proteina
estd envolvida. Encontra-se publicado que quando os niveis proteicos da CENP-E sdo
reduzidos resultam no mesmo fenotipo, isto €, cromossomas desalinhados. Dado isto, foi-se
observar se 0 RNAI do hsMob1 alterava a localizacdo da CENP-E usando a proteina CENP-A
como controlo. Surpreendentemente, a localizacdo da proteina CENP-E ndo se encontrava
alterada ao contrario da localizacdo da CENP-A (figura 1.13). A CENP-A como mencionado

na introducdo é a proteina chave de um centromero funcional.

Merge CENP-A

Controlo

Mobl RNAi

Figura 1.13. A CENP-A diminui nos centrémeros nas células que sofrem RNAi de hsMobl. A vermelho
esta representada a marcacao da a-tubulina (que se localiza nos microtdbulos), a verde a marcacdo da CENP-A
(que se localiza nos centrémeros) e a azul 0 DNA. Pode observar-se na célula controlo a CENP-A se encontra
localizada nos centromeros. Por outro lado, na célula que sofreu RNAI de hsMobl, a CENP-A diminui
drasticamente. Resultados ndo publicados (Claudia Florindo).



Para aléem de estudos em células em cultura também se realizaram estudos em
organismos, nomeadamente em Drosophila. Um mutante nulo foi criado e observou-se que os
adultos eram mais pequenos, tanto em machos como em fémeas (Figurald.B) e, que os
mutantes apresentavam as cerdas do tdrax mais pequenas que nas Drosophilas selvagens
(indicadas com setas na figura 14.C). Observou-se também que os mutantes machos eram
estéreis. Este resultado € bastante interessante, pois a proteina dMobl é importante para a

meiose masculina mas ndo para a meiose feminina.

B Fémea Macho
4
WT mobl :
Selvagem
— Actin .
4
mobl1 - ‘
4
Selvagem mob1

Wainman A. (2003)

Figura 1.14. Mutantes nulos sdo mais pequenos e as cerdas do torax também sdo mais pequenas. A) Western blot, em
que se pode observar que no mutante mob1* os niveis de proteina Dmob1é nulo ou abaixo dos niveis de detecco. B) Pode-
se observar que tantos os machos como as femeas selvagens sdo maiores que as mutantes. C) Pode-se observar que as cerdas
do torax (indicadas com uma seta) sdo mais pequenas nas Drosophilas mutantes do que nas selvagens (wildtype).
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1.8. Lap-tag

A técnica de Tandem affinity purification (TAP) é uma técnica que permite purificar
complexos de proteinas. Esta técnica foi desenvolvida por Rigaut em 1999, e foi inicialmente
testada em levedura e que mais tarde foi aplicavel a outras células e organismos [60] .

O principio da técnica de TAP-tag é a expressdo de uma proteina de fusdo com dois
tags de purificagdo distintos. Primeiro a proteina de fusdo é isolado pela ligacdo do primeiro
tag a uma matriz especifica. Este tag € removido pela clivagem por parte de uma protease
especifica, libertando a restante proteina de fusdo para o sobrenadante. De seguida, existe uma
segunda ronda de purificacdo assegurada pela ligacdo do segundo tag com outra matriz
especifica. Existem vérias possibilidades para estes dois tags de purificacdo [60]. Porém, foi
criado uma versdo que facilita a anélise destes complexos de proteinas, em que um dos tags
usados € GFP. Este tag possibilita a localizacdo da proteina de fusdo em células vivas. Sendo
que este tag pode ser usado para purificacdo e para a localizacéo, a esta versao foi atribuido o
nome de LAP (Localization and affinity purification) [21]. Usar GFP como um dos tags tem
duas vantagens, as células transformadas podem ser selecionadas através da citrometria de
fluxo e pode-se localizar a proteina de fusdo. A localizacdo da proteina de fusdo pode mostrar
se esta se comporta como a proteina enddgena. Existem duas variagdes desta técnica como

esta representado na figura 1.15.

Localization and Affinity Purification (LAP)

N-terminal LAP Tag C-terminal LAP Tag
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\V;

Target Protein Target Protein
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+ TEV Protease + PreScission Protease

Target Protein Target Protein
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uUerev‘alI EDTA
Y
Mass Spectrometry Mass Spectrometry

Figura 1.15. Representacdo da técnica Lap-tag (adaptado de [21]).
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Objetivo

O objetivo central deste projeto de tese € perceber qual é a funcdo mitoética da proteina

hsMob1, sendo que a pergunta bioldgica por detrds deste objetivo € perceber de que maneira a

mitose é executada e controlada.

Resultados preliminares sugerem que a hsMobl esta envolvida no alinhamento dos

cromossomas e na estrutura dos centrossomas. Microscopia em tempo real também foi

realizada e observou-se que quando se realizava RNAI da proteina hsMobl levava a um

blogueio em mitose. Também se observou que o hsMobl é importante para a localizacdo da

CENP-A. Dados estes resultados preliminares, que sdo o ponto de partida do projeto de tese

desenvolvido, o objetivo central divide-se em objetivos mais especificos:

v
v

Perceber de que maneira a hsMob1 é importante para a estrutura dos centrossomas;
Perceber de que maneira o hsMobl é importante para o alinhamento dos
cromossomas;

Perceber se a estrutura dos cinetocoros se encontra alterada, isto €, se outras
proteinas se encontram alteradas como a CENP-A;

Qual é o mecanismo que falha na localizagcdo da CENP-A, serd o recrutamento ou a
sua estabilizacdo nos centromeros;

Qual dos mecanismos afetados pelo RNAI contra hsMobl leva ao bloqueio em

mitose.
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2.Materiais e Métodos

2.1. Cultura de células

Para este estudo foi utilizada a linha celular HeLa. Esta linha celular é uma linha
celular imortalizada, que deriva a partir de células obtidas através de uma bidpsia ao
adenocarcinoma do colo do Utero realizada em Henrietta Lacks, em 1951. As células foram
mantidas em meio DMEM (GIBCO), suplementado com 4% FBS (GIBCO), 2mM de
glutamina (GIBCO) e 1% Pen/Strep (GIBCO). As células foram mantidas na incubadora a
37°C, com atmosfera humida e 5% de CO, na sala de cultura de células. A passagem de
células (subcultura) foi realizada duas a trés vezes por semana, quando a confluéncia da placa
atingia aproximadamente os 90%. Para a passagem das células aspirou-se 0 meio e lavou-se
as células trés vezes com PBS 1x. De seguida, para que as células perdessem a aderéncia entre
elas e a placa, adicionou-se tripsina 1x suficiente para cobrir o fundo da placa e incubou-se
durante dois minutos na incubadora. As células foram observadas ao microscopio para
garantir que ja ndo se encontravam aderentes. Por fim, adicionou-se 5ml de meio DMEM e
ressuspendeu-se gentilmente. Colocou-se 1/5 das células numa placa nova e adicionou-se 4mi
de meio DMEM.

2.1.1. Sincronizag&o de células HeLa
2.1.1.1. Bloqueio de timidina simples

O principal objetivo deste projeto de tese foi perceber a fungcdo mitética da proteina
hsMobl. De modo a aumentar o indice mit6tico por experiéncia, sincronizaram-se as células
de modo a que entrassem em mitose aproximadamente a0 mesmo tempo. Para esta
sincronizacdo usou-se a timidina, uma molécula que inibe a sintese de DNA, bloqueando
assim as células na fase S. Para realizar o blogueio, adicionou-se para um volume final de
500ul de meio DMEM uma solugéo de timidina para uma concentracao final de 2mM. Ao fim
de 24 horas, lavou-se as células 3 vezes com meio DMEM para as desbloquear e foi colocado
meio novo. Dado que as células estariam bloqueadas na fase S, colocaram-se as células na
incubadora a 37°C e esperam-se 10horas, 0 tempo necessario para as celulas sairem da fase S,

passarem por G2 e entrarem em mitose. Para controlar o nimero de células em mitose, as
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células foram observadas ao microscépio antes de se proceder a fixagdo. As células em mitose

tém um aspeto arredondado, que as distingue das restantes.

2.2. Transfeccdo com oligos de RNAI

Para baixar os niveis da proteina hsMob1 nas células HeLa usou-se a técnica de RNAI.
Esta técnica requer oligos especificos que se vao ligar ao mRNA alvo levando a sua
degradacdo. Para realizar RNAi em células HelLa usou-se o oligo 5 (CCA CCU GAA GGC
CAA GAU G dT dT) que tem como alvo o mRNA da hsMobl. Usou-se como reagente de
transfeccdo a lipofectamina 2000 (Life Technologies #11668027), que é um reagente de
transfeccdo lipossomal, isto é, contem lipossomas que véo envolver o DNA permitindo que
este entre na célula. No dia anterior & transfeccéo, semearam-se 0.5x10° células/poco em
placas de 12 ou 24 pogos. Num microtubo de 1.5ml dilui-se 1pl de lipofectamina 2000 em
50ul de meio sem soro e incubou-se durante dois minutos a temperatura ambiente. Noutro
microtubo de 1.5 ml dilui-se 3ul de oligo5 (20uM) em 50ul de meio sem soro. De seguida,
juntou-se a diluicdo do oligo a diluicdo da lipofectamina, misturou-se gentilmente e incubou-
se a mistura durante 20 minutos a temperatura ambiente. O meio das células foi aspirado e
substituido por 400ul de meio novo sem soro. Ao fim dos 20 minutos, a mistura do oligo com
a lipofectamina foi novamente misturada gentilmente e adicionaram-se os 100ul as células
por cada pogo. As células foram colocadas na estufa a 37°C durante 2h e 30 minutos. Ao fim
desse tempo, o meio foi substituido por um meio novo com soro e as células foram incubadas
a 37°C durante 2 dias.

