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Resumo

Com a identificacdo e o estudo do gene humano tbccdl, foi identificada uma
proteina, a TBCCD1, por ele codificada. Esta proteina foi entdo descrita como sendo
uma proteina centrossomal, que se localiza também nos corpos basais de cilios
primarios e no corpo médio. Foram identificados dois novos transcritos do tbccdl
resultantes de splicing alternativo, nomeadamente, variante 2 e variante 3, sendo que o

transcrito variante 1 codifica a proteina TBCCD1 variante 1 inicialmente descrita.

O knockdown do tbccdl utilizando siRNAs provoca varios fenotipos em células
hTERT RPE-1, como o aumento da distancia centrossoma-nucleo, a fragmentacdo do
complexo de Golgi e a diminui¢cdo na velocidade de migracdo em ensaios de fecho da

ferida.

Assim, este trabalho teve como principal objetivo o estudo da funcéo biol6gica

de cada uma das variantes identificadas.

Estudou-se a localizagéo celular de cada uma das variantes identificadas em
diferentes linhas celulares humanas. Observou-se que as proteinas TBCCD1 variante 2
e TBCCD1 variante 3 tém uma localizacdo citoplasmatica em todas as situagdes
analisadas. Pelo contrario, como tinha ja sido observado, a proteina TBCCD1 variante
1 localiza-se no centrossoma, no corpo médio e nos corpos basais de cilios primarios.
Curiosamente, observou-se que a localizacdo desta proteina no corpo médio é
dependente dos microtubulos, ao contrario do que acontece com a sua localizagdo
centrossomal. Esta observacao sugere entdo uma interagdo com microttbulos do corpo

médio onde existe uma acumulacdo de microtubulos acetilados.

Observou-se também que a sobreexpressédo das proteinas TBCCD1 variante 1
ou TBCCD1 variante 2 provoca uma diminui¢cao nos niveis de a-tubulina acetilada, assim
como de y-tubulina e de B-actina. J& a sobreexpressao da proteina TBCCD1 variante 3

nao parece afetar os niveis dos componentes do citoesqueleto analisados.

Estudou-se também se o fen6tipo do aumento da distancia centrossoma-nucleo
pode ser provocado por apenas uma das variantes ou resulta da acdo combinada de
mais do que uma variante. Para isso, realizaram-se ensaios de recuperacao do fenotipo,
tendo-se observado que as proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2

revertem parcialmente o fenétipo em estudo.

Para além disso, realizou-se um estudo recorrendo a RT-qPCR no qual se

observou que as variantes tém uma funcao de regulacédo entre si. A sobreexpressao das
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proteinas TBCCD1 variante 1 ou TBCCD1 variante 2 leva A alteracdo dos niveis dos
transcritos das variantes 1, 2 e 3. J4 a sobreexpresséo da proteina TBCCD1 variante 3

afeta apenas os niveis do transcrito variante 3 enddgeno.

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo indicam que as proteinas
codificadas pelos trés transcritos identificados deveréo ter diferentes fungdes celulares.
Para além disso, as proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2 afetam os niveis
de oa-tubulina acetilada, y-tubulina e B-actina, o que pode afetar, por exemplo, a
organizacdo do complexo de Golgi e a migracdo celular, através da regulacdo da
dindmica dos microtubulos. Assim, estes resultados contribuem de forma decisiva para

a compreensao dos fenétipos observados nas experiéncias do knockdown do tbccd1.

Palavras-chave: TBCCD1, centrossoma, Golgi, microtibulos, citoesqueleto



Abstract

When the human gene tbccdl was identified and studied, a protein, TBCCDL1,
that it encoded was also identified. This protein was then described as a centrossomal
protein that also localizes at the basal bodies of primary cilia and to the midbody. Two
new transcripts of tbccdl originated by alternative splicing were identified, namely,
variant 2 and variant 3, and it is now known that variant 1 encodes the TBCCD1 protein

initially described.

The knockdown of tbccdl using siRNAs causes several phenotypes in hTERT
RPE-1 cells, such as the increase in centrosome-nucleus distance, fragmentation of the

Golgi apparatus and a decrease of the cell migration in wound healing assays.

The main goal of this work was to study the biological function of each of the

identified tbccdl variants.

In this study, the cellular localization of each of the variants in different human
cell lines was accessed. TBCCD1 variant 2 and TBCCD1 variant 3 proteins have a
cytoplasmic localization in all the situations analyzed. As it has already been described,
TBCCD1 variant 1 protein localizes at the centrosome, the basal bodies of primary cilia
and to the midbody. Interestingly, it was shown that the midbody localization of this
protein is dependent on microtubules, while its centrossomal localization is not. This
observation suggested an interaction of this protein with a population of microtubules in

the midbody where they are highly acetylated.

Overexpression of TBCCD1 variant 1 or TBCCD1 variant 2 causes a decrease
on acetylated o-tubulin levels, and also on vy-tubulin and f-actin levels. The
overexpression of TBCCD1 variant 3 does not seem to affect the levels of any of the

cytoskeleton components analyzed.

It was also studied if the increased centrosome.nucleus distance phenotype is
caused by only one or a combination of the identified variants. In order to do this, we
performed phenotype rescue assays, and it was shown that overexpression of TBCCD1

variant 1 or TBCCD1 variant 2 can partially rescue this phenotype.

