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Resumo

Uma classe importante das doencas humanas € representada por doencas hereditarias
associadas a homeostase do ferro, entre as quais se destaca a Hemocromatose Hereditaria
(HH). Esta caracteriza-se por uma alteragdo dos mecanismos que regulam a absorcao do ferro,
levando ao aumento progressivo deste no organismo. Um dos tipos de HH é a
Hemocromatose Juvenil (2A) causada por mutagfes no gene da hemojuvelina (HJV),
envolvido na regulagdo do metabolismo do ferro através da modulagéo directa da transcrigdo
do gene da hepcidina.

De maneira a perceber o papel do controlo pés-transcricional do gene HJV na
homeostase do ferro foram analisados varios aspectos do metabolismo dos transcritos HJV,
nomeadamente ao nivel do splicing, do controlo de tradugdo por grelhas de leitura a montante
da grelha de leitura principal (UORFs) e a sua degradacdo pelo mecanismo de decaimento do
MRNA mediado por mutagdes nonsense (NMD).

Foi analisado o padrdo de splicing em diferentes tecidos, transfectados e néo
transfectados, e os resultados indicam que o transcrito que codifica a proteina funcional ndo é
produzido em quantidades elevadas, provavelmente fruto de um controlo rigoroso ao nivel do
splicing alternativo. Foi ainda detectada uma variante de splicing inicialmente referida no
artigo de Papanikolaou e colaboradores (2004), mas cuja sequéncia ndo se encontra anotada
nas bases de dados do transcriptoma.

Verificou-se também que a HJV tem duas uORFs funcionais que inibem
consideravelmente a eficiéncia de traducdo da ORF principal, tendo a uORF1 um papel mais
preponderante nesta inibicdo. O reconhecimento do AUG principal é feito, pelo menos,
através do mecanismo de leaky scanning.

Foi ainda demonstrado através de construcbes repdrter que as UORFs da HJV séo
passiveis de induzir o NMD, sugerindo fortemente que na sua forma nativa o transcrito da

HJV pode ser regulado por este mecanismo.

Palavras-chave: Hemojuvelina (HJV), Homeostase do ferro, Splicing, Grelhas de leitura a
montante da grelha de leitura principal (UORFs), Decaimento do mRNA mediado por

mutacdo nonsense (NMD)



Abstract

An important class of human diseases is represented by inherited disorders related do
iron homeostasis, among which is Hereditary Hemocromatosis (HH). It is characterized by an
alteration of the mechanisms that regulate iron absorption, leading to its progressive increase
in the body. Juvenile Hemocromatosis (2A) is a type of HH, caused by mutations in the
hemojuvelin (HJV) gene, involved in the regulation of iron metabolism through direct
modeling of the transcription of the hepcidin gene.

In order to understand the role of the post-transcriptional control of the HJV gene in
iron homeostasis, several aspects of the transcript metabolism were analyzed, namely its
splicing pattern, its translational control through upstream open reading frames (UORFs) and
its degradation through the nonsense mediated mRNA decay (NMD) mechanism.

The splicing pattern was analyzed in different transfected and non transfected tissues,
and the results reveal that the transcript that codifies for the functional protein is not easily
detected, suggesting it is not present at high levels, probably due to a rigorous control at the
alternative splicing level. Moreover, a splicing variant was detected, initially referred in
Papanikolaou et al (2004), whose sequence, however, is not annotated in transcriptome
databases.

Additionally, we have observed that HIV mRNA has two functional uORFs which
considerably inhibit the translational efficiency of the main ORF, having the first UORF a
more prominent role in the translational control. The recognition of the main ORF is
achieved, at least, by leaky scanning.

It was also demonstrated through reporter constructions that HJV's uORFs are
sensitive to NMD, strongly suggesting that the native HJV mRNA could be naturally

regulated by this mechanism.

Keywords: Hemojuvelin (HJV), Iron Homeostasis, Splicing, upstream open reading frames
(UORFs), nonsense mediated RNA decay (NMD)
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1  Introducéo

A capacidade de os organismos constantemente detectarem e se adaptarem a alteracGes
ambientais é importante para que mantenham as suas funcdes celulares, tendo a modulagdo da
expressao génica um papel central nesta flexibilidade e na manutencdo da homeostase [1]. A
regulacdo transcricional e a regulacdo pos-transcricional, incluindo ainda a regulagdo ao nivel
da estabilidade do RNA mensageiro (MRNA), da traducdo, das modificacdes pos-traducionais
e da degradacdo proteica ttm um papel crucial nesta modulacdo [1] [2]. O controlo
transcricional tem recebido muita atencdo relativamente ao controlo pos-transcricional,
comegando, no entanto, a surgir uma maior consideragdo por este ultimo [2] [3]. Os
mecanismos de regulacdo pds-transcricional englobam varios processos, nomeadamente o
processamento do mRNA (poli-adenilagdo, capping e splicing), exportacao e localizagdo do
MRNA, e traducdo ou degradacdo do mesmo. Todos estes tém em comum o facto de o seu
objectivo ser controlar se, onde e qudo eficientemente um dado mRNA é traduzido em
proteina, o que reforca a importancia do estudo destes mecanismos no contexto do controlo da

expressao génica, e confere a0 mRNA um papel central [3] [4].

O presente trabalho pretende estudar o controlo pos-transcricional do gene
Hemojuvelina humana (HJV), envolvido na homeostase do ferro. Quando mutado, o gene
HJV é responsavel por uma condicdo denominada Hemocromatose Juvenil (JH). Este trabalho
tem como objectivo avaliar o padrdo de splicing do mRNA da HJV, o controlo da sua
traducdo por grelhas abertas de leitura localizadas a montante da grelha de leitura principal
(upstream open reading frames — UORFs) e a sua degradacdo pelo mecanismo de decaimento

do mRNA mediado por mutacdes nonsense (nonsense mediated RNA decay — NMD).

1.1 Aspectos gerais sobre o ferro

O ferro € um elemento crucial para a maioria das reac¢des bioldgicas realizadas pelos
sistemas vivos, sendo um componente essencial dos transportadores de oxigénio tais como a
hemoglobina e a mioglobina, dos citocromos e de varios enzimas envolvidos na oxidacdo ou
reducdo de substratos [5]. No entanto, a sua capacidade de aceitar e doar electrGes obriga a
que esteja sempre associado a ligandos especificos, caso contrario os ides livres em solugédo
formam radicais extremamente reactivos e potencialmente tdxicos, que levam a danos
celulares [6] [7]. A homeostase do ferro é mantida essencialmente através do controlo

rigoroso da sua absorcao e libertacdo das celulas, uma vez que ndo ha nenhum mecanismo
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conhecido para o excretar do organismo [8]. Em mamiferos, o ferro é transportado no plasma
ligado essencialmente a transferrina. O ferro ligado a transferrina é captado pelas células
através do receptor da transferrina 1 (TfR1), e armazenado no citoplasma associado a
ferritina. O movimento do ferro entre estes compartimentos € um processo finamente
regulado, que é modulado de acordo com os requisitos do organismo [7]. O figado tem um
papel central no metabolismo do ferro, sendo os hepatocitos o maior local do seu
armazenamento. E também no figado que é expresso um complexo grupo de genes associados
a doencas hereditarias relacionadas com o ferro [5]. A absorc¢do a niveis apropriados de ferro
pelas células é controlada através da alteracdo da expressdo de TfR1 na superficie celular,
pelo que quanto mais ferro uma célula necessite, maior a expressdo de TfR1. No entanto, a
libertacdo deste elemento é regulada por sinais sistémicos, e surgem agora evidéncias de que o
efluxo celular de ferro é o maior ponto de regulacdo para a manutencdo da sua homeostase
[7]. A hepcidina tem um papel central nesta regulacdo. E um pequeno péptido sollvel
sintetizado predominantemente nos hepatdcitos [9], cuja expressdo do mRNA é estimulada
pelo excesso de ferro e inflamacéo, e diminui em situacdes de hipoxia e anemia [10]. Actua
blogueando a funcdo do exportador de ferro ferroportina, induzindo a sua internalizacdo e
degradacdo. Consequentemente, a absorcdo do ferro pelo intestino diminui e a libertacdo de

ferro das reservas nos hepatocitos e macrofagos também diminui [11].

1.2 Hemocromatose hereditaria e hemocromatose juvenil

A importancia do controlo rigoroso da absorcéo e libertacdo celular de ferro é evidente
através de varias condicdes patologicas em humanos [7]. A Hemocromatose Hereditaria (HH)
é uma condicdo genética associada a alteracdo dos mecanismos que regulam a absorcdo do
ferro, levando ao aumento progressivo deste no organismo [12] [13] [14]. O ferro em excesso
é depositado em varios 6rgaos, comprometendo o seu funcionamento e podendo levar a sua
falha, resultando em doencas graves como cirrose, diabetes, cardiomiopatias e artrite [12] [13]
[15]. Ha varios tipos de HH, definidos de acordo com o gene mutado: tipo 1, tipos 2A e 2B,
tipo 3 e tipo 4, causados por mutacdes nos genes HFE (High Fe), HJV, HAMP (Hepcidin),
TFR2 (receptor da transferrina — 2) e ferroportina, respectivamente [13] [14]. Com excepcdo
do tipo 4, todas as condi¢bes apresentam caracteristicas clinicas e histoldgicas semelhantes.
Em todos eles, a absorcdo do ferro a nivel intestinal é inapropriadamente elevada e ocorre
uma rapida libertacdo de ferro pelos macréfagos (que armazenam o ferro sob a forma de

ferritina), o que conduz a um aumento de transferrina saturada em circulacdo. Isto favorece a



absorcdo do ferro celular através do receptor da transferrina e causa deposicdes de ferro,
especialmente nos hepatocitos [12].

A HH tipo 2, também chamada Hemocromatose Juvenil (JH), é caracterizada por
ocorrer em individuos jovens, tipicamente com menos de trinta anos, afectar ambos 0s sexos
igualmente e, em comparacdo com a HH tipo 1, ser mais severa, apresentando um aumento
diario de absor¢do de ferro mais elevado e uma taxa de acumulacéo de ferro mais acelerada
[12] [13]. H& duas formas de JH, uma devida a mutacdes no gene HJV (tipo 2A), que, como
atrés referido, codifica uma proteina denominada hemojuvelina e outra no gene HAMP (tipo
2B), que codifica uma proteina denominada hepcidina. Ambas apresentam fendtipos clinicos

e bioquimicos indistinguiveis e originam niveis baixos de hepcidina [12] [16].