2.3. Imunofluorescéncia de células em cultura

A imunofluorescéncia é uma técnica que permite a visualizacdo de proteinas em
células ou tecidos usando anticorpos especificos acoplados a um fluorocromo capaz de
absorver luz num comprimento de onda especifico e emitindo a luz num comprimento de
onda menor, permitindo a sua visualizacdo ao microscopio de fluorescéncia. Para realizar
imunofluorescéncia, semearam-se 4x10* células/poco em placas de 24 pocos no dia anterior.
A confluéncia das células no dia em que se realizava a imunofluorescéncia encontrava-se nos

70-80%. Usaram-se varios métodos de fixacdo, pois consoante as estruturas celulares que se
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quer observar ha fixacdes que permitem uma melhor visualizacdo. Os diferentes métodos de

fixagcdo encontram-se descriminados na tabela 2.1.

2.3.1. Preparacao de lamelas com poli-L-lisina

Quando as células sdo semeadas no dia anterior ou no mesmo dia ndo aderem bem a
placa, resultando na perda de células durante a fixagdo. Para evitar essa perda trataram-se as
lamelas com poli-L-lisina antes de semear as células. A poli-L-lisina tem a capacidade de
melhorar a aderéncia das células as lamelas. Desta forma, cobriu-se a lamela com poli-L-
lisina 0.1% (wi/v) (sigma #6407) e esperou-se 5 minutos. Retirou-se a poli-L-lisina e lavou-se
5 vezes com agua destilada. Esperou-se no minimo 2 horas para as lamelas secarem e

semearam-se as células sobre elas.

2.3.2. Método de fixacdo com metanol/acetona

Aspirou-se 0 meio das celulas e fez-se uma lavagem rdpida com PEM 1x (10mM
PIPES, 2mM MgCI2 e 5mM de EDTA, pH 6.8) previamente aquecida no banho a 37°C. De
sequida, as células foram fixadas com metanol/acetona (1/1) (solucdo a -20°C) durante 2

minutos. Retirou-se a solucdo de fixacao e fizeram-se 3 lavagens de 5 minutos com PEM 1x.

2.3.3. Método de fixacdo com paraformaldeido 3.7%

Aspirou-se 0 meio das células e fez-se uma lavagem rédpida com PEM 1x - 30%
glicerol previamente aquecida no banho a 37°C. De seguida, as células foram fixadas durante
10 minutos com paraformaldeido 3.7% (3.7% paraformaldeido em PEM 4x) previamente
aquecido no banho a 37°C. Retirou-se a solucdo de fixacdo e fizeram-se 3 lavagens de 5min
com PEM 1x - 30% glicerol.

2.3.4. Método de pré-extracdo com PEM1x-0.5% triton x100, fixagdo com

paraformaldeido 3.7%

Aspirou-se 0 meio das células e fez uma lavagem rapida com PEM1x previamente
aquecida a 37°C. As células foram incubadas 1 minuto a 37°C em PEM1x-0.5% triton x100
(solucédo previamente aquecida). De seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido
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3.7% (previamente aquecida) durante 10 minutos. Retirou-se a solucdo de fixacdo e fizeram-
se 3 lavagens de 5min com PEM1x.

2.3.5. Permeabilizacéo, incubacéo de anticorpos e montagem dos slides

O seguinte procedimento foi igual para todos os tipos de fixacdo descritas acima. As
células foram permeabilizadas com PBS1x-0.5% triton x-100 durante 10 minutos. De seguida,
descartou-se a solucdo de permeabilizacéo e realizou-se 3 lavagens de 5minutos com PBS1x e
uma ultima de 5 minutos com PBS1x - 0.05% tween20. Diluiu-se o anticorpo primario em
solucdo de diluicéo de anticorpos (PBS1x, 0.5% tween20, 1% FBS) e adicionou-se as celulas,
incubou-se durante uma hora em cadmara humida. Ao fim de uma hora, repetiu-se a mesma
sequéncia de lavagens. Diluiu-se o anticorpo secundario em solucdo de diluicdo de anticorpos
e incubou-se as células com o anticorpo durante 30 minutos em cadmara himida. Repetiu-se
novamente a mesma sequéncia de lavagens. Por fim, incubou-se as células com DAPI
(0.25ug/ul) durante 15 minutos. O DAPI é uma molécula que se liga a zonas ricas de A-T
(Adenina-Timidina) no DNA, corando desta forma o DNA. No fim dos 15 minutos
realizaram-se trés lavagens de 5 minutos com PBS1x. De seguida, usou-se o0 meio de
montagem mowiol (preparagdo descrita abaixo), deixando-se a secar durante a noite. No dia
sequinte, as lamelas foram seladas com verniz (RIMMEL London) e observadas ao
microscopio Zeiss Axiomager Z2.

Preparacdo do Mowiol: Dilui-se 2,4g de Moiwol (SIGMA) em 6ml de glicerol e misturou-se.

Seguidamente adicionou-se 6ml de H,O e deixou-se em agitacdo durante a noite. No dia
seguinte, juntou-se 12ml da solucdo tampéo (0.2M Tris, pH=7.4) e aqueceu-se a 50°C com
agitacdo moderada durante 10minutos. De seguida, centrifugou-se a 5000g durante
15minutos. Por ultimo, adicionou-se DABCO (SIGMA) para uma concentracdo final de
2.4%. A solucdo foi aliquotada e guardada a -20°C. Uma vez que a aliquota € descongelada
deve ser mantida a 4°C.
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2.3.6.Anticorpos usados em imunofluorescéncia

Tabela 2.1. Lista dos anticorpos primarios usados em imunofluorescéncia e respetiva fixa¢do utilizada.

Anticorpos primarios Companhia Fixacao

Monoclonal, a-tubulina Ratinho Sigma (#T6199) Metanol/acetona

Monoclonal, y-tubulina Ratinho Sigma (#T6557) Paraformaldeido 3.7%

(GTUS88)

Policlonal, Aurora B Coelho Abcam (#ab2254) Metanol/acetona

Monoclonal, Cenp-¢ Coelho Abcam (#ab193666) Metanol/acetona

Monoclonal, a-tubulina Ratazana Serotec (#MCA77G) Metanol/acetona

(YL 1/2)

Monoclonal, Plk1 Ratinho Abcam (#ab17057) ~ Pre-extragio com PEMIX-
0.5% triton x100, fixacdo
com paraformaldeido 3.7%

Tabela 2.2. Lista de anticorpos secundérios usados para imunofluorescéncia.

Anticorpo secundario  Feito em Anti IgG de Companhia

conjugado com

Alexa 488 Cabra Coelho Molecular Probes (#A11034)
Alexa 488 Burro Ratinho Bio-connect (#715-485-151)
Alexa 594 Cabra Ratazana Bio-connet (#112-515-167)

2.4. Andlise de proteinas por SDS-PAGE

2.4.1 Recolha de celulas e preparacdo de amostras para géis de proteinas

Para recolher células em cultura para preparacdo de extratos a analisar em SDS-
PAGE, aspirou-se o meio das células e lavaram-se com PBS 1x cuidadosamente. De seguida,
adicionou-se PBS1x e raspou-se as células, sendo colhidas para um microtubo. Centrifugou-
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se 5 min a 2000 rpm (rotagGes por minuto), descartou-se o sobrenadante e guardou-se o pellet
a -20°C.

No dia seguinte, ressuspendeu-se o pellet guardado a -20°C em loading buffer
(200mM Tris-HCI pH 8, 8% de SDS, 0.4% de azul bromofenol, 40% glicerol e 400mM j-
Mercaptoetanol). O loading buffer (Laemmli buffer) contém SDS e B-Mercaptoetanol que véo
desnaturar as proteinas e carrega-las negativamente, glicerol que da peso a amostra fazendo
com que a amostra fique no fundo do poco e azul bromofenol que da cor a amostra e nos da a
informacdo da migracdo das proteinas. Imediatamente antes de carregar as amostras no gel, as
amostras foram aquecidas a 100°C durante 3 minutos no banho seco para desnaturar as

proteinas e foram colocadas no gelo durante 1 minuto.

2.4.2. SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Os géis de poliacrilamida s&o constituidos por uma rede de polimeros (acrilamida e bis
acrilamida) que permitem a migracdo e a separacdo de proteinas segundo 0 seu peso
molecular. Os géis de proteinas foram preparados de acordo com o descrito em Sambrook &
Russel, 2001. As solucgdes usadas foram 30% acrilamida/bis acrilamida (BioRad), Tris-HCI
(pH 8.8 e pH 6.8), 10% SDS (m/v), 10% persulfato de amonia (m/v) e TEMED (BioRad). Os
géis de poliacrilamida foram montados e corridos no sistema Mini-PROTEANII (Bio-Rad),
em tampdo de corrida 1x (25mM de Tris, 0.19mM de glicina, 0.1% de SDS, pH=8.3).
Utilizaram-se géis de 12%, com pentes de 10 pocos e espacadores de 0.75mm. No gel de
concentracdo aplicou-se uma corrente elétrica de 15mA, sendo este valor de corrente
duplicado para 30mA no gel de separagdo. Como marcador de peso molecular usou-se o Pre-
stained protein Ladder Plus (Life Technologies #26620).