Moreover, we used RT-gPCR to study whether the identified variants have a
regulatory function between them, and showed that TBCCD1 variant 1 or TBCCD1
variant 2 overexpression affects the levels of the three transcripts. On the other hand,
the overexpression of TBCCD1 variant 3 only affects variant 3 endogenous transcript

levels.



Taken together, the results obtained in this study indicate that the proteins
encoded by the three transcripts might have different cellular functions. Furthermore,
TBCCDL1 variant 1 and TBCCD1 variant 2 affect acetylated o-tubulin, y-tubulin and 3-
actin levels which may be implicated on, for example, Golgi apparatus organization and
cell migration by the regulation of microtubules dynamics. Therefore, this results

contributed to the comprehension of the causes of the tbccdl knockdown phenotypes.

Key words: TBCCD1, centrosome, Golgi, microtubules, cytoskeleton
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1. Introducéo

1.1. Citoesqueleto

O citoesqueleto € essencialmente constituido por microtubulos, actina e
filamentos intermédios, que interagem entre si participando em diversos processos
celulares. Entre estes salientam-se a migracao, o transporte intracelular, a comunicacao
célula-célula e a divisdo. Para além disso, participa ainda no correto posicionamento
dos organelos celulares e na manutencgéo da forma da célula e do nucleo (Fletcher and
Mullins, 2010).

Os filamentos intermédios sdo polimeros apolares constituidos por diferentes
proteinas como a vimentina e a queratina. Sabe-se que existem diferentes tipos de
filamentos intermédios que sao constituidos por proteinas distintas e tém uma
contribuicdo para as diferentes propriedades de resposta aos stresses mecanicos de
diferentes tipos celulares e tecidos (Block et al., 2015). A maioria dos tipos de filamentos
intermédios sao citoplasmaticos estando alguns associados a estruturas envolvidas na
adesdo célula-célula e célula-matriz como os desmossomas e 0s hemidesmossomas.
Estes componentes do citoesqueleto tém também um papel na manutencao da estrutura
do nudcleo e na organizacao nuclear do DNA, como € o caso das laminas (Green et al.,
2005).

1.2. Actina

O citoesqueleto de actina é uma estrutura dindmica que desempenha um papel
essencial em diversas fungfes celulares como, por exemplo, na contracdo celular e na
definicho da forma da célula, em conjunto com o0s restantes componentes do
citoesqueleto, designadamente, os microtibulos e os filamentos intermédios. O
citoesqueleto de actina é também necessario para a migragao celular (Chan et al. 2014).
Para além disso, a actina participa na formagéo de estruturas como os lamellipodia, 0s

filopodia e os pseudopodia (Figura 1) (Blanchoin et al., 2014).

A actina é uma proteina globular (G-actina) de aproximadamente 42 kDa, que
possui a capacidade de polimerizar a custa da hidrélise de ATP formando filamentos
polares (F-actina, actina filamentosa). Nestes filamentos ocorre polimerizacdo e

despolimerizacao direcional de forma continua, existindo uma extremidade em que a
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polimerizacdo ocorre a maior velocidade, designada “extremidade (+)” (crescimento
rapido), e outra em que a polimerizagdo ocorre a menor velocidade, designada
“extremidade (-)* (crescimento lento) (Sun et al. 2015).

Fibras de stresse

Lamellipodium Filopodium

Figura 1 - Citosqueleto de actina. Representagdo esquematica de componentes do
citoesqueleto de actina: cértex, fibras de stresse, lamellipodium e filipodium. Adaptado de
Blanchoin et al., 2014.

Foram identificados nos vertebrados seis isotipos de actina bastante
conservados, designadamente, a omasculo esquelético-aCLINA, & Omasculo cardiaco-ACtINA, @ Omasculo
liso-@Ctina, @ ymasculo liso-ACtINA, @ Peitoplasmatica-ACtINA € A& Yciwoplasmatca-actina. Estes isotipos
apresentam diferentes padrbes de expressao e fungdes distintas (Benjamin J Perrin and
James M. Ervasti 2010). Dos seis isotipos referidos existem dois, a Bciwoplasmatica-actina,
que a partir de agora sera designada por B-actina, e a ycioplasmatica-actina, que a partir de
agora sera designada por y-actina, que sdo ubiqguamente expressos. A B-actina foi
associada a adesdo e contracdo celulares, localizando-se essencialmente em juncdes
intercelulares, feixes circulares, fibras de stresse ventrais e nos anéis contrateis que
atuam no final da mitose. A y-actina encontra-se nas fibras de stresse dorsais nas
células que nao estdo em movimento, enquanto que nas células que estdo a migrar
participa na formacéo de estruturas corticais e nos lamellipodia (Shagieva et al. 2012).
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1.3. Microtubulos

A rede de microtubulos €, assim como no caso da actina, uma rede dindmica,
essencial para diversos processos celulares como a manutencao da forma da célula, a
migracao celular, a formacao de cilios, a divisdo celular, o correto posicionamento dos
organelos celulares e o transporte intracelular. Em conjunto com a actina e com
sistemas de sinalizagdo, os microtibulos também séo responsaveis pela manutengéo
da polaridade celular (Akhshi et al., 2014). Para além disso, forma duas estruturas

essenciais na diviséo celular: o fuso mitético e o corpo médio.