1.3 Expresséo e envolvimento do gene HJV na homeostase do ferro

O gene HJV tem cerca de 4.2kb e foi recentemente identificado por Papanikolaou e
colaboradores (2004) [16]. E transcrito e processado num mRNA maduro contendo a
totalidade dos exdes (variante A) e em quatro variantes de splicing adicionais, que codificam
trés isoformas proteicas de 200, 314 e 426 aminoacidos. A HJV é essencialmente expressa no
figado adulto e fetal, no coracdo e no musculo [16] [17]. A proteina codificada pelo transcrito
principal, a variante A, contém multiplos dominios, incluindo um péptido sinal na zona N-
terminal, um dominio de trés aminoacidos repulsive guidance domain (RGD), um factor de
von Willebrand D (vWf) e um dominio transmembranar na zona C-terminal caracteristico de
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI-anchor) [16]. A remocdo desta ancora podera
gerar uma forma sollivel da proteina [18]. A HJV revela uma consideravel homologia de
sequéncia de aminoécidos com os factores proteicos Repulsive Guidance Molecules (RGM)
[16] que actuam como co-receptores de uma classe de ligandos chamados Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs). Estes sdo factores de crescimento com papéis importantes
em varias actividades bioldgicas através da ligacdo a determinados receptores, desencadeando
vias de sinalizacdo que regulam a transcricdo de genes especificos [19]. Foi demonstrado por
Babitt e colaboradores que a HJV é de facto um co-receptor para esses ligandos, actuando
através da via de sinalizacdo BMP para modular a transcricdo do gene HAMP, tendo assim
um papel importante no metabolismo do ferro através da regulacdo da expressao da hepcidina.
[8] [20]. Recentemente, esta relacdo foi reforcada através de uma experiéncia em que usaram
pequenos RNAs de interferéncia (SiRNASs) para diminuir a concentracdo do mRNA da HJV e

se observou um decréscimo nos niveis de mRNA da hepcidina, correlacionado com o



decréscimo da concentracdo de mRNA da HJV [18]. Pensa-se ainda que a forma solivel da
HJV (sem a ancora GPI) possa ter algum papel na regulacdo da expressdo da hepcidina, mas
este ainda ndo esta totalmente esclarecido [18] [20]. Apesar de haver evidéncias que a
sinalizagdo mediada por BMP possa ser um mecanismo importante para a HJV regular a
expressdo da hepcidina e a homeostase do ferro [20], os detalhes e mecanismos moleculares
deste sistema regulador ainda ndo estdo inteiramente caracterizados [21]. Contudo, observou-
se que enquanto os niveis de mRNA da hepcidina variam com diferentes estimulos de ferro e
inflamacdo, os niveis de MRNA da HJV ndo sdo afectados [22]. Isto indica que a regulacdo da
expressao da HJV ndo ocorre apenas a nivel transcricional, e que a sua regulacdo pds-

transcricional e traducional poderdo ter um papel importante na homeostase do ferro.

1.4 O processo de splicing e o transcrito HJV

O splicing do prée-mRNA é um evento pos-transcricional que ocorre ao nivel do
processamento do mMRNA, sendo potencialmente um ponto de controlo da expressdo génica e
critico na expressao de praticamente todos os genes eucariotas [23]. Consiste na remocao dos
intres e juncdo dos exbes adjacentes do pré-mRNA pelo spliceossoma, um complexo
constituido por cinco pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs) e cerca de 200
proteinas, e envolve duas reaccdes consecutivas de transesterificacdo [24] [25] [26]. Estas
reaccOes dependem do reconhecimento do 5° Splice Site (SS) e do 3'SS. O primeiro marca a
juncdo exdo/intrdo na extremidade 5 do intrdo, que inclui um dinucleétido GU no intréo,
seguida de uma sequéncia consensos ndo muito conservada. Do outro lado do intrdo, a regido
3’SS tem trés elementos consensos conservados, que sdo o branch point, seguido de uma
extensdo de polipirimidina e uma sequéncia terminal AG. E o spliceossoma que reconhece
estas sequéncias e catalisa 0s dois passos de transesterificacdo da reaccdo de splicing. [25]. O
primeiro consiste na activacdo de um residuo do branchpoint, normalmente uma adenosina,
possibilitando o ataque nucleofilico a ligacdo fosfodiéster no 5°SS, e resultando na formacéo
de uma estrutura intermediaria denominada lariat. O segundo passo envolve um ataque
nucleofilico por parte do 3'0OH do exdo a 5" a ligacdo fosfodiéster do 3°SS, resultando na
ligacdo dos dois exdes e excisdo do intrdo lariat [26].

Pode gerar-se mais do que um transcrito de mRNA a partir do mesmo mRNA precursor
através de um processo denominado splicing alternativo [24], em que exdes do transcrito
primario podem sofrer splicing em diferentes arranjos, produzindo mRNAs diferentes. [27]

Estes rearranjos permitem a producdo de varias isoformas proteicas, contribuindo assim para



a diversidade do proteoma [24]. Contudo, a regulacdo do splicing alternativo nas células e
tecidos ndo esté ainda totalmente esclarecida [28].

Uma vez que as sequéncias consensos dos locais de splicing ndo sdo geralmente
suficientes para determinar se um certo local vai ser reconhecido pelo spliceossoma, séo
necessarios outros tipos de sinais de splicing para a sua activagdo [24] [25], tanto para o
splicing constitutivo como para a regulacdo do splicing alternativo [24]. Estas incluem
sequéncias regulatérias intrénicas ou exonicas (cis) as quais se ligam factores externos,
influenciando assim a escolha do local de splicing. Estes elementos que actuam em cis séo
classificados como enhancers ou silencers exdnicos ou intronicos e podem estimular
positivamente o recrutamento do spliceossoma (enhancers ou promotores), ou bloquear a

ligacdo do spliceossoma a certos locais de splicing (silencers ou repressores) [24] [28].

O gene HJV é transcrito e processado num mRNA maduro contendo a totalidade dos
ex0es e em 4 variantes de splicing adicionais (Figura 1) [16].

exdo 1 exdo 2 exdo 3 exao 4

5 3

VarianteD [ — I |
Estrutura da Proteina & E E % % [II]
Dominios da Proteina SP SPRGD vWf vWf ™

Figura 1 - Representagio dos transcritos da HJV e a estrutura da proteina (adaptado de Papanikolau et al [16]) A
preto esta representada a regido codificante e a branco a regido ndo codificante. Em baixo esté representada a estrutura da
proteina, com a respectiva correspondéncia dos motivos proteicos. Legenda: SP: péptido sinal; RGD: repulsive guidance
domain; vWf: factor de von Willebrand D; TM: dominio transmembranar.

A variante A origina a proteina HJV funcional com 426 aminoacidos e todos o0s
dominios acima descritos. De acordo com as previsdes tedricas, a variante B origina uma
proteina com 316 aminoacidos, truncada na regido N-terminal (sem o péptido sinal e o
dominio RGD) e as variantes C e D originam a mesma isoforma proteica de 200 aminoacidos
gue possui apenas o dominio transmembranar. A variante E potencialmente podera ter como
local de inicio de traducdo o mesmo AUG da variante A, mas isso iria originar uma alteracéo
da grelha de leitura da traducdo (frameshift) alguns coddes a jusante do coddo de iniciacdo

com consequente definicdo de um coddo de terminacdo prematuro, formando-se uma proteina



truncada. Assim, e de acordo com a figura 1, o local de inicio da traducéo da variante E seria
o mesmo das variantes C e D, originando a mesma isoforma proteica. E, no entanto, curioso
notar que a variante E ndo consta das bases de dados do transcriptoma, apesar de ter sido
inicialmente descrita no artigo de Papanikolaou e colaboradores (2004) [16].

1.5 Regulacéo da traducdo por uORFs e o transcrito HJV

Um dos passos mais importantes na regulacdo da expressdo génica ocorre ao nivel da
traducdo do mRNA. A prépria traducdo € regulada a varios niveis, tanto no decorrer da
iniciacdo, como da elongacao e terminacéo, sendo a iniciagdo o ponto mais critico e limitante
de todo este processo [29]. Para a maioria dos mRNAs eucariotas, a traducdo ocorre pelo
mecanismo de scanning, que requer a interac¢do da subunidade 40S do ribossoma e vérios
factores de iniciagdo com a regido 5" do mRNA. Este complexo avancga linearmente desde a
estrutura cap ao longo da regido 5 ndo traduzida (5"UTR) na direcgdo 5°-3" (scanning) até
encontrar o primeiro coddo AUG (regra do 1° AUG). O reconhecimento desse codéo leva ao
recrutamento da subunidade 60S para a formacgéo do ribossoma 80S, de forma a iniciar-se a
elongacéo [2] [30] [31] .

As UTRs dos mRNAs tém um papel crucial na determinacdo da eficiéncia da traducéo
[32]. Em particular, hd determinadas caracteristicas da 5’"UTR que influenciam a traducéo,
como o seu tamanho, a sua estrutura secundaria e a presenca de AUGs (e a sequéncia
nucleotidica que os rodeiam) a montante do codao de iniciacdo da grelha de leitura (ORF)
principal [33], denominados uAUGs. Um uAUG ¢ definido como qualquer codéo de iniciacdo
localizado na regido 5” lider de um mRNA, reconhecido pelo ribossoma, a montante do codéao
de iniciacdo usado pelo ribossoma para sintetizar o principal produto proteico. Ao UAUG
pode estar associada uma grelha de leitura, denominada UORF [34]. Apesar de os coddes de
iniciacdo das UORFs se localizarem a montante da ORF principal, o seu coddo de terminacao
pode localizar-se em diferentes posicdes relativamente a esta, isto €, a montante, ficando a
UORF localizada na regido 5°lider, dentro da prépria regido codificante, sobrepondo-se assim
com a ORF principal, como pode ainda ser o0 mesmo da ORF principal, produzindo-se assim
uma proteina maior em relacdo a produzida pelo AUG da ORF principal [35].