2.4.3. Géis corados com Coomassie Blue

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

Depois de as amostras terem corrido o gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF para ficarem acessiveis a dete¢do dos anticorpos. Como a membrana de
PVDF é hidrofobica submergiu-se a membrana de PVDF em metanol durante 1 minuto e, de
seguida em agua destilada durante 5 minutos, tornando-a hidrofilica. Por Gltimo, a membrana
foi equilibrada em tampéo de transferéncia 1x (25 mM de Tris-HCL, 192 mM de Glicina,
20% de Metanol, pH 8-8.3) durante 10 minutos. Simultaneamente submergiu-se o gel de
proteinas em tampdo de transferéncialx durante 20minutos. Também foram embebidos em
tampédo de transferéncia 6 papéis Whatman 3MM e 2 esponjas. O gel e a membrana foram
colocados numa cassete entre 6 folhas de papel Whatman 3MM, seguidos de uma esponja. As
proteinas foram transferidas durante 1 hora a 200mA em tampao de transferéncia 1x. Apos a
transferéncia, retirou-se a membrana e bloqueou-se a membrana em solucdo de bloqueio
(PBS, 0.1% Tween20, 10% de leite magro) durante uma 1 hora. Como a membrana tem
grande afinidade para proteinas é necessario bloguea-la para evitar que o anticorpo se ligue
inespecificamente & membrana. Seguiu-se uma lavagem rapida com a solucdo de lavagem
(PBS, 0.1% Tween 20, 1% de leite magro) e incubag¢do com os anticorpos primarios diluidos
na solucdo de lavagem durante uma hora. Lavou-se a membrana 3 vezes durante 5 minutos
cada lavagem com solucdo de lavagem. Incubaram-se os anticorpos secundarios diluidos na
solucdo de lavagem durante uma hora. A membrana foi lavada 3 vezes 10 minutos cada
lavagem com a solucdo de lavagem e uma Gltima com PBS durante 10minutos. De seguida, a
membrana foi incubada durante 1minuto com uma mistura (50/50) de duas solu¢bes de ECL
(Solugdo I: 1M Tris pH 8.5, 250mM luminol em DMSO e 90mM 4&cido p-cumarico em
DMSO; Solugéao II: 1M Tris pH8.5, H20 e 30% H,0,), que vao reagir com a enzima HRP
que esta acoplada ao anticorpo secundario, produzindo um sinal. Este sinal foi detetado pelo
filme Hyperfilm ECL (Amersham), usando varios tempos de exposi¢do (1minutos, 5minutos

e 10minutos)
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Tabela 2.3. Anticorpos primarios usados em Western Blot.

Anticorpo primario Feito em Companhia

Monoclonal, anti hsmob3, clone 16E2 Ratinho EMD Milipore(#MABS22)

Monoclonal, Lamina A/C Ratinho Santa Cruz (#SC-7792)

Tabela 2.4. Anticorpo secundario usado em Western Blot

Anticorpo secundario Feito em Anti IgG de Companhia

conjudado com

HRP Cabra Ratinho Jackson ImmunoResearch ( #113-
035-146)

2.6. Clonagem

Um dos objetivos experimentais deste projeto de tese era clonar o gene hsMobl no
vetor de expressdo pet22b, com a finalidade de induzir e purificar a proteina hsMobl em
bactérias. O primeiro passo da clonagem foi desenhar os primers para permitir a ligacdo do
gene hsMob1 ao vetor de clonagem. O segundo passo foi amplificar o gene hsMob1 a partir
do vetor PNAL1 usando os primers desenhados. O terceiro passo foi fazer a restricdo do vetor e
da sequéncia amplificada com os primers usando duas enzimas de restricdo de forma a criar
extremidades coesivas e complementares entre o gene e o vetor de clonagem. O quarto passo
foi fazer a ligacdo entre o gene hsMobl e o vetor de expressdo pet22b através de uma reagdo
de ligacdo usando a enzima ligase. Por fim, transformou-se as bactérias com o resultado da
ligacdo, escolheram-se coldnias e extraiu-se 0 DNA. Para testar se os clones eram positivos
(vetor com o gene hsMobl) o DNA foi analisado em gel de agarose. Para confirmar se a
clonagem foi bem-sucedida, 0 DNA do clone escolhido foi mandado para sequenciacdo, que

foi de seguida analisado.
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PCR: Amplicacio do gene hsMob1

|

Desenhar primers para amplificacido/clonagem
do gene hsMobl

l

Purificagio do produto de PCR

h 4

Restri¢ao enzimatica do produto de PCR e do
vector pet22b

l

Reaccio de ligagao: ligar o gene hsMobl e
pet22b

h 4

Transformacao de bactérias com o produto de
ligacdo e extracio de DNA

l

Testar clones: gel de agarose e sequenciagdo

Figura 2.1. Representacao esquematica dos passos realizados na clonagem de hsMob1 no vetor de
expressao pet22b.

2.6.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para amplificar (criacdo de varias copias) o gene hsMobl procedeu-se a técnica de
PCR usando os primers representados na tabela 2.5. O PCR consiste na criacdo de vérias
copias de uma sequéncia de DNA, para isso precisa-se de primers e da enzima DNA
polimerase. Os primers séo desenhados de maneira a serem complementares ao inicio e ao
final da sequéncia de DNA que se quer amplificar. O PCR divide-se em 3 fases: a
desnaturacao que se caracteriza pelo aquecimento para a separacdo da dupla cadeia de DNA, a

hibridacdo que se carateriza pelo arrefecimento que vai permitir que os primers se liguem a
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sequéncia de DNA alvo, e a extensdo em que a DNA polimerase adiciona nucleétidos ao lado
3" de cada primer. Para um volume total de 50pul, misturou-se 1ul do vetor PNA1 (97.5
ng/ul), 10uM de cada um dos dois primers (representados na tabela), 2mM de dNTPs mix
(Invitrogen), 5ul de tampéo de PCR 10X, 1ul de enzima DreamTaq e perfez-se com agua até
0s 50ul. A reacdo de PCR teve um primeiro ciclo de desnaturagdo durante 5 minutos a 95°C,
seguido de 30 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 53°C durante 40 segundos e 72°C durante
60 segundos. Apos estes 30 ciclos seguiu-se um ciclo de extensdo durante 10 minutos a 72°C.
O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1%. A banda correspondente ao hsMob1l
foi extraida e purificada a partir do gel de agarose usando o kit “QIAEX II Agarose Gel
Extraction Protocol” (Quiagen #20021).

Tabela 2.5. Primers usados para clonar o hsMob1l no vetor de expressao pet22b.

Primer Sequéncia Informacoes

actgatatcccat ATGGTCATGGCGGAGGG  Primer para clonar Mobl em

InCES Mob1Diret GACGGC pet22b. Insere dois locais de
" —LoDRDIreto restri¢ao para EcoRV e Ndel

caggatatcggatccat TGCTTCACTTTCCCC — Primer para clonar Mobl em
pet22b. Insere dois locais de

restri¢ao para BamHI e EcoRV.
Remove o STOP

InC{79_Mob1Reverso AGAAACTG

2.6.2. Reacdo de ligagdo

Para proceder a reacdo de ligacdo, primeiramente usaram-se as enzimas BamHI e Ndel
para digerir o vetor e o produto de PCR purificado resultando em extremidades coesivas e
complementares entre ambos. Para a reacdo de ligacdo usou-se: 1ul ligase, 1ul de tampéo
ligase, DNA do vetor (pet22b), DNA do insert (hsMob1l), agua até perfazer um volume de
20pl. A reacdo de ligacdo teve a duragdo de uma hora e realizou-se a temperatura ambiente.

2.6.3. Transformacao de bactérias
As bactérias foram transformadas com produto de ligacdo, isto é, cada bactéria

mantem uma copia do plasmideo. Descongelou-se 100ul de células competentes (bactérias
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DH5a) e adicionou-se 100ng de DNA (plasmideo clonado). Incubou-se no gelo durante
20minutos. De seguida, colocou-se 1minuto a 42°C e novamente 3minutos no gelo.
Adicionou-se 400ul de LB (meio de crescimento de bactérias) e incubou-se 30 minutos no
banho com agitacdo a 37°C. Por fim, espalhou-se 30ul da mistura numa placa de LB Agar
com o antibidtico de selecdo (antibidtico a que o vetor é resistente). Deixou-se as placas
durante a noite na incubadora a 37°C. No dia seguinte, picaram-se vérias colénias das placas
de LB Agar e deixaram-se a crescer durante a noite num falcon com LB e antibidtico de
selecdo (ampicilina). No dia seguinte, fez-se a extracdo do DNA dos clones utilizando mini-
preps manuais ou o kit Quia-Prep spin MiniPrep (Quiagen #27106). No fim das mini-preps
quantificou-se 0 DNA no NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). De seguida, fez-se a restrigéo

do DNA dos clones com as enzimas BamHI e Ndel e foram corridos em gel de agarose 1%.

Mini-preps manuais: Centrifugou-se a cultura que cresceu durante a noite a 4000rpm
durante 5minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado na solucéo |
(10mM EDTA, 25 mM Tris HCI — ph 8). Adicionou-se a solucdo Il (10% NaOH [2M],
10%SDS), inverteu-se 0 tubo 6 vezes e deixou-se 5minutos a temperatura ambiente. De
seguida, adicionou-se a solucdo Il (5M &cido acético) e agitou-se. Centrifugou-se 10 minutos
a velocidade méxima. Recolheu-se o sobrenadante para um tubo novo e acrescentou-se etanol
absoluto ou isopropanol. Centrifugou-se 15minutos novamente a velocidade maxima.
Retirou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com etanol 70%. Centrifugou-se novamente 15
minutos a velocidade maxima. Tirou-se o sobrenadante e secou-se o precipitado na estufa a

37°C. Por fim eluiu-se o precipitado em agua destilada.