Os microtdbulos sdo estruturas cilindricas, ocas e polares com
aproximadamente 24 nm de didmetro. No caso dos mamiferos, séo constituidas por 13
protofilamentos associados lateralmente compostos por heterodimeros de o/p-tubulina
associados topo a topo por ligagdes ndo covalentes (Figura 2A) (Downing and Nogales,
1998). Assim, a B-tubulina de um heterodimero ficara a contactar com a a-tubulina do
heterodimero seguinte. Desta forma, uma das extremidades do microtibulo tera
expostas moléculas de a-tubulina e a outra extremidade do microtlbulo tera expostas
moléculas de B-tubulina. A extremidade que tem expostas moléculas de o-tubulina
designa-se por extremidade (-), onde ocorre polimerizacdo a menor velocidade, e a
ponta que tem expostas moléculas de B-tubulina designa-se por extremidade (+) por ser

onde ocorre polimerizacéo a maior velocidade (Conde and Caceres, 2009).

Sabe-se, atualmente, que em varios organismos existem varios genes que
codificam para diferentes isotipos de tubulina. Por exemplo, em humanos foram ja
identificados dez genes que codificam o-tubulina e nove que codificam B-tubulina.
Apesar de serem codificadas por diferentes genes, a identidade entre os monémeros de
tubulina é bastante elevada (>90%) (Khodiyar et al., 2007) e todos o0s isotipos tém
capacidade de polimerizar e formar microtdbulos. No entanto, a taxa de polimerizacao
dos microtubulos e a sua dindmica parecem ser afetadas pela composi¢cdo nos

diferentes isotipos de tubulina.

Para que ocorra a polimerizagédo dos heterodimeros, € necessario que estes se
encontrem na forma GTP (Figura 2B). A o-tubulina e a B-tubulina tém sequéncias e
estruturas tridimensionais semelhantes e ambas possuem um local de ligagéo ao GTP.
No entanto, apenas a B-tubulina possui atividade de GTPase, ou seja, capacidade de
catalisar a conversédo de GTP em GDP. Assim, o local de ligagcao ao GTP da a-tubulina,
que se localiza numa regido interior do dimero, é denominado N-site (nonexchangeable

site, ou seja, local em que nédo ha troca) e o local de ligagdo ao GTP na B-tubulina, que
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se localiza numa regido superficial do dimero, € denominado E-site (exchangeable site,
ou seja, local onde h& troca) (Downing and Nogales, 1998). Enquanto a adi¢do de
heterodimeros ocorrer a uma velocidade superior & velocidade de hidrélise do GTP, a
estabilidade do microtabulo é mantida pela existéncia de um cap de tubulina-GTP na
extremidade (+) continuando a ocorrer polimerizacdo. No entanto, quando este cap
deixa de existir, ocorre despolimeriza¢cdo do microtibulo (Nogales, 2001). Os dimeros
resultantes da despolimerizacdo sédo “reciclaveis” uma vez que podem voltar a

polimerizar e formar um novo microtibulo (Downing and Nogales, 1998).

Assim, os microtibulos possuem instabilidade dindmica, tendo a capacidade de
alternar rapidamente entre ciclos de crescimento (polimerizagdo) e de encurtamento ou
despolimerizagdo (Conde and Caceres 2009). A passagem de um estado de
crescimento para um estado de despolimerizagdo € denominado de catastrofe, e o

processo inverso designa-se por recuperacao (Figura 2B) (Conde and Caceres 2009).

A 1 + B . . 20, aﬂ& w
Extremidade (+) Pollrr:enza‘ga} %Ob 8 oTP
do microtubulo v © Gpp
i %o
B-tubulina ooo%%ida
a-tubulina :
Extremidade (+) Despolimerizagéo)
do microtubulo -
y-tubulina 8 43
S Catéstrofe
GCP2 = -
GCP3 & 8 Recuperacgédo s
,? Extremidade (-) E
GCP4 = do microtdbulo
GCP5
GCP6

@7 Dimero tubulina-GTP

Extremidade (-) Dimero tubulina-GDP

oo
n |1_
do microtibulo

Figura 2 — Dindmica de microtubulos. (A) Representacdo esquemaética da nucleacéo de um microtdbulo a partir
do complexo y-TuRC. A imagem mostra a polaridade intrinseca do microtibulo devido a associacao topo a topo
dos heterodimeros de o/B-tubulina a partir do complexo y-TuRC. Este complexo é constituido por y-tubulina, GCP2
e GCP3 que formam o y-TuSC que se associa a GCP 4, GCP 5 e GCP 6 formando entdo assim o y-TuRC. (B)
Representacédo esquematica da dinamica do microtibulo, representando o cap de tubulina-GTP na extremidade
(+) e também os eventos de catastrofe e de recuperacédo. Adaptado de Kollman et al., 2011 (A) e de Akhmanova
et al., 2015 (B).