Dado que o mecanismo de scanning convencional prevé que a traducdo se inicie no
AUG mais perto da extremidade 5°'do mRNA, as uORFs funcionam como uma barreira
prevista para impedir o acesso do ribossoma ao AUG principal [34], e a traducdo deste apenas

é possivel através de dois mecanismos que permitem o escape a regra do 1° AUG: o leaky



scanning e a reiniciacdo [2] [30]. Quando o reconhecimento da UORF é regulado por leaky
scanning, os ribossomas tanto ignoram o UAUG e continuam o scanning até ao AUG
subsequente, como podem reconhecé-lo e iniciar a tradugdo [2] [29]. A eficiéncia de
reconhecimento do AUG pelo ribossoma esta relacionada com pardmetros como o0s
nucledtidos que ladeiam o AUG (que definem o contexto em que este se encontra), a
proximidade do AUG ao local cap e a estrutura secundaria no mRNA [29]. Assim, a
ocorréncia de leaky scanning é dependente do contexto nucleotidico do AUG iniciador. De
facto, codbes AUG com um contexto sub-6ptimo ndo sdo, por vezes, reconhecidos pelas
subunidades 40S, prosseguindo estas o scanning até ao AUG subsequente. O contexto
considerado 6ptimo - GCC(A/G)CCAUGG - foi analisado por Kozak [36], sendo as posi¢cdes
-3 e +4 (a negrito) as mais importantes. Um contexto considerado adequado é AnnAUGN ou
GnnAUGGG e um contexto mais fraco é (C/T)nnAUG(A/C/T) em que n é qualquer
nucleotido [35] [36]. A relacdo entre o contexto do AUG e o leaky scanning é reforcada pelo
facto de ao melhorar-se o contexto de um UAUG, a iniciacdo no segundo AUG ser reduzida
ou mesmo abolida. De notar que nédo se trata de o contexto do uAUG ser melhor do que o do
AUG principal, uma vez que o ribossoma avanca linearmente, e a sua decisdo de parar ou ndo
no UAUG ndo ¢ influenciada pelo facto de existir um contexto preferivel a jusante [30].

A reiniciacdo € um mecanismo mais raro. Neste caso a subunidade 40S continua ligada
ao MRNA apdés a terminacdo da traducdo de pequenas UORFs, continuando o scanning, e
iniciando a tradugdo no AUG seguinte. O tempo que demora a traducdo da primeira ORF
parece ser a maior limitacdo para a ocorréncia de reiniciagdo em eucariotas [30]. Uma
possivel explicacdo podera ser o facto de certos factores de iniciacdo se dissociarem do
ribossoma durante a elongacdo, e portanto se este processo for breve, os factores necessarios
para a reiniciacdo poderdo ainda estar presentes quando o ribossoma atingir o coddo de
terminacdo da UORF. Isto poderd promover o recomeco do scanning por parte da subunidade
40S, ndo chegando esta a dissociar-se completamente do transcrito [29] [30] [37]. Por outro
lado, estruturas secundarias fortes proximas do coddo de terminacdo da UORF poderédo
impedir a ocorréncia de reiniciacdo ao impedirem a deslocacdo da subunidade 40S em
direccdo ao AUG subsequente [30].

A presenca de UAUGs na 5"UTR geralmente reduz a eficiéncia de iniciacdo no AUG da
OREF principal [2], que em certos genes eucariotas deve ser baixa para impedir a producdo em
excesso de determinadas proteinas [38]. O facto de as UORFs serem frequentes em genes com

funcbes bioldgicas criticas sugere que estas providenciam estratégias alternativas para a



coordenacdo da expressao génica, servindo assim como elementos mediadores importantes do
controlo da traducdo [29] [38].

O gene HJV tem na sua 5’"UTR dois UAUGs e um coddo STOP a montante do AUG
principal, associados a duas UORFs. A primeira UORF tem 28 coddes, e a segunda tem 19
coddes. O contexto em que dos UAUGs e do AUG principal estdo inseridos, assim como o
contexto 6ptimo definido por Kozak [36], esta evidenciado na figura 2.

uAUGI GAATCAUGG

| uAUG2 GAGTAAUGT

‘lAUG principal | TAGGTAUGG

L Contexto 6ptimo | GCC(A/G)CCAUGG

Figura 2 - Representag&o do contexto dos uAUGS e do AUG principal, assim como do contexto 6ptimo. A negrito esta
evidenciado o coddo de iniciagdo e os coddes mais significativos para o contexto 6ptimo estdo sublinhados.

O UAUGL1 e 0 AUG principal tém um contexto favoravel, na medida em que em relacéo
a sequéncia consensos considerada optima os nucleotidos mais importantes (sublinhados na
figura 2) estdo conservados. O UAUG2 ndo apresenta um contexto tdo favoravel, uma vez que
apenas um dos nucleétidos mais importantes esta conservado. Nenhum estudo foi feito até

agora de maneira a elucidar o papel destas UORFs na regulacéo da expressdo da HJV.

1.6 O mecanismo de NMD e o transcrito HIV

Esta bem estabelecido que o controlo da expressdo génica ocorre ndao s6 ao nivel
transcricional, mas também em varios eventos pds-transcricionais [39] em que a qualidade e
fidelidade do metabolismo do mRNA tém de ser asseguradas [4]. Tal controlo é conseguido
através de mecanismos de vigilancia que actuam em varios passos da biogénese do mRNA,
detectando e degradando transcritos defeituosos e inadequadamente processados [40]. O
mecanismo de vigilancia mais bem caracterizado designa-se mecanismo de decaimento do
MRNA mediado por mutaces nonsense (nonsense-mediated mRNA decay - NMD) que
detecta mMRNAs com coddes de terminacdo prematuros (PTC) e os conduz a degradacdo
[4].Um dos objectivos fisioldgicos deste mecanismo € limitar a sintese de proteinas truncadas
na regido C-terminal, protegendo a célula dos seus efeitos deletérios dominantes negativos ou

efeitos de ganho de funcéo [4].



MutagOes nonsense sdo alteragcfes que introduzem prematuramente na regido
codificante do mRNA coddes de terminacdo da traducdo; podem ser originadas tanto por
mutacdes ao nivel do DNA, delecdes, insercdes ou substituicdes, entre outros [4]. No entanto,
podem também surgir como consequéncia de processos ndo associados a erros, envolvidos na
regulacdo no metabolismo do mRNA, tais como o splicing alternativo ou utilizagdo de coddes
de iniciacdo alternativos. Por exemplo, transcritos que contém uORFs podem ser
reconhecidos como transcritos portadores de PTCs [4]. Mais ainda, uma estimativa recente
indica que de cerca dos 70% dos pré-mRNAs que sofrem splicing alternativo, 45% geram
pelo menos uma forma de splicing que se prevé ser um substrato para NMD [41]. Este parece
assim ter um papel importante ndo s6 na degradacdo de transcritos andmalos, mas também na
regulacdo do nivel basal de mMRNAs envolvidos em diferentes processos celulares [41].

Uma questdo central é perceber como o NMD distingue um PTC de um coddo de
terminacdo natural [41]. Sabe-se que, de uma maneira geral, 0 NMD depende, em mamiferos,
do splicing [4] [42]. Durante o splicing do pré-mRNA, é depositado a cerca de 20 - 24
nucleotidos a montante de cada juncdo exdo-exao um complexo proteico designado complexo
de juncdo exdo-ex@o (Exon Junction Complex — EJC) [43], que actua no NMD como marca
para 0 reconhecimento de um PTC [44]. A terminacdo da traducdo parece ser também um
evento critico no reconhecimento de um codao de terminagdo como prematuro [45]. A ponte
mecanicista entre estes dois processos € feita através de trés factores denominados proteinas
up-frameshift (UPF), a UPF1, UPF2 e UPF3, que constituem o centro da maquinaria do NMD
[4] [41] [42] [46]. O modelo actual para 0 mecanismo de NMD postula que durante o 1° ciclo
de traducdo o ribossoma remove (ou altera) os EJCs a medida que percorre o transcrito. Na
presenca de um PTC localizado a mais de 50 - 54 nucledtidos a montante da ultima juncéo
exdo-exdo, o ribossoma termina a traducdo antes de o Ultimo EJC ter sido alterado ou
removido. Isto permite a interaccdo entre os factores UPF2 e UPF3 (associados ao EJC) e 0
factor UPF1 (associado ao complexo de terminacdo da traducdo), levando a activacdo do
NMD e a degradacdo do transcrito. Na auséncia de PTCs ou no caso de estes se localizarem
depois ou demasiado perto do ultimo EJC, o ribossoma atinge o coddo de terminacdo sem
qualquer EJC funcional associado ao transcrito, ndo sendo possivel a activacdo do NMD, e o
transcrito é sujeito a multiplos ciclos de traducéo [4] [47].

No caso de transcritos com uORFs, em que coddo de terminacdo € reconhecido pelo
ribossoma, este pode também ser reconhecido pela maquinaria de NMD como prematuro, mas
tal ndo é imperativo, ou seja, nem todos 0s mMRNAS que contém uORFs funcionais sdo alvos

de NMD [48] [49] [50]. Um exemplo é o do gene que codifica a trombopoetina (TPO), que
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contém sete UORFs, mas cuja regulacdo € independente do NMD. No entanto, o aumento do
tamanho de uma das UORFs levou a um decréscimo da expressio do mRNA da TPO,
revertido parcialmente pelo knockdown da UPF1, o que sugere um papel do tamanho da
UORF na activacdo deste mecanismo [49]. Foi também descrito que mRNAs da (-globina
com mutagdes nonsense e que obedecem a regra dos 50-54 nucle6tidos sdo resistentes ao
NMD, e que a inser¢do de um fragmento entre o coddo de iniciacdo e a mutagcdo nonsense,
aumentando a ORF de 15 para 39 coddes, torna 0 mRNA sensivel ao NMD [51]. Foi
demonstrado que o pardmetro critico para esta inibicdo é de facto a proximidade do codéao
nonsense ao codao de iniciacdo da traducdo [4] [52]. Em plantas, jA esta descrito que a
activacdo do NMD esta dependente do tamanho da uORF, propondo que uORFs com cerca de
50 aminoé&cidos despoletam o NMD eficientemente, mas UORFs mais pequenas (31 a 15
aminoacidos) falham na mesma resposta [53]. No entanto, esta dependéncia ndo esta

totalmente esclarecida em mamiferos.