2.7. Producéo e Purificacdo de proteinas

Para a producdo e purificacdo de proteina hsMobl primeiro clonou-se 0 hsMobl no
vetor de expressdo pet22b, como descrito no ponto 2.6. De seguida transformou-se as
bactérias BL21 com o clone positivo JMS2 e induziu-se a producdo de proteina nessas
bactérias usando IPTG. A proteina tem um tag de histidinas (his-tag), que consiste em seis
residuos de histidinas. Esta cauda de histidinas vai possibilitar a purificacdo da proteina
através de grdos de niquel, pois as histidinas ligam-se com grande afinidade e especificidade

aos graos de niquel.
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2.7.1. Inducéo de proteina

Para a inducdo proteinas usou-se o clone positivo, a que se chamou JMS2. As
bactérias BL21 foram transformadas com o DNA do JMS2. Dessa placa de LB Agar da
transformacéo de baterias, picou-se uma colonia e deixou-se crescer durante a noite em LB
mais o antibiotico de selegdo. No dia seguinte, dilui-se a cultura de bactérias que cresceu
durante a noite em LB, de 1/100. Incubou-se 37°C com agitacdo até atingir 0,13 OD
(densidade ¢tica) que foi medida no NanoDrop 2000c. De seguida, induziu-se com 0,5mM de
IPTG durante 4horas. O IPTG é um analogo da lactose e indutor artificial do operdo lactose.
Ao fim das 4 horas, centrifugou-se 5 minutos a 3000 rpm (rotagfes por minuto), retirou-se o
sobrenadante e lavou-se o pellet com PBS 1x. Centrifugou-se novamente, retirou-se o

sobrenadante e guardou-se o pellet a -20°C.

2.7.2. Lise bacteriana

Ressuspendeu-se o pellet da indugdo em solucdo de lise (500mM NaH,PO,, 300mM
NaCl, 20mM imidazole, 10mM B-mercaptoetanol, 0.5% Tween 20), deixou-se 30 minutos no
gelo. Usando o sonicador, sonicou-se a amostra num total 2 minutos, em pulsos de 10
segundos com intervalos de 10 segundos a 70% de frequéncia. O sonicador é um aparelho que
usa a energia das ondas sonoras, sendo a mais comum o ultrassom, cujas vibragGes geram
tensdes mecanicas nas bactérias levando a sua lise. De seguida, centrifugou-se a amostra a
1200 rpm (rota¢des por minuto) a 4°C durante 30 minutos. Retirou-se o sobrenadante para um

novo falcon e guardou-se a -20°C.

2.7.3. Purificacéo de proteina

Colocou-se 500l de grdos Ni-NTA agarose (Quiagen #30210) num falcon de 50ml.
Equilibraram-se os grdos de niquel 2 vezes com tampdo de lise (50 mM NaH,PO,4, 300 mM
NaCl, 20 mM Imidazole, 10 mM B-mercaptoetanol, 0.5% tween20). De seguida, incubou-se
aos grdos de niquel o sobrenadante da lise durante 2 horas no roller a temperatura ambiente.
Lavaram-se 2 vezes os graos de Ni-NTA com PBS 1x para retirar todas as proteinas que ndo
se encontravam ligadas aos gaos e, retirou-se o sobrenadante. De seguida, adicionou-se aos
gréos a solugdo de eluicdo (50mM NaH,PO,, 600mM NaCl, 250mM imidazole, 10mM B-
mercaptoetanol, ph 8) para desligar a proteina dos grdos e, recuperou-se o0 sobrenadante.
Repetiu-se este passo 6 vezes, analisando-se depois as eluicbes em gel de proteinas corado

posteriormente com Coomassie Blue (protocolo descrito em 2.4.3.)
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2.8. Preparacdo de cromossomas

Para ver defeitos a nivel cromossomal usou-se 0 seguinte protocolo. Tripsinizaram-se
as células em cultura, de seguida incubaram-se as células 5 minutos e 30 segundos com 40%
de meio completo DMEM mais 60% agua. De seguida adicionou-se 0 mesmo volume da
solucdo de Carnoy’s (75% de metanol puro, 25% de acido aceético glacial). Centrifugaram-se
as células 5 minutos a 900 rpm (rotagdes por minuto). Retirou-se sobrenadante e adicionou-se
nova solucdo de Carnoy’s, que se incubou durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugou-se novamente 5 minutos a 900 rpm e ressuspenderam-se as células numa nova
solucdo de Carnoy’s. Repetiu-se este Gltimo passo 2 vezes. Deixou-se cair as celulas para a
lamela em solugdo Carnoy’s a 5 cm de altura. Deixou-se secar a temperatura ambiente. Os
slides foram corados com 5% Giemsa em PBS 1x durante 7 minutos. Lavaram-se com agua e
deixaram-se a secar. As lamelas foram montadas com mowiol e deixadas a secar durante a
noite. No dia seguinte, foram selados com verniz. As laminas foram observadas no

microscopio Zeiss Axiomager z2.

35



3. Resultados

3.1. Localizagéo intracelular da proteina hsMob1

A proteina hsMobl pertence a uma familia de proteinas conservada de levedura até
humanos. Encontra-se descrito que a proteina hsMob1 se acumula no complexo de Golgi em
células HelLa e, que estd envolvida no trafego vesicular. Para além desta funcdo, estudos
preliminares do nosso laboratério mostram que a proteina hsMobl tem uma funcdo mitética,
sendo importante para a normal progressdo da mitose. Para aprofundar o conhecimento desta
funcdo de hsMobl, comecgou-se por estudar a localizacdo desta proteina ao longo do ciclo
celular, pois a sua localizacdo pode ajudar a perceber a sua funcéo e a prever 0s seus parceiros
moleculares.

Para estudar a localizagdo da proteina hsMob1 usou-se quatro linhas celulares HelLa
que expressam a fusdo da proteina hsMobl em fusdo com GFP. As linhas CAA2 e CAA9
expressam a proteina hsMobl em fusdo com a sequéncia de GFP no N-terminal
(GFPhsMob1) e as linhas CAB13 e CAB14 expressam a proteina hsMobl com a sequéncia de
GFP no C-terminal (hsMoblGFP) (Tabela 3.1). Estas linhas celulares foram criadas
anteriormente no nosso laboratério (Ana Severiano, 2009) e, resultam de uma transfeccao

estavel.

Tabela 3.1. Linhas celulares usadas na localizacao da proteina hsMobl

CAA2 GFPhsMob1
CAA9 GFPhsMob1
CAB13 hsMob1GFP
CAB14 hsMob1GFP

3.1.1. Teste as linhas celulares usadas na localizagdo da proteina hsMob1
As quatro linhas celulares CAA2, CAA9, CAB13 e CAB14 expressam as proteinas de
fusdo estavelmente. Quando se realiza uma transfeccdo estavel de uma sequéncia de DNA,

esta é aleatoriamente introduzida no genoma da célula. Deste modo, esta insercdo aleatoria
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pode mudar o comportamento da célula e consequentemente o comportamento da proteina.
Por esta razdo, usaram-se quatro linhas celulares que expressam a proteina hsMobl em fusdo
com GFP para comparar a localizacdo entre as quatro linhas celulares.

Antes de usar as linhas celulares CAA2, CAA9, CAB13 E CAB14 no estudo da
localizacdo da proteina hsMobl, estas foram testadas por Western Blot, para confirmar a
presenca das proteinas de fusdo. A proteina hsMobl enddgena tem um peso molecular de
26kDa e as proteinas de fusdo tem um peso molecular de ~50kDa. Como controlo no Western
Blot usou-se as células HelLa que s6 expressam a proteina hsMobl endogena, como podemos
observar no po¢o 1 da figura 3.1 em que se observa uma banda de 26kDa. Na figura 3.1, nos
pocos 3, 4 e 5, que correspondem respetivamente as linhas celulares CAA9, CAB13 e
CAB14, observam-se duas bandas, uma com um peso molecular de 26kDa, correspondente a
proteina hsMobl enddgena e outra com um peso molecular de ~50kDa que corresponde a
proteina de fusdo. Ainda na figura 3.1, 0 poco 2, que corresponde a linha celular CAA2, s6 se
observa uma banda de peso molecular de 26kDa que corresponde a proteina hsMobl

enddgena, sendo que ndo se conseguiu detetar a proteina de fusdo.

26kDa —»

w1 —
1 2 3 4 5

Figura 3.1. As linhas CAA9, CAB13 E CAB14 expressam as proteinas de fusdo. Western blot em que foram
usados extratos de células HeLa e das linhas celulares CAA2, CAA9, CAB13 E CAB14. A membrana foi
incubada com o anticorpo 16E2 (anti-hsMob1) para comprovar a presenca das proteinas de fusdo. No pogo: 1-
Controlo (células HelLa), pode observar-se uma banda com o peso molecular de 26kDa que corresponde a
proteina hsMob1 enddgena; 2- Linha celular CAA2 pode observar-se uma banda com peso molecular de 26kDa
gue corresponde a proteina hsMobl enddgena, ndo se detectando a proteina de fusdo GFPhsMobl; 3- Linha
celular CAA9 pode observar-se duas bandas, uma com um peso molecular de 26 Kda e outra com um peso
molecular de ~50 kDa, correspondendo respectivamente a proteina hsMobl enddgena e a proteina de fusdo
GFPhsMob1; 4-Linha celular CAB13 observa-se duas bandas, uma com um peso molecular de 26 kDa e outra
com um peso molecular de ~50 kDa, correspondendo respectivamente a proteina hsMobl enddgena e a proteina
de fusdo hsMob1GFP; 5- Linha celular CAB14 observa-se duas bandas, uma com um peso molecular de 26 Kda
e outra com um peso molecular de ~50 kDa, correspondendo respectivamente a proteina hsMob1 enddgena e a
proteina de fusdo hsMob1GFP.
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3.2.2. Localizacgéo das proteinas de fusdo hsMob1-GFP e GFP-hsMobl

Dados os resultados de Western Blot, para os ensaios de fluorescéncia usaram-se
somente as linhas celulares CAA9, CAB13 e CAB14, em que a presenca das proteinas de
fusdo foi confirmada. Para estes ensaios usaram-se como controlo células HelLa, para se
conseguir distinguir a autofluorescéncia das células e sinal de GFP e, deste modo distinguir o
ruido de fundo. Usando a técnica de imunofluorescéncia, em que a vermelho esta representada
a marcacdo de a-tubulina (que se localiza nos microtibulos) e a azul o DNA, pode-se
observar na figura 3.2 no painel A, que a proteina de fusdo se acumula, durante a interfase,
numa zona em volta do nucleo (representado por uma seta azul), que é similar & acumulagdo
da proteina no complexo de Golgi j& descrita para células HeLa. Ainda na figura 3.2 no painel
B e C, em que se pode observar respetivamente uma célula em metafase e outra em anafase, a
proteina de fusdo parece acumular-se nos microtubulos (representado com setas vermelhas), e

também parece acumular-se nos polos do fuso.