A nucleacdo de microtubulos no centrossoma ocorre a partir de um complexo
proteico a que se chama y-TuRC (y-tubulin ring complex) (ver Figura 2A). O y-TuSC (y-

tubulin small complex) é constituido por duas moléculas de y-tubulina ligadas as
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proteinas GCP2 e GCP3 (GCP - y-tubulin complex proteins). A associacdo de varias
cOpias de y-TuSC as proteinas GCP4, GCP5 e GCP6 contribui para a formacédo do vy-
TuRC. Sendo assim, o y-TuSC é um complexo proteico essencial para que ocorra
nucleacdo de microtubulos no centrossoma (Figura 2A). As proteinas MOZARTL,
MOZART2 (ou GCP8) e NEDD1 (ou GCP-WD) foram também ja identificadas como
componentes do complexo y-TURC que medeia a nucleacdo de microtibulos no
centrossoma (Stearns et al., 2006). As proteinas responséaveis pelo recrutamento do vy-
TuRC para o centrossoma sao dependentes da fase do ciclo celular. Enquanto que nas
células em interfase as proteinas ninein-like recrutam este complexo para o
centrossoma e estimulam a nucleagdo de microtibulos, nas células em divisdo a
proteina CEP192 (entre outras proteinas) é necessaria para o recrutamento da NEDD1,
que também funciona como um fator de recrutamento do y-TuRC. E ainda de referir que
0 seu silenciamento leva a perda de centrossomas funcionais em células em divisdo

mas nao em células em interfase (Gomez-Ferreria et al., 2012, Haren et al., 2009).

Tanto o y-TURC como o y-TuSC parecem formar uma espécie de anel que se
liga as moléculas de o-tubulina que estao expostas na extremidade (-) dos microtubulos.
O anel forma a primeira volta da hélice do microtabulo, servindo de molde para a
interagdo longitudinal com os heterodimeros de o/f-tubulina, pelo que o microtubulo é
formado e cresce de forma longitudinal (Nogales, 2001). Desta forma, os microttbulos
crescem com uma polaridade definida a partir dos complexos de y-tubulina com as
extremidades (-) ai ancoradas enquanto que as extremidades (+) estendem-se pelo

citoplasma (Petry and Vale, 2015).

Atualmente sabe-se que apesar de o centrossoma ser um dos principais centros
organizadores de microtubulos (MTOC - microtubule-organizing center) das células
animais, ocorre nucleagdo de microtubulos noutros locais na célula de uma forma
dependente de y-tubulina. Alguns dos locais ja identificados sao o invélucro nuclear (em
alguns tipos celulares como, por exemplo, células do masculo esquelético), a cromatina,
0s cinetocoros, 0s microtubulos pré-existentes e o complexo de Golgi. Neste dltimo, em
alguns tipos de células como, por exemplo, as RPE-1, existem proteinas que participam
no ancoramento do y-TuRC a matriz pericentriolar (Roubin et al., 2013). Para além disso,
a proteina GM130, especifica do cis-Golgi, recruta outras proteinas descritas como
sendo responsaveis pelo recrutamento do y-TURC (Petry and Vale, 2015 e Rivero et al.,
2009).

Tanto a dindmica como a funcdo dos microtubulos podem ser modeladas por

diversos fatores como a regulacéo da via de folding da tubulina, a expresséao diferencial
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dos varios isotipos de tubulina, as modificacbes pdés-traducionais da tubulina e
interacdes com outras proteinas. Estas proteinas podem ser proteinas motoras ou ndo
motoras associadas aos microtubulos as quais sdo designadas por MAPs (microtubule
associated proteins). Estas Ultimas podem estabilizar ou destabilizar os microtubulos,
promovendo altera¢cdes na dindmica e na organizacdo dos microtibulos na célula
(Nogales, 2001, Conde and Caceres, 2009).

1.3.1. Viade folding datubulina

A tubulina ndo é capaz de adquirir uma conformacdo nativa de forma
independente. Para que tal seja possivel, a tubulina tera que interagir com um conjunto
de diferentes proteinas, entre elas a prefoldina (PFD), a chaperonina CCT (cytosolic
chaperonin-containing TCP1, também designada por TRIC) e os cofatores de ligacao da
tubulina (tubulin binding cofactor A to E ou TBCA, TBCB, TBCC, TBCD) (Goncalves et
al., 2010b).

A prefoldina interage com a tubulina recém sintetizada a saida dos ribossomas

e promove a sua interagdo com a CCT (Vainberg et al., 1998).

A CCT é um complexo hetero-oligomérico constituido por dois anéis opostos
empilhados, sendo cada anel constituido por oito subunidades (CCTa, CCTJ, CCTy,
CCT9, CCTg, CCTO, CCTn e CCTL, que em levedura sédo designadas CCT1-CCTS8).

Estudos anteriores descrevem esta chaperonina como tendo um papel essencial no
folding de um vasto nimero de proteinas celulares sendo a actina e as tubulinas os seus

substratos principais (Llorca et al., 2001).

A tubulina interage entdo com dominios especificos de diferentes subunidades

da CCT que assiste 0 seu folding num processo associado a hidrélise de ATP. Apoés a
interacdo da tubulina com a CCT, a a-tubulina e a B-tubulina interagem com diferentes
cofatores de liga¢éo a tubulina, seguindo duas vias de folding diferentes. A a-tubulina
liga-se ao TBCB e a -tubulina ao TBCA. De seguida, a o-tubulina interage com o TBCE
e a B-tubulina com o TBCD. Neste ponto, as duas vias convergem com a formagéo de
um supercomplexo formado por a-tubulina, TBCE, B-tubulina e TBCD ao qual se liga o
TBCC, promovendo a hidrolise de GTP pela B-tubulina e a libertacdo do heterodimero
o/B-tubulina ligado a GDP (Figura 3). Apenas ap6s a conversédo do GDP em GTP é que

o dimero serd capaz de polimerizar formando microtubulos. Para além do folding da
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tubulina e da formacao do heterodimero, esta via tem outras fungcdes como o controlo
de qualidade e a reciclagem dos heterodimeros, para que estes possam integrar novos
microtubulos ou sejam encaminhados para degradacdo no proteassoma (Gongalves et
al., 2010b).