Tal como referido no ponto anterior, o transcrito da HJV humana possui duas UORFs na
regido 5’lider, as quais estd associado um coddo de terminagdo. Caso as UORFs sejam
funcionais, este coddo pode ser reconhecido pela maquinaria de NMD como prematuro,
tornando o transcrito HJV num alvo de regulagéo por este mecanismo. O codédo de terminacéo
das UORFs esta localizado a mais de 54 nucledtidos a montante da Ultima juncdo exao-exao.
Nenhum estudo foi feito até agora de maneira a esclarecer se 0 NMD poderia ter algum papel

na regulacdo da expressdo génica da HJV.

O objectivo desta dissertacdo é estudar o controlo pos-transcricional do gene HJV. Para
tal, avaliar-se-4 o padréo de splicing, usando tecidos transfectados e ndo transfectados com o
gene HJV, de forma a determinar por RT-PCR quais as variantes maioritarias. Pretende
também avaliar-se o controlo da traducdo por uORFs, usando para tal o gene reporter da
luciferase, do qual se medira a actividade, o que permitira quantificar a proteina produzida.
Sera ainda efectuada a deteccdo das proteinas produzidas por Western-Blot. Pretende ainda
investigar-se se o transcrito HJV é sensivel ao mecanismo de NMD, através da quantificacdo
dos seus niveis de RNA por PCR em tempo real. A identificacdo de mecanismos que
controlem a expressdo deste gene podera ajudar a melhor compreender qual o seu papel na

homeostase do ferro.
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2  Metodologia Experimental

2.1 Clonagem dos vectores de expressao
2.1.1 Variante A

Para clonar a regido codificante da HJV correspondente a variante A no vector de
expressdao pcDNA3/hygro+ (Invitrogen), amplificou-se por PCR a partir de cDNA da HJV o
fragmento Nhe | / Xho |, que abrange o 1° e 3° exdes, usando os oligonucledtidos iniciadores
5°UTR Nhe e Xho I mRNA AS Il (Quadro I, Anexo), e o fragmento BstXl / Bam HI, que
abrange 0 3° e 4° exdes usando os oligonucledtidos iniciadores ex3S Il e ex4 AS (Quadro I,
Anexo). Os fragmentos foram clonados nos locais de restricdo correspondentes no vector de
expressdo pcDNA3/hygro+ (Invitrogen) que continha o gene HJV, previamente clonado,
usando os enzimas de restricdo Nhe I (Amersham), Xho | (Fermentas), BstXI (Roche) e Bam
HI (Amersham) e a ligase de DNA do fago T4 (Fermentas). Usou-se este produto para
transformar bactérias quimicamente competentes DHS5a (Invitrogen), das quais se extraiu o
DNA plasmidico, utilizando o kit de extraccdo JETquick Plasmid MiniPrep Spinll Kit/250
Genomed para isolamento de clones recombinantes. A construcdo molecular obtida
denominou-se VarianteA clonada, e a sua correcta construcdo foi confirmada por

sequenciacao automatica.

2.1.2 Construcdes para o estudo das uUORFs

Para estudar o efeito das UORFs na expressao da HJV usou-se um gene repdrter, o gene
da luciferase, de maneira a quantificar a proteina produzida através de ensaios de
luminescéncia. Foram utilizados dois vectores de expressdo: o pGL2-enhancer (Promega),
que codifica para a luciferase do pirilampo (Firefly), em que previamente foi clonado o
promotor do citomegalovirus humano (hCMV) presente no vector pcDNA3/hygro+
(Invitrogen), e o pGL4.70 (Promega), que codifica para a luciferase da Renilla. A regido
5’lider do gene HJV foi clonada a montante do cDNA da luciferase do pirilampo, criando-se
uma fusdo em que o AUG da ORF da luciferase se situa exactamente no mesmo local do
AUG da ORF da HJV. Para tal amplificou-se por PCR a regido 5lider da HJV a partir de
cDNA sintetizado a partir de figado humano, com os oligonucledtidos iniciadores link Hind
I11 (com um linker para o local de restricdo do enzima Hind Il1) e HJV luc, e amplificou-se a
partir do vector pGL2-enhancer a regido entre os locais de restricdo Hind Ill e Xba I, com o0s

oligonucledtidos iniciadores luc HJV e pgL2 AS (Quadro I, Anexo). Os produtos dos dois
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PCRs foram ligados através de uma terceira amplificagdo usando como DNA molde os
produtos de amplificacdo anteriores e o oligonucledtido iniciador directo do 1° PCR e o
inverso do 2° PCR, respectivamente link Hind 11l e pgL2 AS. Este produto foi clonado no
pGL2-enhancer usando os enzimas Hind 111 (Promega) e Xba | (Promega), e a ligase de DNA
do fago T4. Esta construcdo foi denominada pGL2+5"UTR HJV e a sua sequéncia confirmada
por sequenciacdo automatica. Foram realizadas alteracfes neste construcdo através de
mutagOes pontuais nos seus AUGs e coddo STOP, ou no AUG principal. Estas mutacdes
foram realizadas por mutagénese dirigida através do kit QuikChange Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene), de acordo com as instrugdes do fabricante, e usando
oligonucledtidos iniciadores especificos para cada mutacdo desejada (Quadro I, Anexo). O
programa utilizado consistiu numa desnaturagéo inicial durante 30s a 95°C, seguida de 12
ciclos de: desnaturacdo 30seg a 95°C, hibridacdo durante 1min a 55°C e extensdo durante
16min a 68°C. Fez-se também um passo de extensdo adicional durante 10min a 68°C. Digeriu-
se 0 produto de PCR com Dpn | (Fermentas) durante 1h a 37°C para remover as cadeias-mae,
ndo alteradas, e usou-se este produto para transformar bactérias quimicamente competentes
DH50. Apols extraccdo do DNA plasmidico, a sequéncia de todos as construcgdes foi

confirmada por sequenciacdo automatica.

2.1.3 Construcdes para o estudo do NMD

Para estudar a possivel degradacdo por NMD usou-se um gene reporter, a -globina, no
qual se substituiu a sua regido 5" pela regido 5°lider da HJV, bem como por esta mesma regido
mas apresentando mutacdes nos diferentes UAUGs. Usou-se as construcdes ja efectuadas para
0 estudo das uORFs para amplificar a 5" UTR da HJV, intacta ou com muta¢fes nos UAUGS,
usando oligonucledtidos iniciadores contendo linkers com locais de restricdo para 0s enzimas
Nhe | e Nco | (Quadro I, Anexo). Estes produtos foram clonados no vector PTRE-BN, em
substituicdo da regido 5" do gene B-globina entre os mesmos locais de restrigdo. Usou-se este
produto para transformar bactérias quimicamente competentes DH5a. ApOs extraccdo do
DNA plasmidico, a sequéncia de todos as construcdes foi confirmada por sequenciacao

automatica.

2.2 Culturas celulares e transfeccoes

A linha celular HeLa com expressdo estavel do trans-activador tet (HelLa/tTA) foi
mantida em cultura em meio DMEM + Glutamax-I (Gibco) suplementado com 10% de soro

fetal bovino (FBS), numa estufa a 37°C com atmosfera de CO,a 5%. A linha celular HepG2
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foi mantida em meio RPMI 1640 + Glutamax-I (Gibco), suplementado com 10% FBS e numa
estufa a 37°C com atmosfera de CO,de 5%. As linhas celulares referidas foram semeadas em
placas de 35mm com 2mL de meio, usando uma quantidade de células de modo a que no dia
seguinte se encontrassem a uma confluéncia de cerca de 90% no caso das HelLa e de 70% no
caso das HepG2. As células foram incubadas durante cerca de 24h numa estufa a 37°C com
atmosfera de CO;a 5%. Diluiu-se 4pL de lipofectaminaTM 2000 (Invitrogen) em 125uL de
Opti-MEM (Gibco), seguido de incubacdo 5min a temperatura ambiente (TA). A esta
preparacdo juntou-se o DNA diluido em 125uL de Opti-MEM. No caso dos vectores de
expressao com a variante A clonada e o gene HJV usou-se 1500ng de cada plasmideo, para 0s
vectores de expressdo para o estudo das UORFs 5ng do vector de expressao pGL4.70+ hCMV
e 2ug do vector de expressdo em questédo, de forma a ter uma razao entre os dois vectores de
1:400, e no caso dos vectores de expressdo para o estudo do NMD usou-se 300ng do vector de
expressdo em questdo e 2700ng do vector de expressao vazio. Juntou-se as duas preparacdes,
incubou-se 20min a TA e adicionou-se a0 meio de cultura de cada placa, previamente

substituido. As placas foram de novo colocadas na estufa a 37°C, durante cerca de 24h.

2.3 Extraccéo de RNA, sintese de cDNA e PCR

Obteve-se 0 RNA através de lise directa usando o kit de extraccdo NucleoSpin RNA I
(Macherey-Nagel), e procedeu-se de acordo com o manual do fabricante. Os cDNAs foram
sintetizados através do kit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase, de acordo com o manual
do fabricante. As diferentes reaccdes de PCR para a detecgdo das variantes de splicing foram
efectuadas usando conjuntos de oligonucleotidos iniciadores especificos (vide resultados e
Quadro I, Anexo). As condicdes de PCR utilizadas foram equivalentes para a amplificacéo
das diferentes variantes, sendo constituidas por um passo inicial de desnaturacdo a 95°C
durante 5min, e depois 30 ciclos de amplificacdo, constituidos por uma desnaturacéo a 95°C
durante 30seg, hibridacdo a 55°C durante 45seg e um passo de extensdo a 72°C durante 1min.
Fez-se também um passo final de extensdo a 72°C durante 10min. A mistura de reac¢do foi
feita de acordo com o manual do fabricante (Promega), a qual se adicionou 0 DNA molde,
varidvel para cada caso. Os fragmentos obtidos foram analisados em gel de agarose (1%-2%)

e a sua sequéncia confirmada por sequenciacdo automatica.
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2.4 Transcri¢do in vitro

O RNA foi sintetizado usando o kit RiboMAX™ Large Scale RNA Production System —
T7, de acordo com o manual do fabricante. Apés digestdo do template com DNase durante
15min a 37°C, purificou-se e extraiu-se 0 RNA através do kit de extracgdo NucleoSpin RNA 11
(Macherey-Nagel).