Merge GFPhsMob1l a-tubulina

> e
ESENCaCY
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Figura 3.2. A proteina hsMobl acumula-se em volta de uma por¢do do nucleo em interfase e nos
microtibulos em mitose. A localizagdo da proteina hsMobl foi feita usando linhas celulares Hela que
expressam a proteina hsMobl em fusdo com o GFP. A vermelho esta representada a marcagdo da o-tubulina
(que se localiza nos microtdbulos), a verde o sinal de GFP e a azul o DNA. No painel A, em que se pode
observar uma célula em interfase em que a proteina de fusdo se acumula numa pequena por¢do em volta do
nacleo (indicado com uma seta azul). No painel B e C, estdo representadas duas células em mitose,
respetivamente em metafase e anafase, em que a proteina de fusdo parece acumular-se nos microtibulos
(indicado com seta vermelha).

Interfase

Metafase

Anafase
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Continuando nos ensaios de imunofluorescéncia na figura 3.3, em que o vermelho
representa a marcacao da y-tubulina, a azul o DNA pode-se observar que em interfase (painel
A) se acumula nos centrossomas. Durante a mitose, em profase a proteina de fusao localiza-se
dispersa pelos centrossomas e em volta dos mesmos (painel B). A partir de prometafase
(painel C) até metafase (painel D) as proteinas de fusdo acumulam-se especificamente nos

centrossomas (representado por setas verdes).
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Figura 3.3. A proteina hsMobl é centrossomal ao longo do ciclo celular. A localiza¢do da proteina hsMob1
foi feita usando linhas celulares HelLa que expressam a proteina hsMobl1 em fusdo com o GFP. A vermelho esta
representada a marcacdo da y-tubulina (que se localiza nos centrossomas), a verde o sinal de GFP e a azul o
DNA. No painel A, pode-se observar uma célula em interfase em que a proteina de fusdo se acumula nos
centrossomas (indicado por uma seta verde). No painel B, pode-se observar uma célula em profase em que a
proteina de fusdo se acumula nos centrossomas e a volta dos mesmos (indicado com uma seta verde). No painel
C, pode-se observar uma célula em prometafase em que a proteina de fusdo se acumula nos centrossomas
(indicado por um seta verde). No painel D, pode-se observar uma célula em metafase em que a proteina de fuséo
se acumula nos centrossomas (indicado por uma seta verde).
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As proteinas de fusdo das trés linhas celulares apresentam algumas localizagc6es iguais
mas também divergem noutras. A localizacdo centrossomal em mitose e a acumulagdo numa
porcdo em volta do nucleo é comum nas trés linhas. Porém, a localizacdo centrossomal em
interfase so se observou nas linhas CAA9 e CAB13 e a localizagcdo nos microtubulos so6 se
observou na linha celular CAA9 (como representado na tabela 3.2)

Tabela 3.2. Localizacdo observada em cada linha celular.

Centrossomas

o Interfase v Ve
o Mitose v v v
Em volta do nucleo v v v
Microtubulos Ve

3.2. Estudo da funcéo da proteina hsMob1

Para estudar a funcdo da proteina hsMobl resolveu-se abordar o estudo de duas
formas: estudar os parceiros moleculares e realizar a técnica de RNAIi em células HelLa. Os
parceiros moleculares podem dar-nos informacdo das vias de sinalizagdo em que a proteina
hsMob1l esta envolvida. A técnica de RNAI, como diminui os niveis proteicos de hsMob1l,
mostra o que falha na normal progressdo da mitose quando a proteina ndo se encontra

presente.

3.2.1. Parceiros moleculares

As proteinas MOB séo proteinas reguladoras de cinases, associando-se frequentemente
as mesmas. Queria-se estudar os parceiros moleculares da proteina hsMobl para além dos que
se encontram descritos. Para esta finalidade decidiu usar-se a técnica de Lap-Tag, que se
encontra descrita na introducdo. Antes de proceder a técnica de Lap-Tag (técnica descrita na
introducdo), induziu-se e purificou-se a proteina hsMob1.

Para induzir a proteina, primeiro clonou-se o hsMobl no vetor de expressao Pet22b,
gue possui todos os elementos genéticos que permitem a expressdo de proteinas
recombinantes sobre o comando do promotor T7 (informag6es sobre o vetor em anexo). Para
além disso, o vetor tem uma cauda de histidinas (His-tag) no C-terminal, possibilitando a

purificacdo da proteina atraves de gréos de niquel. Para a clonagem desenhou-se dois primers:
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um direto e um reverso. O primer direto insere dois locais de restricdo ECORV e Ndel e o
primer reverso insere dois locais de restricdo BamHI e EcORV. O primer reverso tem outra
particularidade, remove o coddo stop do hsMobl para que o hsMobl seja transcrito com a

cauda de histidinas. Na figura 3.4, esta representado o esquema de clonagem de hsMobl no

vetor pet22b.
Ndel BamHI
. hsMob1 ;
T7 promoter primer #69348-3 I
i fﬁ'yx ~ ~\

Balll ( T7 promoter > (lac operator ) _Xpal rbs

_Nde| ol pelB leader MsclNeol BamH| EcoR| Sacl_

MetLysTyrLeuLeuProThrAlcAlcAlaGlyLeuleuleuLeuAlcAlaGInProAlaMetAlgMetAsplieGlyl leAsnSerAspProAsn
Eag| Aval* 4 3 signal peptidase

Sall _HindIll _Notl _ Xhol HissTag ) Bpu11021 )

AspLysLeuAlcAlcAlalLeuGluHisHisHisHisHis E

T7 terminator T7 terminator primer #69337-3

pET-22b(+) cloning/expression region

Figura 3.4. Esquema representativo da clonagem de hsMobl no vetor de expressdo pet22b. Pode-se
observar que o vetor Pet22b possui 0 promotor T7 (indicado com um circulo amarelo), o operador lac (indicado
com um circulo verde) e a cauda de histidinas (indicado com um circulo laranja). Encontra-se representado o
sitio em que o hsMob1 foi clonado (indicado com setas azuis).

Usando estes primers desenhados amplificou-se o gene hsMob1 através de PCR, como
se pode observar no po¢o 1 no gel de agarose da figura 3.5.A. De seguida, fez-se a reacdo de
ligacdo e o produto dessa reagdo foi inserido em bactérias BL21. O DNA foi extraido e, foi
feita a restricdo com as enzimas BamHI e Ndel. Sendo que o vetor tem ~2000bp e o
hsMobl 600bp, os clones positivos teriam que apresentar duas bandas com esses pesos
moleculares. Fez-se a restricdo enzimatica com a BamHI e a Ndel que se sabe que remove 0
hsMob1 do vetor (Figura 3.4). Na Figura 3.5.B, pode-se observar duas bandas com ~2000 bp
e 600bp nos quatro clones, comprovando que estes sdo positivos. Desses quatro clones,
escolheu-se um, a que se chamou Jms2, para fazer a inducdo da proteina e seguidamente a

purificacéo.
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MM 1 2 3 4

2000bp 2000bp —+

500bp

Figura 3.5. Clonagem de hsMob1 no vector pet22b. A) Pode-se observar um gel de agarose, no qual o pogo 1
correponde & amplificagdo do gene hsMobl através de PCR, o segundo poco corresponde ao controlo. B) Os
clones para serem testados primeiro fez-se a restricdo com as enzimas BamHI e Ndel, de seguida foram corridos
num gel de agarose. Pode-se observar no gel de agarose o DNA de 4 clones, pode-se observar duas bandas, uma
de 2000 (representado com seta azul) e 600pb (representado com seta azul), que correspondem ao vector e ao

hsMob1 respectivamente. Comprovando-se que 0s clones sdo positivos.

Antes de se usar o clone Jms2, este foi sequenciado para confirmar que a clonagem foi

bem-sucedida. Como se pode observar na figura 3.6., a clonagem esta de acordo com o que

era esperado, nomeadamente o coddo stop foi retirado e a cauda de histidinas encontra-se

enquadrada com a sequéncia de hsMobl1.
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Figura 3.6. Sequenciacdo do clone Jms2. O gene hsMobl esté representado numa caixa azul. Pode-se observar
que a primeira ORF inclui o gene hsMob1 e a cauda de histidinas (indicado por uma caixa vermelha), podendo-
se confirmar que o coddo STOP foi removido com sucesso e, que a cauda de histidinas vai ser transcrita

juntamente com o gene hsMob1.
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Depois de comprovar a correta clonagem de hsMobl no vetor pet22b procedeu-se a
inducéo da proteina hsMobl em bactérias BL21. Para induzir a proteina hsMob1 em bactérias
BL21 usou-se IPTG que é um indutor artificial do operdo lac, isto é, liga-se ao operéo lac do
vetor pet22b induzido a transcricdo do gene Mob1. Procedeu-se a indugéo da proteina usando
IPTG, durante 4horas. Como podemos observar na figura 3.7, pode-se observar a inducdo da

proteina hsMobl no pogo 3 e 4. (indicado com uma seta amarela).