F T
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o //

r = _— sintese da tubulina
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Supercomplexo
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Figura 3 — Representagcdo esquemaética da via de folding da tubulina. A prefoldina (PFD)
interage com a tubulina recém sintetizada promovendo a sua interagdo com a CCT. A a-tubulina
e a B-tubulina seguem depois duas vias diferentes, interagindo com os cofatores de ligagdo a
tubulina TBCB e TBCE ou TBCA e TBCD, respetivamente. De seguida, forma-se o
supercomplexo constituido por a-tubulina, TBCE, B-tubulina, TBCD e TBCC. Deste
supercomplexo liberta-se entdo o heterodimero de o/B-tubulina na forma GDP, que depois de ser
convertido na forma GTP pode polimerizar e assim formar microtibulos (Gongalves, 2010).

1.3.2. Modificacdes pés-traducionais da tubulina

As modificagdes poés-traducionais da tubulina, como ja foi referido, sdo um dos
fatores relacionados com a dindmica dos microtibulos. Com os estudos desenvolvidos
sobre a estrutura e a funcdo dos microtubulos e da tubulina, foi j& possivel identificar
varias modificagbes poés-traducionais que a tubulina pode sofrer como: (i)
destirosinacaoftirosinacdo, (ii) acetilacdo, (i) glutamilacdo, (iv) glicilacdo, (V)
fosforilagéo, (vi) palmitoilagéo e (vii) A2. No Quadro 1 encontram-se as descri¢cdes de
cada modificacdo poés-traducional mencionada de forma resumida, assim como 0s

enzimas j4 identificados como estando envolvidos em cada modificacao.
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Quadro 1 - Modificagbes pés-traducionais da tubulina e enzimas envolvidos.

- ] Enzimas o
Modificacéo Descricao ] Referéncias
envolvidos
TTCP (tubulin
Remocéo da tirosina da tyrosine Idriss, 2001,
Tirosinacdo/ destirosinacéo regido C-terminal da a- carboxypeptidase), Ersfeld et al.,
tubulina TTL (tubulin tyrosine 1993
ligase)
a-TAT1
L . . Akella et al.,
Adicao de um grupo acetilo (acetiltransferase),
o _ 2010, Hubbert
) nos residuos de lisina, HDACSG6 (histone
Acetilacdo ) et al., 2002,
geralmente, na K40 da o- deacetylase 6), Sirt2
] North et al.,
tubulina (NAD-dependent
o 2003
deacetylase sirtuin-2)
Adi¢c&o de um ou varios .
o _ TTLLs (TTL-like Wioga et al.,
Glutamilacédo glutamatos como cadeia ]
n ) proteins) 2008
lateral na regido C-terminal
L . Rogowski et
Adi¢8o de uma ou varias _
o o ) TTLLs (TTL-like al., 2009,
Glicilagéo glicinas como cadeia lateral )
» ] proteins) WIloga et al.,
na regido C-terminal
2009
Fourest-
Fosforilacéo Adicdo de um grupo fosfato Cdk1/ciclina B Lieuvin et al.,
2006
Adicdo de um &cido gordo
o ] ) Ozols and
Palmitoilacéo palmitato no residuo 376 da Desconhecido
) Caron 1997
a-tubulina
Remocéo do penaltimo .
) CCP Rogowski et
A2 glutamato da regido C- )
) ] (carboxypeptidase) al., 2010
terminal da a-tubulina

As modificacBes pos-traducionais parecem estar associadas com as funcdes

especificas de populacdes de microtibulos e com alteracdes na sua dinamica. A
destirosinacaol/tirosinacdo, a acetilacdo e a glutamilacdo sdo as modificacdes poOs-

traducionais melhor estudadas até ao momento.
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A destirosinacao/tirosinacdo parece estar associada ao recrutamento diferencial
de proteinas motoras, MAPs e +TIPs (plus-end tracking proteins). Por exemplo,
observou-se que para que possa haver uma mobilidade robusta da cinesina-2 é
necessario que a a-tubulina se encontre destirosinada (Sirajuddin et al., 2014). Os
microtubulos tirosinados parecem também ter um papel no recrutamento de +TIPs que
contém dominios CAP-Gly (Hammond et al., 2008). Para além disso, varios estudos
relacionam baixos niveis de tubulina tirosinada e de TTL com maior capacidade de
invasdo tumoral (Lafanechere et al., 1998, Prognosis et al., 2001).