2.5 Ensaios de luminescéncia

Este ensaio permite quantificar a producdo da proteina luciferase através da medicéo da
sua actividade enzimatica na presenca de um substrato, um derivado do luminol, que ao ser
metabolizado emite fotdes que podem detectados usando um luminémetro. A actividade da
luciferase foi medida usando o Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) e o
lumindmetro Lucy 2 (Anthos). Apds 24h de transfecgdo, procedeu-se a obtencdo de extractos
proteicos através da lise das células, fazendo inicialmente uma lavagem com 500uL de
solucéo salina de tampéo fosfato (PBS), seguida da adicdo de 50uL de passive lysis buffer 1 x
(PLB, Promega) por poco, seguida de raspagem. Pipetou-se o conteldo da placa, que foi de
seguida congelado a -80°C, descongelado a 37°C e centrifugado a 4°C durante 30seg,
descartando-se o pellet e guardando o lisado. A analise da actividade da luciferase consiste na
medicéo sequencial da actividade da luciferase do pirilampo (neste caso, clonada no vector de
expressdo em estudo) e da Renilla (clonada no vector de expressao pGL4.70) na mesma
reaccao. Ao lisado (10uL) é adicionado o substrato da luciferase do pirilampo (40uL) e a sua
actividade é medida; de seguida € adicionado o substrato da Renilla 40uL), que para esta
reaccao, e estimula simultaneamente a actividade da luciferase da Renilla, permitindo depois
a sua medicdo. A luciferase da Renilla funciona como controlo interno da reac¢édo, permitindo
eliminar variabilidade técnica como, por exemplo, diferentes eficiéncias de transfeccdo ou

namero de células por placa.

2.6 RT-PCR quantitativo

Apos retirar-se a aliquota para medicao dos niveis de luminescéncia, ressuspendeu-se o
pellet e adicionou-se o tampdo de lise do kit de extraccdo NucleoSpin RNA Il (Macherey-
Nagel), procedendo-se depois a extraccdo do RNA de acordo com o manual do fabricante. O
cDNA foi sintetizado recorrendo-se as esferas comerciais Ready-To-Go You-Prime First-
Strand Beads, GE Healthcare, e a reac¢do de PCR quantitativo efectuada usando a mistura de

reaccdo SYBR green PCR master mix, Applied Biosystems, ambos de acordo com as
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instruces do fabricante. Relativamente & quantificagdo dos transcritos correspondentes ao
estudo das UORFs, usou-se oligonucledtidos iniciadores especificos para do gene da luciferase
do pirilampo e da Renilla. (Quadro I, Anexo). No caso dos transcritos usados para o estudo do
NMD, usou-se oligonucleétidos iniciadores especificos para o gene BN e a Puromicina, aqui
usada como controlo interno. A Puromicina corresponde a uma unidade transcricional
independente, clonada no vector de expressdo onde se encontra clonado o gene reporter f3
(Quadro I, Anexo). Para ambos os casos, 0 programa consistiu num passo inicial de
desnaturacdo a 95°C durante 10min, seguido de quarenta ciclos que incluem um passo de
desnaturacdo a 95°C por 15seg e um passo de extensdo a 60°C por 30seg. A reaccdo foi
quantificada usando o aparelho de PCR em tempo real ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems)
e o sistema de deteccdo SYBR GREEN.

2.7 Imuno-deteccdo por Western-Blot

Apo6s 24h de transfegéo, as células HeLa foram lisadas como referido para os ensaios de
luminescéncia. A 20uL do lisado foi adicionado 5u de dodecil sulfato de sodio (SDS) 5,
desnaturou-se a mistura a 95°C durante 10min e armazenou-se a -20°C. Os lisados proteicos
foram resolvidos num gel de SDS-PAGE a 10% e transferidos para uma membrana de PVDF
(Polyvinylidene Fluoride) (Bio-Rad). Esta foi marcada com o anticorpo primario de rato anti-
Luciferase (Invitrogen) a uma diluicdo de 1:200 e com o anticorpo primario de rato anti-a
Tubulina (Sigma), numa diluicdo de 1:5000. Apds lavagem da membrana, a detecgéo foi feita
usando o anticorpo secundario de cabra anti-lgG de rato (Abcam) a uma diluicdo de 1:4000,
conjugado com HPR (horseradish-peroxidase), seguido de quimioluminescéncia. A revelacao
foi efectuada no processador Kodak X-OMAT 1000.
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3 Resultados

3.1 Analise do padrao de splicing do transcrito HJV

Tal como foi detalhadamente descrito na introdugdo desta dissertacdo, o gene HJV é
transcrito e processado num mRNA maduro, contendo a totalidade dos exdes (variante A) e
em quatro variantes de splicing adicionais (variantes B, C, D e E) [16]. Usando
oligonuclettidos especificos para cada exdo, é possivel discriminar estas variantes atraves de
amplificacdo por reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) e visualizagdo em gel de
agarose, permitindo a analise do seu padréo de splicing (Figura 3).

exdo 1 exao 2 exdo 3 exdo 4
Gene HIV

4 il  m— DY) } VarianteA
» ' ) N DY) } VarianteB
> ) ) ) VarianteC
> ) 4 - ) >
> & DI ) >

-> e = e

i
d
>—]
|
[72]

aug$S ex3 AS BamHIAS ex4 AS

Figura 3 - Representagdo do gene HJV e das suas variantes de splicing. Abaixo estdo representados, no local
correspondente de hibridacdo, os oligonucle6tidos iniciadores usados nas amplificagdes por PCR. (Imagem adaptada de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/148738).

Para tal, fez-se inicialmente PCR usando um oligonucleétido iniciador directo no
primeiro exdo (5"UTR S — Quadro I, Anexo) e um oligonucleotido iniciador reverso no quarto
exdo (BamHI AS — Quadro I, Anexo), comuns a todas as variantes. Assim, com estes
oligonucledtidos iniciadores, os produtos de PCR resultariam em bandas de peso molecular de
1046, 861, 339, 302 e 488 pares de bases (pb), correspondentes respectivamente as variantes
A, B, C, D e E. No caso das variantes obtidas a partir do gene HJV transfectado, os
respectivos pesos moleculares seriam acrescidos de 36 pb correspondentes a um tag inserido
no inicio do exdo 3, comum a todas as variantes com excep¢ao da variante D. Como DNA
molde foi usado cDNA produzido a partir de RNA de figado humano, de RNA obtido a partir
das linhas celulares HUH7, HepG2, HelLa e HEK ndo transfectadas ou das linhas celulares

HelLa, HepG2 e HEK transfectadas com o plasmideo de expressdo contendo o gene HJV.
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Figura 4 - Amplificagio de cDNA HJV em diferentes tecidos. Os oligonucleétidos iniciadores usados sdo A) 5UTR S e
BamHI AS, comuns a todas variantes; B) aug S e BamHI AS, que permite a amplificacdo das variantes Ae E; C) 5UTR S e
ex3 AS, que permite a amplificacdo das variantes A e B; D) aug S e ex3AS, que permitem a amplificagdo exclusiva da
variante A. O controlo positivo var C usado na figura A corresponde a variante C clonada num vector de expressdao. O M
corresponde ao marcador de peso molecular 100bp ladder; a banda com maior peso molecular é de 1200 pb, a seguinte de
1000 pb, e as seguintes tém uma diferenca de 100 pb. E visivel em todos os casos a diferenca de peso molecular entre as
bandas relativas a linhas transfectadas e nédo transfectadas, correspondentes a presenga do tag (36 pb) na HJV clonada no
vector de expressdo transfectado. O peso molecular da variante A, que ndo é detectada nos casos A, B e C, seria de,
respectivamente, 1082, 844 e 407 pares de bases (com tag). Na figura D o seu peso molecular é de 356 ph. A sequéncia de
todos os produtos de PCR foi confirmada por sequencia¢do. Confirmou-se igualmente por sequenciacdo que as bandas
visiveis de menor intensidade correspondem a produtos de PCR inespecificos. Foram efectuados trés ensaios independentes
com resultados muito semelhantes, sendo esta figura exemplo de um dos ensaios.

A andlise em gel de agarose (figura 4A) permite a observacdo de uma banda de peso
molecular correspondente a variante C e, nalguns casos, a variante D. Pode comparar-se o
peso molecular directamente com o controlo positivo, a variante C clonada.
Surpreendentemente, a variante A, cuja isoforma representa a proteina funcional, ndo é
detectada usando este conjunto de oligonucledtidos. Fez-se também PCR usando um
oligonucledtido iniciador directo no exdo 2 (aug S) e um inverso no exdao 4 (BamHI AS). Este
conjunto de oligonucleotidos permite a amplificagdo selectiva das variantes A e E, com pesos
moleculares respectivamente de 808 e 286 pb, acrescidos de 36 pb correspondentes ao tag, no
caso dos tecidos transfectados. Mais uma vez, este PCR apenas permitiu a visualizagdo de um

produto correspondente a variante E (figura 4B) ndo sendo novamente detectada a variante A.
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Igualmente, ao usar oligonucleodtidos iniciadores para o primeiro e terceiro exdes
(respectivamente, 5’UTR S e ex3 AS), que permitem a amplificacdo selectiva das variantes A
e B, excluindo a amplificacdo das variantes C e E, foi apenas possivel a deteccdo da variante
B (figura 4C). Os pesos moleculares das variantes A e B séo respectivamente de 558 e 373
pb, acrescidos de 36 pb correspondentes ao tag. Finalmente, apenas fazendo um PCR usando
oligonucledtidos iniciadores especificos para a variante A (aug S e ex3 AS — Quadro I,
Anexo), que excluem a amplificacdo de todas as outras variantes, é possivel a visualiza¢do da
banda correspondente a variante A em gel de agarose (figura 4D), com peso molecular de 320
pb, acrescidos de 36 pb. Estes resultados levam-nos a levantar a hip6tese de que as variantes
A, B e D estdo presentes nos tecidos e sdo produzidas quando transfectadas mas em

quantidades muito baixas, e que as variantes maioritarias parecem seraC e a E.