Figura 3.7. Inducdo da proteina hsMobl. Para realizar a inducdo da proteina hsMobl transformou-se as
bacterias BI21 com o DNA do clone positvo Jms2 e, usou-se IPTG para a inducdo. Na imagem, estd
representado um SDS-PAGE corado com Coomassie blue, em que os pogos de corrida 1 e 2 correspondem ao
controlo (sem inducéo) e pocos de corrida 3 e 4 correspondem a inducdo. Pode-se observar nos pogos de corrida
2 e 4 aindugdo da proteina hsMob1, com um peso molecular de aproximadamente 25 kDa (indicado com uma
seta amarela).

Depois da inducdo realizou-se a lise das bactérias através de sonicacdo, de forma a
libertar as proteinas e permitir a purificagdo de hsMobl. A purificacdo foi feita com gréos de
agarose carregados com ides de niquel, pois as histidinas ligam-se com muita afinidade aos
ides de niquel. O extrato final purificado foi analisado em SDS-PAGE, e ndo se detetou
proteina. O facto de a purificacdo ter falhado pode ser devido a inducgdo ser fraca e como

resultado a quantidade de proteina purificada encontra-se abaixo dos limites de detecdo do

gel.

4.2.2. Efeitos de RNAI contra hsMobl em células fixadas

Atraves das experiéncias de localizagdo sabe-se que a proteina hsMob1l se localiza nos
centrossomas, sendo que esta estrutura desempenha um papel importante na organizagdo do
fuso mitdtico durante a mitose. Resultados anteriores do nosso laboratério mostram
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fragmentacdo dos centrossomas e diminuigcdo da y-tubulina nos mesmos, sendo que pode
existir uma relacdo entre a localizacdo e a sua funcdo. Para além destes fenotipos, também se
observou desalinhamento dos cromossomas em metafase. Com o objetivo de confirmar estes
resultados realizou-se RNAIi de hsMob1 em células HelLa.

Como o interesse era especialmente em defeitos mitéticos queria-se aumentar o
namero de mitoses por lamela/experiéncia, para ter uma maior amostragem de mitoses por
experiéncia. Para este efeito, usou-se timidina que € uma molécula que inibe a sintese de
DNA, bloqueando assim as células na fase S. Depois as células sdo desbloqueadas, retirando-
se a timidina do meio das células, permitindo que as células continuem a percorrer o ciclo até
chegar a mitose. Fez-se um ensaio de blogqueio simples para saber qual seria o tempo a esperar
nas condi¢cdes da nossa experiéncia entre o desbloqueio em que as células se encontram na
fase S e uma populacdo grande de células se encontrar em mitose. Para isso, as células HelLa
foram bloqueadas durante 24horas e desbloqueadas. As células foram observadas através do
microscopio e o indice mitético foi quantificado ao fim de 6, 8 e 10 horas apds o desbloqueio
(anexo 2). O indice mitdtico é a fracdo entre o nimero de células em mitose e 0 nimero de
células totais. O tempo em que o indice mitdtico em que era superior foi as 10 horas, em que
o indice mitotico era de 60%.

De seguida, iniciou-se os ensaios de RNAI seguidos de desbloqueio de 10 horas. Para
o0s ensaios de RNAI usou-se o oligo5, que foi anteriormente usado no nosso laboratério e que
se sabe que diminui de forma eficiente os niveis da proteina hsMobl. Os defeitos mito6ticos
que resultam da remocdo de hsMobl foram observados através de microscopia de
fluorescéncia. Como controlo foram usadas células HelLa ndo transfectadas com o oligo. O
gue se pode observar na figura 3.8.A, no painel a e ¢, é que a remocdo de hsMob1 resulta em
cromossomas desalinhados em metafase e, observa-se também no painel a e b defeitos no
fuso mitdtico. Em anafase, pode-se observar na figura 3.8.B cromossomas arrastados nas
células que sofreram RNAI de hsMobl. A contagem de células foi feita e a quantificacdo dos
fendtipos foi feita, podendo-se observar que os cromossomas desalinhados em células que
sofrem RNAI aumentaram em 36% em relacdo ao controlo, os problemas estruturais
aumentaram 25% e 0s cromossomas arrastados aumentaram em 46%. Estas percentagens
resultaram da contagem de 90 mitoses de cada lamela (controlo e RNAI) de uma so

experiéncia.
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Figura 3.8. RNAI de hsMob1 resulta em defeitos mitoticos. A vermelho esta representada a marcagdo de a-
tubulina (que se localiza nos microtibulos) e a azul 0 DNA. As células de RNAi hsMobl foram tratadas com o
oligo 5, que tem como alvo 0 mRNA do hsMobl A) No painel superior, esta representada uma célula HeLa
controlo em metafase, com todos os cromossomas alinhados na placa metafasica. No painel a, pode-se observar
uma célula em metafase com cromossomas desalinhados (indicado com seta azul). No painel b, pode-se observar
uma célula em metafase com problemas estruturais no fuso (fuso “torcido”) e com cromossomas desalinhados
(indicado com seta azul). No painel ¢, pode-se observar uma célula em metafase com o fuso colapsado. B) No
painel superior, estid representada uma célula HeLa controlo em anafase, com os cromatideos irméos
corretamente segregados para polos opostos. Enquanto no painel inferior, pode-se observar uma célula em
anafase que sofreu RNAI de hsMobl, em que os cromatideos irmdos ndo foram apropriadamente segregados
para polos opostos resultando em cromossomas arrastados (representado com seta azul). C) Gréfico que
represente as quantificagcdes dos defeitos mitdticos resultantes do RNAI de hsMobl. Célula com cromossomas
desalinhados no controlo representa 11% das células em metafase observadas, por outro lado nas células que
foram sujeitas a RNAI representa 47%. Cromossomas arrastados no controlo representa 14% das anafases
observadas, enquanto nas células que foram sujeitas a RNAI representam 60%. Por fim, problemas estruturais do
fuso mitético foram observados em 4% das células em prometafase e metafase no controlo, em contraste com
29% das prometafases e metafases nas células que sofreram RNAI.

Para observar os defeitos a nivel centrossomal, as células que sofreram RNAI do
hsMobl foram observadas por microscopia de fluorescéncia marcando a y-tubulina que se
encontra nos centrossomas. Na figura 3.9, pode-se observar que a marcagao de gama-tubulina
diminui nas células que sofreram RNAI, ndo se observando esta diminui¢do nas células
controlo. Foram contadas 60 metafases no RNAI em que 36% apresentavam diminuigéo da vy-

tubulina nos centrossomas.
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Figura 3.9. RNAI de hsMob1 em células HelLa resulta na diminui¢do da y-tubulina nos centrossomas. A) A
vermelho estd representada a marcagdo da y-tubulina (que se localiza nos centrossoma) e a azul o DNA. As
células que sofreram RNAi hsMob1 foram tratadas com o oligo 5, que tem como algo 0 mRNA do hsMob1.No
painel superior, estd representada uma célula controlo em que pode observar um sinal forte da y-tubulina nos
centrossomas. No painel inferior, esta representada uma célula em metafase que sofreu RNAi em que o sinal da
y-tubulina é claramente mais fraco que no controlo (representado com setas verdes). B) Gréfico que representa a
quantificacdo das células com cromossomas desalinhados e das células com diminui¢do da marcacdo da -
tubulina nos centrossomas. Ceélulas com cromossomas desalinhados representam 4% das metafases e
representam 24% das células em metafase que sofreram RNAi. A diminuigdo da marcagdo da y-tubulina ndo foi
observada no controlo, e foi observada em 36% das metafases.

Nestas experiéncias de RNAi de hsMobl também se observou que o numero de
anafases era claramente inferior nas células que foram sujeitas a RNAi em relacdo as células
controlo, o que seria de esperar pois resultados preliminares mostram uma paragem em

prometafase

4.3. Efeitos do RNAi do hsMobl nos microtibulos, centrossomas e cinetdcoros

Através da deplecdo do hsMobl, observou-se o fendtipo de cromossomas
desalinhados. Dado esse fendtipo, duas hipdteses surgiram que poderiam justificar o facto dos
cromossomas nao se ligarem aos microtibulos. Uma € que a remocao de hsMobl afeta 0s
cinetécoros, a outra é que o RNAIi de hsMobl afeta os microtibulos. Para testar as duas
hipbteses comecgou-se por estudar a estabilidade dos microtubulos e, através de microscopia
de fluorescéncia observou-se se a localizacdo das proteinas dos cinetocoros era alterada pelo
RNAI de hsMobl.

4.3.1. Estabilidade dos microtubulos
Sendo que a diminuicdo de hsMobl resulta em desalinhamento dos cromossomas, e
uma possivel causa € a estabilidade da ligagdo cinetécoro-microtibulo estar reduzida.

Decidiu-se testar esta estabilidade, fez-se tratamento de frio as células. O tratamento no frio
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destabiliza os microttbulos dindmicos, sendo que ligagdes entre microtubulos e cinetdcoros
sd0 mais estaveis e, desta forma mais resistentes a destabilizag&o.

Para comecar fez-se uma experiéncia em que se tratou as células HelLa durante 10
minutos e 15 minutos, para ver quanto tempo os microtibulos demoram a destabilizar com o
tratamento no frio. O que se pode observar ao fim de 10 minutos é que os microtubulos astrais
ja ndo se observam mas os restantes ainda estdo presentes (Figura 3.10). Ao fim de 15
minutos notou-se uma diminuicdo de microtubulos em relagdo aos 10 minutos, mais nao
significativa (Figura 3.10). Sendo que o principal interesse € nos microtubulos dos
cinetdcoros era necessario um marcador de cinetocoros para possibilitar a distin¢cdo entre o0s
microtubulos polares e dos cinetdcoros. Porém, como uma das hipéteses é que as proteinas do
cinetocoro podem estar alteradas pelo RNAI de hsMob1, teve que se escolher uma proteina
gue ja se sabia a priori ndo estar alterada. Para isso, escolheu-se a proteina Aurora B que se
localiza nos cinetdcoros e que se pensa ndo ser afetada pelo RNAi da hsMobl (como se pode

observar mais a frente nos resultados).