A acetilacdo do residuo de lisina na posicdo 40 da o-tubulina, que se encontra
num loop altamente flexivel projetado para o limen do microtibulo, € a Unica
modificagdo pds-traducional conhecida que ocorre no [imen do microtibulo (Soppina et
al., 2012). Esta modificagdo acumula-se em microtibulos de cilios, corpos basais e
numa subpopulacao de microtubulos citoplasmética descrita como mais estavel e com
maior tempo de semi-vida (Bulinski et al., 1988, Yu et al., 2015). Apesar de os
microtubulos mais estaveis e com maior resisténcia a agentes despolimerizantes, como
0 nocadozole, serem geralmente enriquecidos nesta modificacdo pds-traducional, ndo
parece que a modificacdo por si tenha um efeito na estabilidade dos microtibulos mas
sim que afete a interagdo com outras proteinas. No entanto, a relagéo entre a dindmica
dos microtubulos e os seus niveis de acetilagdo ndo é ainda clara. Estudos funcionais
propdem que a acetilacdo da lisina 40 pode afetar o transporte intracelular de forma
indireta, por exemplo, através da regulagédo do trafego das proteinas motoras como
algumas cinesinas (Reed et al., 2006, Dompierre et al., 2007). Observou-se também
gue a associacgdo e o “deslizamento” do reticulo endoplasmatico (ER sliding) ocorrem
primeiramente nos microtibulos acetilados, podendo estes processos ser mediados por
proteinas motoras (Friedman et al., 2010 e Wozniak et al., 2009). Assim como o reticulo
endoplasmatico, também os mitocéndrios parecem deslocar-se no citoplasma
preferencialmente associados a microtubulos acetilados (Friedman et al., 2011). Para
além disso, esta subpopulacdo de microtibulos parece ser necessaria para a
manutencdo da organizacdo do complexo de Golgi (Thyberg and Moskalewski, 1993,
Ryan et al., 2012). Os microtubulos acetilados sdo também necessarios para que ocorra
a fusdo dos autofagossomas com os lisossomas para a formacéo dos autolisossomas
(Xie et al., 2010). Alguns estudos fazem ainda uma associagdo entre niveis anormais
de acetilacdo e algumas patologias como o cancro e doengas neurologicas (revisto em
Li and Yang, 2015).

Recentemente, foi também descrito um local onde pode ocorrer acetilagéo da B-

tubulina, na lisina 252 (Lys-252), nos heterodimeros livres. Esta modificacdo é
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catalisada pelo acetiltransferase San e pode estar relacionada com a regulacdo da
eficiéncia de polimerizacdo de microtibulos uma vez que quando ocorre, impede a
polimerizacdo dos heterodimeros, possivelmente por ocorrer num local com grande
proximidade a zona de interface entre os heterodimeros polimerizados (Chu et al.,
2011).

A glutamilacdo dos microtubulos, como ja foi referido, € uma modificacdo pés-
traducional em que ocorre a adicdo de um ou varios glutamatos na extremidade C-
terminal da tubulina. Esta modificacdo é catalisada por TTLLs (TTL-like proteins) (Wloga
et al., 2008), que sdo proteinas semelhantes as TTL envolvidas na tirosinacdo. Os
microtlbulos dos axonemas, centriolos, fuso mitético, cilios e flagelos sdo geralmente
enriquecidos nesta modificacdo (Yu et al., 2015). Foi jA observado que a poli-
glutamilacdo da B-tubulina nos neurdonios aumenta a mobilidade da cinesina-1
(Sirajuddin et al., 2014).

As modificagcbes poés-traducionais e a expressdo diferencial dos diferentes
isotipos de tubulina conseguem regular tanto a progresséao e a velocidade das proteinas
motoras como a taxa de despolimerizagdo dos microtubulos (Sirajuddin et al., 2014).
Assim, a dindmica dos microtibulos, as estruturas formadas por microtibulos e,
consequentemente, as suas fungbes, dependem ndo s6 da instabilidade dindmica

intrinseca dos microtubulos, mas também das interacdes com diferentes proteinas.

1.4. Centrossoma

Como referido anteriormente, o centrossoma € um dos principais centros
organizadores de microtlibulos nas células animais. Este organelo contribui para a
definicdo dos polos e montagem do fuso mitético, tendo um papel essencial na divisdo
celular, e é também necessario para a formacao de cilios priméarios. Para além disso,
tem também um papel na defini¢cdo da polaridade celular (Elric and Etienne-Manneville,
2014). Nas células em interfase localiza-se geralmente no centro da célula, em estreita
associacdo com 0 nucleo. Apesar dos mecanismos moleculares subjacentes a esta
associagdo ainda ndo serem totalmente conhecidos, foram ja identificadas algumas
proteinas que participam no estabelecimento desta ligagdo centrossoma-nicleo, como
a emerina ou as proteinas com dominios SUN e KASH (Salpingidou et al., 2007,
Razafsky and Hodzic, 2009).

Com o desenvolvimento dos estudos e do conhecimento sobre a estrutura e

funcéo do centrossoma, tem-se tornado cada vez mais claro que a sua funcao vai muito
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para além do seu papel como organizador de microtubulos. Assim, é atualmente
admitido que o centrossoma funciona como uma plataforma de interacdo de proteinas
onde estas se concentram o que facilita a reducao do ruido (background) na transmisséo
de sinais e também as interacBes entre proteinas, tendo um papel em diversos
processos como polaridade celular, regulacdo do ciclo celular, migracdo, mitose e

ciliogénese (Elric and Etienne-Manneville, 2014).