Existem no entanto dois aspectos a ter em consideracdo no que diz respeito a variante E.
Primeiro, € curioso notar que embora esta variante seja inicialmente referida no artigo de
Papanikolaou e colaboradores (2004) [16] a sua sequéncia ndo se encontra anotada nas bases
de dados. Segundo, o facto de a variante E diferir da variante A apenas na ocorréncia de um
skipping parcial do exdo 3 leva a equacionar a hipotese da sua deteccdo por RT-PCR ser
apenas um artefacto técnico, seja na sintese dos cDNAs ou na propria reaccdo de PCR,
iludindo-nos na interpretacdo dos resultados. Para testar esta hipotese o0 MRNA
correspondente a variante A foi produzido através de transcricdo in vitro (VarA TIV) a partir
do respectivo cDNA clonado num vector de expressdo. O produto desta reaccao foi utilizado
para RT-PCR usando trés conjuntos de oligonucledtidos iniciadores, de maneira a ser
tecnicamente possivel amplificar todas as variantes (5"UTR S/ex4 AS), apenas a variante A
(aug S/ex3 AS) e as variantes A e E (aug S/ex4 AS). Paralelamente, foi também utilizado
RNA da linha celular HeLa transfectada com o gene HJV (HeLa HJV) ou transfectada com a
variante A clonada num vector de expressdo (HeLa VarA) ou, como DNA molde, o proprio
plasmideo que contém a variante A clonada (VarA Plasm). O resultado obtido encontra-se na

figura 5.
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Figura 5 — Amplificagdo de HeLa HJV, HeLa VarA, VarA TIV e VarA Plasm usando trés conjuntos de
oligonucledtidos iniciadores. O M corresponde ao marcador de peso molecular 100bp ladder; a banda com maior peso
molecular é de 1200 pb, a seguinte de 1000 pb, e as seguintes tém uma diferenca de 100 pb. O peso molecular da variante A
usando estes olignonucledtidos é de: 5’'UTR S/ex4AS — 1260; aug S / ex3AS - 356; aug S / ex4AS - 1022 pares de bases
(com tag). A sequéncia de todos os produtos de PCR foi confirmada por sequenciacdo. Confirmou-se igualmente por
sequenciacdo que as bandas visiveis de menor intensidade correspondem a produtos de PCR inespecificos. Foram efectuados
trés ensaios independentes com resultados muito semelhantes, sendo esta figura exemplo de um dos ensaios.

Assim, e de acordo com o0s resultados anteriores, considerando o conjunto de
oligonucledtidos iniciadores que amplifica todas as variantes (5"UTR S/ex 4AS), observa-se
que a variante produzida maioritariamente a partir do gene HJV transfectado € a variante C,
com peso molecular de 553 pb. Surpreendentemente, o produto de PCR maioritariamente
detectado com este conjunto de oligonucleétidos, produzido a partir da transfeccdo do cDNA
correspondente a variante A, corresponde a variante E (738 pb) e ndo a variante A (1260 pb),
tal como seria previsivel tendo em conta que ndo seria expectavel que este cDNA fosse
sujeito a qualquer evento de splicing durante o seu processamento intracelular. E de notar,
contudo, uma banda de baixa intensidade com peso molecular semelhante ao da variante A, e
que podera eventualmente corresponder a esta. No entanto, ndo foi possivel confirmar por
sequenciacdo a sua identidade. Em contrapartida, com este mesmo conjunto de
oligonucledtidos, ja é possivel a deteccdo de uma banda correspondente a variante A ao ser
usado como DNA molde o cDNA produzido a partir de RNA transcrito in vitro ou o
plasmideo que contém o respectivo cDNA desta variante. Usando o conjunto de
oligonucledtidos iniciadores especifico para a variante A (aug S/ex3AS), é visivel uma banda
em todas as amostras de tamanho correspondente a mesma, 356 pb, logo, a variante A é

produzida mesmo nos dois primeiros casos em que ndo é detectada com o anterior conjunto

19



de oligonucledtidos. No caso do conjunto de oligonucle6tidos iniciadores que permite, com
base no peso molecular, a distin¢do entre a variante A e a E (aug S/ex4AS), é visivel, no caso
do gene transfectado, uma banda correspondente a variante E (500 pb) e, nos casos do cDNA
produzido a partir de RNA transcrito in vitro e do plasmideo que contém clonado o cDNA da
variante A, bandas correspondentes a variante A, de 1022 pb.

Estes resultados sugerem que a ndo deteccéo da variante A nas situacfes acima descritas
ndo parece ser devida a questdes técnicas inerentes as propria reac¢oes de RT e/ou PCR, uma
vez que ocorre amplificacdo e deteccdo desta quando se utiliza como substratos RNA
produzido in vitro a partir do cDNA da variante A ou plasmideo contendo o mesmo cDNA.
Aparentemente, a deteccdo da variante A, quando se utilizam oligonucleétidos que ndo a
amplificam exclusivamente, apenas € possivel quando o RNA a partir do qual é feito o cDNA
ndo é produzido na célula. Parece estar a ocorrer um evento celular ainda ndo esclarecido que
influencia o splicing do transcrito HJV, favorecendo a producdo das variantes C e E. A
variante C, aparentemente maioritaria, contém o coddo de iniciagdo no quarto exao,
produzindo-se uma proteina apenas com o dominio transmembranar, cuja funcdo ndo é
conhecida mas que, apesar de ndo conter o péptido sinal caracteristico da isoforma A,
potencialmente podera chegar a membrana e exercer algum efeito na via de sinalizagédo
HJV/BMP. [16] A variante E contém um cod&o de iniciacdo no exao 2 (0 mesmo da variante
A), que ao ser utilizado originaria um frameshift de 31 coddes a jusante que introduz um
coddo de terminacdo prematuro, produzindo uma proteina truncada com um total de 70
codbes, sem qualquer funcdo conhecida. Alternativamente, podera ser usado o coddo de
iniciacdo no exdo 4, produzindo-se uma isoforma igual a das variantes C e D. Em ambos 0s
casos, a HJV funcional com o peptido sinal, RGD (motivo de trés aminoacidos) e vVWf ndo é
produzida. A producéo das isoformas C, D e talvez mesmo a E, pode estar relacionada com a
funcdo reguladora da HJV, cuja concentracdo deve portanto ser finamente controlada. Seria
um desperdicio celular a HJV funcional ser produzida em grandes quantidades quando ndo
seria necessaria a sua utilizacdo. O splicing alternativo pode assim contribuir para a regulacédo
da expressdo da HJV, favorecendo a producdo de proteinas com auséncia de dominios
especificos no caso de ndo haver necessidade de proteina funcional, mantendo
simultaneamente a transcricdo activa para assegurar uma resposta rapida caso a concentracao
celular de ferro se altere subitamente. Conjuntamente, ocorreria igualmente alguma producao

a nivel basal da HJV, o que explica a deteccao da variante A em quantidades muito baixas.
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3.2 Controlo da traducao da HJV por uORFs

Como referido na introducéo desta dissertacdo, a regido 5°lider do transcrito da HJV
contém dois cod@es de iniciagdo a montante do coddo de iniciagdo principal, sendo assim
definidas duas UORFs de 28 e 19 coddes, que partilham o mesmo coddo STOP. De forma a
avaliar se estas UORFs exercem algum efeito na expresséo da HJV foram realizadas
construcdes em que a sequéncia 5 lider do transcrito luciferase (gene reporter) foi substituida
pela sequéncia 5°lider do transcrito da HJV. Esta construcdo foi denominada 5"UTRHJV
nativa e a sua sequéncia confirmada por sequenciacdo automatica. A partir desta construcao
foram criadas novas construgdes tendo sido introduzidas mutacées alternadas nos 3 coddes de
iniciacdo e no coddo STOP. As construcdes efectuadas encontram-se representadas na figura
6, com a respectiva designacao.

UAUG 1 UAUG 2 UAG AUG uUUG 1 uUUG 2 UAG AUG
5'UTR nativa uORFs KO/main AUG
uAUG 1 uUUG 2 UAG AUG ulUUG 1 uAUG 2 u AUG
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Figura 6 — Representagéio, com a respectiva designagéo, das oito construgdes efectuadas. Os coddes a vermelho
representam os coddes mutados.

Estas construcbes foram usadas para transfectar as linhas celulares HeLa e HepGz2,
permitindo a producdo de mRNAs e traducdo nas proteinas correspondentes. A quantidade de

proteina produzida foi avaliada por ensaios de luminescéncia, através da medicdo da
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actividade enzimatica da luciferase na presenca do seu substrato, um derivado do luminol, que
ao ser metabolizado emite fotGes que podem ser detectados usando um luminémetro.