Merge a-tubulina ADN

Controlo

10 minutos

15 minutos

Figura 3.10. Estabilidade dos microtuibulos. O vermelho representa a marcagdo da a-tubulina (que se localiza
nos microttbulos) e o azul representa 0 DNA. As células foram tratadas no gelo durante 10 e 15 minutos. Do
controlo pode-se observar uma clara diminuicdo dos microtibulos, nomeadamente os microtibulos astrais ja ndo
se observam e ha diminuicdo dos microtibulos polares. De os 10 minutos para 0s 15 minutos nao se observa
uma mudanca na destabiliza¢do dos microttbulos.
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Testou-se a Aurora B como marcador de cinetdcoros, para ver se realmente era um
marcador de cinetdcoros nas condi¢cdes da nossa experiéncia. Para isso, tratou-se as células
HeLa em gelo durante 15 minutos e 30 minutos. Nesta experiéncia usou-se o tempo de 30
minutos pois 15 minutos ndo eram suficientes para destabilizar todos os microtubulos. O que
se pode observar é que com o aumento do tempo de tratamento de gelo a marcacdo da Aurora
B diminuia em relacdo ao controlo (Figura 3.11). Sendo que nenhum conhecimento prévio
previa este resultado fez-se uma pesquisa bibliografica. Encontra-se publicado que a Aurora B
precisa dos microtabulos para se acumular no centrémero [61]. Conclui-se que a Aurora B
que ndo € um bom marcador para esta experiéncia pois o tratamento no gelo destabiliza os

microtUbulos e a Aurora B necessita deles para se acumular nos centromeros.

Merge a-tubulina Aurora B

Controlo

15 minutos

30 minutos

Figura 3.11. A Aurora B diminui nos centrémeros quando os microtUbulos sdo destabilizados. Células
marcadas com Aurora B (vermelho), a-tubulina (verde) e DAPI (azul). Pode observar-se que nas células tratadas
no gelo durante 15 e 30 minutos a marcacéo da Aurora B diminui em relagdo ao controlo. A marcacdo diminui
com o aumento do tempo que as células sdo tratadas no gelo, isto é, a marcacdo de Aurora B nas células que
foram tratadas 30 minutos no gelo é menor que nas células que foram tratadas durante 15 minutos.
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De seguida, decidiu-se usar o soro CREST como marcador de cinetdcoros. O soro
CREST foi isolado de pacientes que contraiam a sindrome de CREST (esclerose sistémica
cutanea) e, foi o primeiro marcador de centromeros descoberto. Sendo que a fixacdo a usar
ndo se encontrava descrita, tentaram-se algumas das fixacdes descritas para o soro Crest em
artigos cientificos: fixacdo com paraformaldeido, metanol/acetona, metanol, acetona. No

entanto, ndo um sinal especifico deste anticorpo, ndo podendo ser usado para a experiéncia.

4.3.2. Proteinas dos cinetocoros

4.4.1. Aurora B

Um dos fenétipos observados quando se realiza RNAIi contra hsMobl é o
desalinhamento de cromossomas resultando a cromossomas arrastados em anafase, ndo se
sabe se os cromossomas se alinham na placa metafasica e depois desalinham-se ou se nunca
se alinham. Uma das proteinas que é responsavel por garantir que oS cromossomas estdo ou
ndo ligados é a Aurora B. Esta proteina funciona como um sensor de tensdo, detetando
quando 0s cromossomas ndo estdo sob tensdo, e esta implicada na destabilizacdo das ligacGes
cinetécoros-microtibulos erradas. A Aurora B tem um papel critico na correcdo de erros de
ligacdo cinetocoros-microtubulos durante a metafase. Aurora B mantém o checkpoint SAC, e
este checkpoint inibe o APC/C impedindo a transicdo metafase-anafase até que todos os
cromossomas estejam ligados corretamente aos microtibulos. Encontra-se descrito que
quando se realiza RNAI da proteina AURORA B resulta em cromossomas desalinhados sendo
igual ao fendtipo do RNAI da proteina hsMob1[30, 62]. Dadas as funcdes e caracteristicas da
proteina Aurora B, surgiu a hipotese que a localizacdo desta poderia estar a ser afetada pela
deplecédo de hsMobl.

Para testar esta hipétese fez-se ensaios de RNAI da proteina hsMobl e observou-se a
localizacdo da Aurora B através de imunofluorescéncia. Usou-se como controlo para esta
experiéncia células HelLa ndo transfectadas com oligo. O que se pode observar nas imagens de
microscopia da figura 3.12 € que a localizagdo da Aurora B ndo é afetada durante a metafase.
Né&o foi observada a alteracdo da localizacdo da Aurora B em nenhuma das células que sofreu
RNAI de hsMobl.

49



A B
Merge Aurora B ADN

Defeitos mitdticos

Controlo

b3
2
=
<

- [l

cromossomas desalinhados
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Figura 3.12. RNAIi de hsMobl néo altera a localizagdo da proteina Aurora B. A) A verde esta representada a
marcacdo da Aurora B (que se localiza nos centromeros) e a azul o DNA. O RNAI de hsMob1 nas células HeLa
foi realizado usando o oligo 5. No painel superior, esta representada uma célula controlo em metafase com os
cromossomas perfeitamente alinhados na placa metafésica e a Aurora B encontra-se localizada nos centromeros.
As duas imagens do painel inferior representam duas células em metafase que sofreram RNAI que apresentam o
fendtipo de cromossomas desalinhados em que a localizagdo da Aurora B ndo se altera incluindo nos
cromossomas desalinhados (assinalado com setas amarelas). B) Gréafico representativo da quantificacdo da
percentagem de células com cromossomas desalinhados, sendo 9% das metafases no controlo e 31% das células
que sofreram RNAI de hsMobl.

Para se saber se o RNAI funcionou quantificou-se o fendtipo de cromossomas
desalinhados, sendo de 31% durante as metafases (n= 62) nas células que sofreram RNAI de
hsMob1, comparado com 9% (n=54) das metafases nas células controlo

Deste modo, pensa-se que a diminui¢do dos niveis de hsMobl ndo altera a localizagdo

da proteina Aurora B.

4.4.2.PLK1

Quando se realiza do RNAI contra hsMobl observa-se o desalinhamento dos
cromossomas € a diminui¢do da y-tubulina nos centrossomas. Dados estes dois fendtipos
observados, surgiu a hipotese que a localizacdo da proteina PIk1 nos centrossomas e nos
cinetdcoros é alterada pela diminuicdo dos niveis da proteina hsMobl. Esta hipo6tese surgiu
pois a PIk1 esta envolvida no recrutamento da y-tubulina para os centrossomas, e também se
encontra envolvida na destabilizacdo das ligacOes erradas cinetdcoros-microtdbulos e na

estabilizacéo das ligages microtibulo-cinetocoros [8, 63]
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Para testar esta hipotese fez-se RNAI contra hsMobl em células Hela, e através de
imunofluorescéncia observou-se a localizacdo da proteina PLK1. Usou-se como controlo
células HelLa ndo transfectadas com o oligo. Para saber se o RNAI funcionou fez-se a
quantificacdo do fenotipo de cromossomas desalinhados, representando 30% (n=50) das
metafases nas células que foram sujeitas a RNAI e 6% das metafases (n=43) das células
controlo (Grafico2). No entanto, a localizagdo da PIk1 ndo foi afetada (Figura 3.13), nem nos

cinetdcoros nem nos centrossomas.

A B

Merge

Defeitos mitéticos

ELUL

Controlo

RNAI hsMobl

Figura 3.13. RNAI de hsMob1 néo altera a localiza¢do da proteina PLK1. A) A vermelho esta representada a
marcacdo de PIKk1 (que se localiza nos cinetdcoros e centrossomas) e a azul o DNA. O RNAI de hsMob1 foi feito
usando o oligo 5. No painel superior, esta representada uma célula controlo em metafase com os cromossomas
perfeitamente alinhados na placa metafasica e a PLK1 encontra-se localizada nos cinetécoros e nos
centrossomas. As duas imagens do painel a e b representam duas células em metafase que sofreram RNAI que
apresentam o fendtipo de cromossomas desalinhados em que a localizagdo da PLK1 ndo se altera nem nos
cinetécoros nem nos centrossomas. B) Grafico que apresenta a percentagens de células em metafase com
cromossomas desalinhados, sendo 6% das metafases no controlo e 30% das metafases que sofreram RNAI.

Deste modo, pensamos que 0 RNAI de hsMob1 néo altera a localizacéo do PIk1.

4.4.3.CENP-C

Resultados preliminares mostram que o RNAI contra hsMob1, através de RNAI, altera
a localizagdo da CENP-A. Dado este resultado preliminar a proteina CENP-C despertou o
nosso interesse, pois esta proteina liga-se diretamente a CENP-A e foi recentemente descrito
que a CENP-C é responsavel pela estabilizacdo de CENP-A durante a mitose [19]. Para saber
se a localizacdo da CENP-C ¢é alterada como acontece com a CENP-A, fez-se RNAI contra
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hsMobl nas células HelLa seguido de imunofluorescéncia marcando a proteina CENP-C e
corando o DNA com DAPI. Usou-se como controlo células ndo transfectadas com o oligo. O
que se pode observar € que parece haver menos marcacao de CENP-C nos cinetdcoros (Figura
3.14).