14.1. Estrutura do centrossoma

O centrossoma é constituido por dois centriolos, um centriolo mais velho
designado por centriolo-mae e um centriolo mais novo a que se chama centriolo-filho.
Os dois centriolos estdo orientados de forma ortogonal entre si, sdo rodeados por uma
matriz pericentriolar (PCM — pericentriolar matrix) e estédo unidos por fibras conectoras
gue ligam as suas extremidades proximais. Existem diferencas tanto a nivel estrutural
como a nivel funcional entre os dois centriolos como, por exemplo, o facto de algumas
proteinas se ligarem diretamente ao centriolo-mae e formarem estruturas designadas
apéndices distais ou subdistais, dependendo do local de ligag&o (Tollenaere et al. 2014),
e 0 centriolo-filho ndo possuir estas estruturas. Foi também ja observado que o
centriolo-mae tem maior capacidade de ancoramento de microtibulos que o centriolo-
filho (Bornens, 2002). Para além disso, existem evidéncias de que no final da mitose é
necessario que o centriolo-mae migre até ao corpo médio para que ocorra citocinese
(Piel et al., 2001).

A assimetria estrutural e funcional dos dois centriolos constituintes de um
centrossoma pode favorecer a divisdo assimétrica de células estaminais, por exemplo,
da linha germinal. Este processo parece ocorrer através da diferente capacidade de
nucleacdo de microtubulos e da migragéo diferencial de cada um dos centriolos. O
centriolo-mae fica ancorado na regiao mais préxima do nicho de GSC (Germ Stem Cells)
enquanto que o centriolo-filho migra para a regido mais afastada. A célula que herda o
centriolo-mée sera uma célula estaminal, como a que lhe deu origem, e a célula que
herda o centriolo-filho diferenciar-se-& permitindo assim a diferenciacéo de apenas uma
das células formadas na divisdo de uma célula estaminal (Yamashita et al., 2007 e
Yamashita and Fuller 2008).

Cada centriolo corresponde a uma estrutura cilindrica, em forma de barril,
geralmente, constituida por nove tripletos de microtibulos, dois completos e um

incompleto, com polaridade proximo-distal devido a polaridade dos microtubulos (Figura
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4A) (Fu et al., 2015). No caso dos centriolos de células humanas, a extremidade distal
€ composta por nove dupletos de microtibulos (uma vez que cada tripleto possui um
microtubulo incompleto) e apéndices distais e subdistais. Os apéndices tém um papel
importante na interacdo dos centriolos com a membrana para a formacé&o de cilios e no
ancoramento de microtubulos, respetivamente (Bettencourt-Dias et al., 2011, Jana et
al.,, 2014). Os microtdbulos que constituem os centriolos sdo muito estaveis sendo
extremamente resistentes a agentes despolimerizantes de microtubulos. Esta
observacdo pode ser justificada pelas modificagbes pos-traducionais identificadas

nestes microtibulos como a acetilagédo e a poli-glutamilagéo (Bobinnec et al., 1998).

A B

Centriolo-méae

Apéndice
subdistal

Apéndice distal Cerfrmlo

Per Centriolo-mae
erlc5,,tﬂn (Plp)

Centriolo-filho

/CDK5RAP2)

——————

_______

~300-500 nm
)

Centriolo-filho Distancia crescente a
parede do centriolo

Figura 4 — Estrutura do centrossoma e organizacdo da matriz pericentriolar. Representagéo
esguematica da estrutura dos centrilos (A) e da disposi¢édo de vérias proteinas constituintes da
matriz pericentriolar em anéis concéntricos em torno do centriolo-méae (B). (A) Adaptado de
Conduit et al., 2015 e (B) adaptado de Luders 2012.

A PCM, que rodeia os centriolos, consiste numa regido de elevada concentracao
de proteinas envolvidas nos processos em que 0 centrossoma esta associado como,
por exemplo, proteinas de regulagéo do ciclo celular e moléculas de sinalizagéo (Arquint
et al., 2014). Durante muito tempo pensou-se que a PCM era uma regido amorfa, onde
existia uma elevada concentracdo de proteinas. No entanto, atualmente sabe-se que é
uma regido organizada, na qual diversas proteinas se dispdem em anéis concéntricos
em torno do centriolo mae, como as proteinas CEP192 e CEP120 (Figura 4B). Para
além de possuir complexos y-TuRC, existe também nesta regidao uma acumulacao de
vérias proteinas com o mesmo tipo de estrutura tridimensional, proteinas coiled-coil, que
tém fungbes na nucleagdo, ancoramento e posicionamento de microtibulos como, por

exemplo, a pericentrina, a nineina e a Cep135 (Salisbury, 2003).
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Os satélites centriolares sdo granulos esféricos que se acumulam a volta do
centrossoma (Figura 5) onde se reunem diversas proteinas com func¢des no
centrossoma, nos centriolos e/ou no corpo basal. S&o estruturas dindmicas e a sua
composicao proteica é alterada ao longo do ciclo celular e em condi¢des de stresse
(Wang et al., 2012). Apesar de a sua fung¢éo ainda néo ser totalmente conhecida, €
atualmente aceite que os satélites centriolares sdo complexos proteicos ancorados a
microtubulos, que sdo transportados na direcdo do centrossoma através destes, e
contribuem para o transporte de proteinas para a matriz pericentriolar (Tollenaere et al.,
2014). Estas estruturas parecem também ter um papel na formacdo e desmontagem de
cilios (Wang et al., 2012).