Inicialmente averiguou-se se as UORFs eram funcionais nos dois tecidos. Para tal,
transfectaram-se as constru¢cdes 5’UTR HJV nativa, UORFs KO, uORF1 activa e uUORF2
activa e usaram-se 0s extractos proteicos para determinar os niveis de luminescéncia. Em
paralelo, determinaram-se os niveis de RNA correspondentes por RT-PCR quantitativo. A
figura 7 representa os resultados obtidos para HelLa (figura 7A) e HepG2 (figura 7B),
nomeadamente os valores de luminescéncia, 0s niveis de RNA e os valores de luminescéncia
corrigidos aos niveis de RNA. E importante fazer a correccio dos niveis de luminescéncia aos
niveis de RNA por forma a eliminar qualquer eventual variabilidade ao nivel, por exemplo, da
eficiéncia da transfeccdo, garantindo assim que estamos apenas a avaliar um efeito da
eficiéncia da traducdo dos transcritos reporter. A figura 7C representa a comparagdo entre 0s
niveis de luminescéncia corrigidos aos niveis de RNA em células HelLa e HepG2.
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Figura 7 - Estudo da funcionalidade das uORFs presentes no transcrito HJV. A- Representagdo dos niveis de
luminescéncia, dos niveis de RNA e da correccdo dos niveis de luminescéncia aos niveis de RNA em HelLa. B — O mesmo
que A, mas para HepG2. C — Comparagdo dos niveis de luminescéncia corrigidos aos de RNA em ambos os tecidos. A
normalizacdo é feita em relagdo as uORFs OK., que representa a situagdo em que as UORFs estéo activas. Foram efectuados
trés ensaios independentes tanto para a quantificagdo da proteina como do mRNA.
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Pode observar-se que no caso das UORFs KO, em que ndo pode ocorrer inibicdo da
expressdo da ORF principal porque ambas UORFs tém o seu cod&do de iniciagdo mutado, a
quantidade de proteina € cerca de 8 vezes superior ao caso em que ambas as UORFs se
encontram activas (UORFs OK). Isto significa que quando as UORFs estdo presentes e activas,
os niveis de proteina diminuem consideravelmente, o que sugere um papel destas na inibigdo
da expressdo proteica. No caso em que apenas a UORF1 esté activa, os niveis de proteina sao
semelhantes ao caso em que ambas estdo activas (UORFs OK), o que sugere que a UORF1 é
responsavel pela maior parte da inibicdo. Esta andlise é reforcada pelo caso em que apenas a
UORF2 esta activa, em que 0s niveis de proteina sdo cerca de 5 vezes superiores ao caso em
que ambas estdo activas, sugerindo que esta ndo tem um papel tdo determinante como a
UORF1 na inibicdo da traducdo da uORF principal. No entanto, é curioso notar que quando
ambas UORFs estdo inactivas a expressao é superior a qualquer um dos casos em que cada
uma esté inactiva individualmente, e mesmo superior a soma da expressdo destas, sugerindo
um efeito sinergético entre as duas UORFs. Parece ocorrer algum tipo de cooperacdo entre
elas de maneira a potenciar a inibicdo da expressdo proteica quando ambas estdo activas e nao
apenas cada uma exercer o seu papel individualmente.

Apesar da funcdo das UORFs ser controlar o nivel de proteina produzida inibindo a
traducdo da ORF principal, é necessario que ocorra alguma sintese da proteina para que esta
possa exercer a sua funcdo na célula [2] [30]. Segundo o modelo convencional de iniciacdo da
traducdo, o complexo de iniciagdo contendo a subunidade ribossomal 40S percorre a regido
5’lider do transcrito até ao reconhecimento do primeiro AUG, sendo entdo iniciada a sintese
proteica. No caso de existir alguma uORF, o primeiro AUG néo corresponde ao AUG da ORF
principal, pelo que é necessario existirem mecanismos que permitam o seu reconhecimento.
Os dois mecanismos principais que permitem a traducdo da ORF principal na presenca de
UORFs sdo o leaky scanning e a reiniciacdo [29]. De maneira a esclarecer se neste caso 0
AUG principal poderia estar a ser reconhecido por leaky scanning, transfectou-se a linha
celular HeLa com as constru¢des 5"UTRHJV nativa, UORFs KO (neste caso, denominado
main AUG, uma vez que € o0 Unico que esta activo), UAUGL (seguindo o mesmo raciocinio,
por ser o Unico activo), UAUG2, AUG1&main e AUG2&main. Os extractos proteicos foram
quantificados por luminescéncia e analisados por Western-Blot, e os niveis de RNA
determinados por RT-PCR quantitativo para, mais uma vez, assegurar que qualquer variacao
observada se deve exclusivamente a efeitos na eficiéncia da traducdo. As construcdes uUAUG1
e UAUG2 apenas possuem um codao de iniciacdo, portanto a tradugdo tem obrigatoriamente

de ser iniciada nesse coddo, formando-se uma proteina de fusdo, semelhante a proteina da
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luciferase, mas com uma porcdo N-terminal mais longa, correspondente & UORF e & regido
inter-cistronica. J& no caso das construgdes UAUG1&main e UAUG2&main, a iniciacdo da
tradugdo pode ser feita no coddo de iniciagdo da UORF ou no coddo de iniciagdo principal.
Caso ocorra leaky scanning, o ribossoma inicia a tradugdo ora num ora noutro coddo,
produzindo-se tanto proteina de fusdo como a proteina da luciferase. Os niveis de
luminescéncia (ja corrigidos aos niveis de RNA) e representacdo da imuno-detecgdo por

Western-Blot estéo resumidos na figura 8.
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Figura 8. Mecanismo pelo qual o AUG da ORF principal é reconhecido. A — Representagio dos niveis de
luminescéncia corrigidos aos niveis de RNA. A normalizagdo foi feita & construcdo main AUG, que representa a situacdo em
que a tradugdo apenas pode iniciar no AUG principal. B — Representacdo da imuno-deteccéo por Western-Blot. Legenda: 1-
luciferase; 2- 5UTRHJV nativa; 3- main AUG; 4- uAUG1; 5- uUAUG2; 6- uUAUG1&main; 7- UAUG2&main. Foram
efectuados trés ensaios independentes tanto para a quantificacdo e detecgéo da proteina como para a quantificagdo do mRNA.

Como é visivel, detecta-se apenas proteina de fusdo nos casos UAUGL, uAUG2 e
UAUG1&main, e na construcdo UAUG2&main observam-se duas bandas correspondentes as
duas proteinas produzidas, de fusdo e da proteina da luciferase, compativeis com a ocorréncia
de leaky scanning. Faz sentido este ser maioritario neste caso uma vez que o AUG da uORF1
possui um contexto de iniciacdo mais favoravel do que o AUG da uORF2, podendo assim ser
mais fécil para o ribossoma “falhar” o reconhecimento deste Ultimo. Nao ¢ visivel a banda

correspondente a proteina da luciferase no caso UAUG1&main, mas tal ndo implica que ndo
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estd a ocorrer leaky scanning. Este podera estar a ocorrer a um menor nivel, ndo detectével
através desta técnica. Estes resultados indicam que o ribossoma reconhece o codao de
iniciacdo da ORF principal, pelo menos quando apenas a UORF2 se encontra activa, por leaky
scanning. Usando estas construcfes ndo € possivel estudar a existéncia de reiniciacdo uma vez
que o coddo STOP das UORFs estd mutado, ndo permitindo a terminacdo da traducdo e
subsequente reiniciacdo. E ainda evidente uma relagio entre os niveis de luminescéncia e as
bandas proteicas detectadas. Nos casos em que apenas se produz proteina de fusdo, ou seja, no
caso UAUGL, uAUG2 e uUAUG1&main, os niveis de luminescéncia sdo semelhantes entre si,
com um ligeiro aumento no caso UAUG1&main. No caso em que se observa ocorréncia de
leaky scanning, no uUAUG2&main, em que se produz proteina de fusdo e a proteina da
luciferase, os niveis de luminescéncia sdo semelhantes ao caso em que apenas se pode
produzir proteina da luciferase por apenas estar activo o AUG principal (main AUG). Assim,
o ligeiro aumento do valor de luminescéncia no caso UAUG1&main face aos casos UAUG1 e
UAUG2 pode dever-se a producdo de proteina a partir do AUG principal em pequenas
quantidades, compativel com a ocorréncia de leaky scanning a niveis ndo detectaveis por
Western-Blot.

E ainda curioso observar que as bandas proteicas do Western-Blot ndo tém diferencas de
intensidade suficientemente significativas que justifiguem a diferenca consideravel nos niveis
entre 5"UTRHJV nativa, uAUG1, uAUG2 e uAUGl&main e entre main AUG e
UAUG2&main. Estes resultados indicam que a diminuicao dos niveis de luminescéncia ndo se
deve exclusivamente a diferentes quantidades de proteina, sugerindo que a proteina de fuséo
que € produzida no caso em que o coddao STOP e o AUG principal estdo mutados pode ter

uma actividade enzimatica diferente da proteina produzida a partir apenas do AUG principal.

3.3 Controlo da degradacéo do transcrito HJV por NMD

Como determinado no ponto anterior, o transcrito HJV possui na regido 5°lider duas
UORFs funcionais, as quais esta associado um coddo de terminacdo da traducdo. Este podera
ser reconhecido como prematuro pela maquinaria de NMD, uma vez que se localiza a mais de
54 nucleotidos da ultima juncdo exdo-exdo [4]. Tendo em conta a dificuldade inerente a
deteccdo do transcrito principal da HJV, o desenvolvimento de um método quantitativo que
permitisse a sua analise directa de forma a avaliar a regulacdo da HJV por NMD seria
praticamente inexequivel. Isto levou ao desenvolvimento de uma estratégia alternativa que

possibilita avaliar de que modo a presenca de UORFs funcionais na regido 5’lider do transcrito
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HJV esta envolvida na activacdo do mecanismo de NMD. Para tal, usou-se um gene reporter,
a B-globina humana, cuja relacdo com o NMD esta ja bastante bem estudada. [52] Assim, a
regido 5’lider do gene da B-globina foi substituida pela regido 5°lider nativa da HJV, bem

como por esta regido apresentando mutagdes nos diferentes UAUGs. As construcoes
produzidas estéo resumidas na Figura 9.

‘_*AUSIJ M @ >50-54 nt @ M M @ >50-54 nt @
| I AU | | | I | AU {
B-HJV ' B-HJV KO =
obina -globina
uAUg“ wUuG2 ‘ @ >50-54 nt wuuGl ‘ uAU&’J @ >50-54 nt @
| avg) @ | | e

I I
B-HJV 10K | B-HJV 20K —

Figura 9 - Representagéo das construgdes efectuadas, e respectiva designacdo. Os coddes a vermelho representam os

coddes mutados. Quando a distancia entre o coddo STOP e o EJC é superior a 50-54 nucle6tidos, é permitida a activacdo do
NMD.

Estas construcdes foram transfectadas em células HelLa e quantificou-se 0 mRNA
produzido por RT-PCR quantitativo. A utilizacdo das construgdes em que se anulam as
UORFs separadamente € importante na medida em que permite avaliar se ambas sdo
responsaveis pela indu¢do do NMD. Usou-se como controlos o gene B-globina normal (B-N) e

o gene B-globina portador de uma mutacdo nonsense no codao 39 (B-39), que induz o NMD
[52]. Os resultados estdo esquematizados na figura 10.