A B
Merge CENP-C ADN

--- ae*enos,wtot}co;

... |

Figura 3.14. RNAIi de hsMobl parece diminuir a localizacdo da proteina CENP-C nos cinetécoros. A) A
vermelho esta representada a marcacdo CENP-C (que se localiza nos cinetocoros) e a azul o DNA. As células de
RNAI hsMob1 foram tratadas com o oligo 5, que tem como alvo o mRNA do hsMobl1. No painel superior, esta
representada uma célula controlo em metafase com os cromossomas perfeitamente alinhados na placa metafasica
e a CENP-C encontra-se localizada nos cinetécoros. No painel B, estd representada uma metafase que sofreu
RNAI de hsMobl com cromossomas desalinhados e que apresenta claramente uma marcacdo mais fraca da
proteina CENP-C nos cinetdcoros. B) Representacdo grafica da quantificacdo de células que apresentam
cromossomas desalinhados e marcacdo mais fraca da CENP-C nos cinetocoros. No controlo, 9% das metafases
apresentam cromossomas desalinhados e nas células que sofreram RNAI representa 30% das metafases. A
marcacdo mais fraca da CENP-C foi observada em 17% das metafases na lamela do RNAi e em 3% no controlo.

Controlo

RNAi hsMobl

A quantificacdo do fendtipo de cromossomas desalinhados foi feita, representando
30% das metafases (n=90) nas células sujeitas a RNAI e 9% das metafases (n=75) nas células
controlo (Grafico4), para garantir que o RNAI funcionou. Na lamela de RNAI, 17% das
metafases apresentavam menos marcagdo de CENP-C nos cinetdcoros em 3% das metafases
(Gréficod). A experiéncia foi repetida trés vezes e observou-se diminui¢do da Cenp-C tanto
nas células controlo como nas células em que se realizou o RNAI. Estes resultados sdo

inconclusivos, pois ndo se sabe o porque da diminuigdo de CENP-C nas células controlo.
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4.Discussao

A proteina hsMobl tem vindo a ser estudada no laboratério do professor Doutor
Alvaro Tavares. Resultados preliminares, que foram confirmados neste projeto de tese,
sugerem que hsMobl é importante para o alinhamento dos cromossomas e para a estrutura
dos centrossomas. Para além disto, resultados preliminares mostram que o RNAI contra
hsMobl resulta numa paragem em prometafase. Sera que o ponto de controlo SAC se
encontra ativo e é responsavel pela paragem? E esta paragem é devido ao desalinhamento dos
cromossomas ou de problemas estruturais dos centrossomas?

Neste projeto de tese, comecei por estudar a localiza¢do celular de hsMobl usando
linhas que expressam a proteina de fusdo hsMob1-GFP. Observei que a proteina se acumulava
nos centrossomas em interfase e em mitose. Isto pode indicar que a proteina é importante para
0s centrossomas, atuando nos mesmos. Para além de se acumular nos centrossomas, também
se observou numa das linhas celulares usadas que a proteina se acumulava nos microtubulos.
Sendo que s6 foi observada numa das linhas, este resultado carece de confirmacdo. Dado o
fendtipo de cromossomas desalinhados, em conjunto com a diminuicdo de CENP-A nos
centrémeros, supus que esta proteina se localizava nos centromeros ou cinetécoros. Nas linhas
celulares Hela, transformadas para expressar a proteina de fusdo, ndo se observou tal
localizacdo, porém um anticorpo especifico anti-hsMob1 deveria ser utilizado para confirmar
estes resultados.

Sendo que um dos fenotipos observados quando se realiza 0 RNAI contra hsMobl € o
desalinhamento dos cromossomas fui avaliar, atraves de imunofluorescéncia, se quando se
realiza RNAI contra hsMobl as proteinas envolvidas na corre¢do de erros, como as proteinas
Aurora B e a PLK1, apresentavam uma localizacéo diferente da descrita [30, 62]. Observou-
se que tanto a Aurora B como a PLK1 ndo se encontravam alteradas em termos de
localizagdo. Isto pode significar que a proteina esta a cumprir a sua funcao, isto €, sente a falta
de tensdo dos cromossomas desalinhados, e estas ligagOes sdo corrigidas, mas ndo tem forca
para se manter- A proteina PLK1 também se localiza nos centrossomas, sendo importante
para o recrutamento da y-tubulina e, dado que a y-tubulina diminui nos centrossomas, poderia
ser uma das proteinas afectadas [8]. Porém, a localizagdo da proteina ndo se encontrava

alterada. Sendo que a proteina PIk1 recruta proteinas, e estas € que diretamente participam no
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recrutamento da y-tubulina, a proteina hsMobl pode ser importante na via do recrutamento
abaixo de PLK1

Como referido anteriormente, resultados preliminares mostram que quando se realiza
RNAI contra hsMob1l CENP-A diminui nos centromeros. A primeira hipotese que surgiu foi
que hsMobl era importante de alguma forma para a localizagdo de CENP-A e,
consequentemente, para a montagem do cinetdcoro. Sabe-se que a proteina CENP-A ¢ a
proteina chave de identidade do centromero, e consequentemente para a montagem do
cinetdcoro, mas encontra-se descrito que os niveis de CENP-A podem descer até um certo
nivel proteico sem que isto afete a funcao do cinetocoro [64]. Apesar desta informacdo, ndo se
ignorou a hipotese de que os cinetdcoros poderiam ndo estar funcionais. Assim sendo fui
observar se a localizacdo da proteina CENP-C se encontrava alterada, ndo tendo obtido
resultados conclusivos, pois a marcacdo desta nos cinetocoros diminuia tanto nas células
controlo como nas células que sofreram RNAIi. Uma vez que esta marcacdo sofreu maior
diminuicdo nas células que sofreram RNAI, ndo era expectavel a sua diminuicdo nas células
controlo. Dado isto, suponho que estas observacfes se possam dever a erro de marcacdo do
anticorpo usado, mas se realmente a proteina hsMobl for importante para a localizacdo da
proteina CENP-C, os resultados sugerem que a estabilidade de CENP-A esta a ser afetada
[19]. Outra hipétese é que CENP-C interage diretamente com o Mis12 e Ndc80, que s&o
responsaveis pelas ligacdes robustas entre cinetdcoro e microtubulos, podendo ser a razdo dos
cromossomas se encontrarem desalinhados.

O que nos ajudaria a responder a estas questfes seria a técnica Lap-tag, que indicaria
quais os parceiros moleculares de hsMobl. Desta forma poderiamos inferir em que vias de
sinalizacdo a proteina hsMobl estd envolvida. Para a técnica Lap-Tag, precisava de se
purificar a proteina hsMob1, resultado que nédo atingi. A inducédo foi realizada e encontra-se
documentada nos resultados, porém foi mais fraca do que algumas indugbes realizadas
anteriormente no laboratério. Como achei que a inducdo era fraca, testei varias concentracoes
de IPTG e tempos de inducdo, sendo que a indugdo mais forte foi a observada nos resultados.
Entretanto, induzi uma proteina que ja tinha sido obtida previamente no laboratério, e a
inducdo também foi fraca. Assim sendo, assumi que o baixo rendimento da extrac¢do nédo
resultou de um problema na clonagem. Isto pode ser explicado por: a inducdo ter sido fraca
demais para se obter uma producdo de proteina suficiente para uma extraccdo detetavel,
Problemas no isolamento do conteddo proteico levaram a perda da nossa proteina de

interesse.
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S. Conclusoes e perspetivas futuras

5.1. Conclusbes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a proteina hsMobl tem uma
funcdo mitotica. Mais concretamente, a proteina hsMobl é importante para o alinhamento dos
cromossomas, a estrutura do fuso mitotico e a estrutura dos centrossomas. Em relacdo a
estrutura dos centrossomas, a hsMob1 ¢ importante para o recrutamento da y-tubulina para os
centrossomas em mitose.

Em relacdo a localizacdo da proteina conclui-se que a proteina hsMob1 é centrossomal
em interfase e em metafase. Em préfase e anafase localiza-se nos polos do fuso mitoético, ndo
sendo especifica dos centrossomas.

Estudos em que se analisou a localizacdo de outras proteinas nas condi¢cdes de RNAI
contra hsMobl pode-se concluir que hsMobl ndo é importante para a localizacdo da proteina
Plkl e Aurora nos centromeros, onde estas proteinas estdo envolvidas no mecanismo de
correcdo de erros de ligagdo entre microtibulos e cinetdcoros, mais concretamente na
destabilizacdo dessas ligaces. Sobre a proteina PIk1 pode-se também concluir que a proteina
hsMobl ndo é importante para a localizacdo da PIkl nos centrossomas, sendo a Plkl
importante para o recrutamento da y-tubulina para os centrossomas. O mesmo nédo se pode

concluir acerca da proteina Cenp-C, ja que hsMobl parece importante para a sua localizacao.

5.2 Perspetivas futuras

A proteina hsMobl é uma proteina interessante para se estudar, pois ha tantas
perguntas por responder sobre a sua fungédo, sendo que a primeira experiéncia a fazer deveria
ser estudar os seus parceiros moleculares.

Outra questdo que futuramente deveria ser abordada é a questdo da proteina hsMobl

estar sobreexpressa no cancro.
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Anexos

Anexo 1: Representacdo de células que foram bloqueadas com timidina e desblogueadas ao fim de 6, 8 e 10

horas.

6 horas apos bloqueio simples

e

_. - : . N ‘!‘ - ' : ,\
Tempo apds desbloqueio indice mitdtico ‘

6horas 10%
8horas 20%
10horas 60%
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Anexo 2. Vetor pett2b, vetor usado para a inducédo da proteina hsMob1 em bactérias BL21. Fornecido pela

companhia Addgene.
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