1,2

0,8

0.6
0.4
H .
a T T T T T
pn B39

Bhjv BHIV 10K BHIV 20K BHIV KO

niveis de RNA

Figura 10 - Quantificagio por RT-PCR quantitativo dos niveis de RNA. A normalizagio foi feita & construgio BN, que

representa o controlo negativo, em que ndo héa degrada¢do do RNA pelo mecanismo de NMD. Foram efectuados trés ensaios
independentes para a quantificagdo do mRNA.
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Pode observar-se que os niveis de mRNA correspondentes ao (-39 sdo bastante
inferiores em comparagdo ao B-N, indicando que os controlos estdo a comportar-se de
maneira apropriada, validando o mecanismo de NMD neste sistema. Os niveis de mMRNA da
B-HJV séo apenas ligeiramente superiores aos do -39, indicando que a presenca das UORFs
da regido 5’lider nativa da HJV tem a capacidade de induzir o NMD nos transcritos repdrter.
Pode observar-se ainda que os niveis de mRNA da B-HJV KO s&o apenas ligeiramente
inferiores aos de B-N, ou seja, quando as UORFs estdo inactivas os niveis de mRNA sao
semelhantes a uma situacdo em que o NMD né&o é activado, reforcando a hip6tese de ser de
facto o coddao STOP das uORFs a ser reconhecido como prematuro, resultando na activacao
do NMD. Isto sugere que, na sua forma nativa, os transcritos HJV poderdo ser igualmente
substratos para a maquinaria de NMD. O facto de os niveis de mRNA da B-HJV serem
semelhantes aos da B-HJV 10K, e os da B-HJV 20K semelhantes aos da p-HJV KO sugere
que a UORF1 possa ser a mais determinante na activacdo do NMD. Estes dados estdo de
acordo com os resultados anteriores, em que se observou que a UORF1 tem um papel mais
preponderante na inibicdo da traducdo que a UORF2. Como o0 NMD depende do evento de
terminacdo da traducgdo, se a UORFL1 é traduzida mais vezes que a UORF2 faz sentido
desencadear mais vezes 0 NMD. Pode ainda considerar-se o facto de a uORF1 ser maior que
a UORF2 (28 versus 19 coddes) o que, de acordo com exemplos anteriormente descritos na
introducdo [49] [50], pode ser um factor determinante na activacdo do NMD. Para testar esta
hipdtese poder-se-ia diminuir o nimero de coddes da UORF1, mantendo o contexto do seu

UAUG, e observar se mantinha a capacidade de inducdo de NMD.
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4 Discussao final e perspectivas futuras

A HJV foi inicialmente descrita em 2004, e desde entdo os estudos realizados foram
essencialmente funcionais. Tem sido atribuida particular importéncia ao estudo de mutagdes
que alteram a funcionalidade da proteina, e a sua consequéncia na via de sinalizacdo mediada
por BMPs. No entanto, estudos recentes evidenciam que a HJV pode ser regulada ndo apenas
a nivel transcricional, mas essencialmente ao nivel pds-transcricional, tornando-se assim
fundamental perceber de que modo este tipo de regulacdo pode influenciar a expressdo da
HJV e que consequéncias advirdo para a homeostase do ferro [18].

A analise do padrdo de splicing em diferentes tecidos, transfectados e ndo
transfectados, permite observar que a variante A, que codifica a proteina funcional, ndo é
produzido em quantidades elevadas, que podera estar relacionado com o papel regulador da
proteina HJV. Foi também detectada em quantidades consideraveis uma variante de splicing
inicialmente referida por Papanikolaou e colaboradores (2004), mas cuja sequéncia nao se
encontra anotada nas bases de dados do transcriptoma. A variante maioritariamente detectada
parece ser a variante C, cuja funcéo na célula ndo esta ainda esclarecida. Pode assim concluir-
se que o controlo do gene HJV atraves do splicing alternativo parece existir através do
favorecimento da producdo de proteinas sem alguns dominios funcionais em detrimento da
proteina funcional. Nao se sabe, contudo, qual o papel dessas isoformas proteicas na célula.

Foram também identificados dois mecanismos de regulacdo, um ao nivel do controlo
da traducdo e outro ao nivel da degradacdo do mRNA. Verificou-se que o transcrito HJV tem
duas UORFs funcionais que inibem consideravelmente a eficiéncia de traducdo da ORF
principal. O AUG principal € reconhecido, pelo menos, por leaky scanning. De futuro, seria
pertinente investigar se 0 AUG principal também é reconhecido através do mecanismo de
reiniciacéo.

A HJV ¢é também regulada ao nivel da degradacdo do mRNA, nomeadamente atraves
do mecanismo de NMD. Neste caso, as dificuldades técnicas inerentes a detec¢do da variante
A no estudo do seu padrdo de splicing fez questionar a viabilidade da sua deteccdo e
quantificacdo. Isto obrigou a uma estratégia alternativa usando construces em que a regiao
5’lider de um gene reporter, a B-globina, cuja relacdo com o NMD esta ja bem estudada [52],
foi substituida pela regido 5 lider da HJV. Os resultados indicam que ocorre degradacdo do
mRNA nestas construgdes, 0 que sugere fortemente que 0 mesmo acontecerd no transcrito

HJV nativo. E no entanto necessario confirmar que esta degradacdo é devida a0 NMD
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mediante a observagdo de um aumento dos niveis destes transcritos em consequéncia da
inibicdo deste mecanismo (atraves, por exemplo, da inibicdo por sSiRNA da expressdo de uma
das proteinas cruciais para este mecanismo, a UPF1). Seria ainda importante fazer estudos
usando o transcrito HJV nativo, de maneira a concluir com toda a certeza que este mRNA é
sensivel ao NMD.

Pode assim concluir-se que existe um controlo rigoroso da HJV que ndo permite a sua
expressdo elevada, controlo este efectuado a varios niveis. Por um lado, o processamento do
seu MRNA nédo favorece a producdo da proteina funcional. Além disso, o préprio mRNA
sofre degradacdo em niveis consideraveis, limitando fortemente a abundancia de mRNAs para
traducdo. Mais ainda, hd uma forte barreira a traducdo pelo AUG principal através da
existéncia de duas UORFs.

Seria ainda fundamental complementar estes estudos com experiéncias para avaliar a
resposta destes mecanismos de regulacdo a exposicdo ao ferro. Por exemplo, seria interessante
investigar se na presenca de ferro a barreira imposta pelas uORFs a traducdo da ORF
principal era diminuida. Apesar de ndo terem sido observadas diferencgas de expressao nem de
controlo da traducdo entre tecidos, € possivel equacionar a hipoOtese destes mecanismos
funcionarem em resposta a diferentes concentrac6es de ferro. Uma vez que a HJV estimula a
producdo de hepcidina, cujos niveis aumentam em resposta a concentracdes elevadas de ferro,
é possivel que em situacbes de acumulagdo de ferro no organismo ocorra uma repressdo
destes mecanismos pos-transcricionais de maneira a aumentar a expressao da HJV. Um
aumento da expressdo da HJV traduzir-se-ia assim num aumento de expressdo de hepcidina,
que ao induzir a internalizacdo das moléculas de ferroportina promove o decréscimo da

libertacdo de ferro para o plasma.
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ANEXOS

Quadro I- Sequéncia dos oligonucleotidos iniciadores utilizados. A vermelho esta assinalada a
mutacédo efectuada nas construgdes para o estudo do efeito das uORFs.

Clonagem Variante A

Sequéncia5” - 3’

5UTR Nhe | GCTAGCCTTCTCTGG TTC CCT GACC
Xho I mMRNA AS 11 CCG CTC GAG GCATTG AGA ATG AGCATG TCC
ex3S Il TCACTT TCA CAC ATG CCG
ex4 AS GAT CGA GAG AGT CGCTGAC

Clonagem 5"UTR HJV no pGI2

link Hind 11 CCC AAGCTT ACC GTC AACTCAGTAGCC
luc HIV TTT GGC GTC TTC CAT ACC TAT CCA GCC AGG
HJV luc GGC TGG ATA GGT ATG GAA GAC GCC AAA AAC
pgL2 AS CGT ACGTGATGT TCACCTC

Clonagem 5"UTR HJV no PTRE-BN

5UTR Nhe |

GCTAGCCTTCTCTGGTTC CCT GACC

HJV aug AS Nco |

CCCTTT GGA CCG ACC TAT GGT CCATGG

Mutagénese dirigida

mut aug UORF1 S

CAC AGA GTA GGG AAT CTT GGC TGG AGA ATT GGA TAG

mut aug UORF1 AS

CTATCC AAT TCT CCAGCC AAG ATTCCCTACTCT GTG

mut aug UORF2 S

GAATTG GAT AGCAGAGTATTGTTT GACCTCTGG AAAC

mut aug UORF2 AS

GTT TCC AGA GGT CAA ACAATACTCTGC TAT CCAATT

mut main aug S

CCT GGC TGG ATA GGT TTG GAA GAC GCC AAA AAC

mut main aug AS

GTTTTT GGC GTC TTC CAA ACC TAT CCA GCC AGG

mut STOP uORF S

GGT CAA AAT TCA CTA GGA AGG AGG GTC ATC AGC TGG

mut STOP uORF AS

CCA GCT GAT GACCCTCCT TCCTAGTGAATTTTG ACC

PCR em tempo real

Firefly S CGC TGG AGA GCAACTGCAT
Firefly AS CCA GGA ACC AGGGCGTATCT
Renilla S GAG AAC GCCGTGATTTTT CTG
Renilla AS CCA CAG GTA GCT GGA GGC AG
Puromicina S CGC AACCTCCCCTTCTACG
Puromicina AS GGT GAC GGT GAA GCC GAG
Bglobina S GTG GAT CCT GAG AACTTC AGG CT
Bglobina AS CAG CAC ACAGACCAGCACGT
5UTR S CTTCTC TGGTTC CCT GACC
aug S GCT AGC ATG GGG GAG CCA GGC CAG
ex3 AS TGT ACC GCC GAATGG AAG G
BamHI AS CGATTC AAACTG CTA ACCCTG
ex4 AS GAT CGA GAG AGTCGCTGAC
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