© Satélite

Proteinas motoras

¢

== Microtabulos
€ Centriolos

PCM

\

PCM1, y-Tubulin, DAPI

Figura 5 — Satélites centriolares. (A) Satélites centriolares em células U20S tratadas para andlise por
microscopia de imunofluorescéncia com o anticorpo anti-PCM1 a verde, marcando os satélites centriolares,
e a vermelho a marcagcdo do centrossoma com anti-y-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. (B)
Representacé@o esquematica de satélites centriolares em células em interfase. Adaptado de Tollenaere et
al., 2014.

Para além da participagcdo na organizagdo do citoesqueleto dos microtubulos e
do fuso mitdtico, os centrossomas tém ainda um papel fundamental na montagem dos
cilios primérios que s&o estruturas sensoras importantes para variadas fungdes
celulares. Os cilios sdo proje¢c6es da membrana celular com uma estrutura baseada em
microtubulos tendo na sua base o corpo basal. O corpo basal forma-se pela conversao
do centriolo mae que no momento do ancoramento & membrana sofre uma alteracéo na
sua estrutura na extremidade distal, formando-se a zona de transicdo que servira de
base para o axonema e onde ocorre o controlo do material que é transportado para o
cilio. O cilio pode assim ser dividido em duas regides: a zona de transicdo, responsavel
pela ligacdo do corpo basal ao cilio, e 0 axonema (Jana et al., 2014). Os cilios possuem
diversos recetores na membrana funcionando como sensores de diversos tipos de

sinalizacdo extracelular como, por exemplo, hormonas e fatores de crescimento. Estas
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estruturas estdo também associadas a varios processos celulares como a proliferacdo
e a diferenciacdo em diversos tipos celulares (Yuan et al., 2015). Defeitos nos cilios
estao associados a vérias patologias humanas coletivamente designadas por ciliopatias

como, por exemplo, a doenca renal policistica (Bettencourt-Dias et al., 2011).

1.5. TBCCD1

A proteina humana TBCCD1 (de TBCC-domain containing 1) é uma proteina
constituida por 557 residuos de aminoacidos e com uma localizagdo centrossomal
(Gongalves, 2010). Esta proteina possui dois dominios funcionais: o0 dominio TBCC e o
dominio CARP. Para além da TBCCD1, existem mais duas proteinas identificadas que
possuem estes dominios, nomeadamente, o cofator de ligacao a tubulina TBCC e a
proteina RP2 (Figura 6).

Como jé& foi referido, o TBCC é um cofator de ligagdo a tubulina, participando na
sua via de folding, mais especificamente, na formacéo do supercomplexo que leva a
formacdo do heterodimero de o/B-tubulina. Esta proteina possui atividade GAP
(GTPase-activating protein) para a B-tubulina, devido ao dominio TBCC, essencial para
o desempenho da sua fun¢éo nesta via sendo necessaria quando o dimero de tubulina
se liberta do supercomplexo aquando da ligac&o do cofator C da tubulina (TBCC). Este
dominio possui um residuo de arginina conservado que parece ser necessario para a
atividade de GAP (Bartolini et al., 2002). A proteina TBCCD1 néo possui este residuo
de arginina, pelo que ndo deve apresentar atividade de GAP, o que pode justificar as
observacdes de esta proteina ndo ser capaz de reverter o fenétipo de dele¢éo do gene

cin2 (homoélogo do thcc) em S. cerevisiae (Gongalves et al., 2010).

A sobreexpresséo da TBCC, leva a um aumento da tubulina ndo polimerizada,
uma diminuicdo de dimeros-GTP e, consequentemente, de microtibulos. Observa-se
também que o ciclo celular é afetado, havendo um aumento da percentagem de células
em G2-M e um atraso na entrada em mitose (Hage-Sleiman et al., 2010). Para além
disso, a deplecdo de TBCC leva a formacdo de fusos mitéticos com multiplos poélos
(Garcia-Mayoral et al., 2011).

A proteina RP2 (retinitis pigmentosa protein 2) localiza-se nos corpos basais de
cilios de células RPE (células epiteliais da retina) e o seu knockdown induzido por
siRNAs provoca a fragmentag&do do complexo de Golgi e a dispersdo de componentes
dos cilios como o IFT20. Esta proteina também se associa a membrana quando ocorre

miristoilacéo e palmitoilacdo na sua regido N-terminal (Evans et al., 2010 e Schwarz et
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al., 2012). Apesar de ainda ndo se conhecer totalmente a sua funcao, sabe-se que a
doenca retinitis pigmentosa associada ao cromossoma X esta relacionada com
mutacdes nesta proteina, provocando alteracdes a nivel da visdo por anomalias nas
células fotorecetoras da retina. Esta proteina possui atividade GAP para o Arl3,

funcionando como seu regulador, devido ao dominio TBCC.

A RP2 é uma proteina que, como ja foi referido, possui tanto um dominio TBCC
como um dominio CARP. No entanto, ao contrario do que acontece com as proteinas
TBCC e TBCCD1 que possuem estes dominios na regido C-terminal, a RP2 possui
estes dominios na regido N-terminal. Para além dos dominios TBCC e CARP, possui
também um dominio NDPk (Nucleoside diphosphate kinase). Este dominio esta
associado a catalise da troca de grupos fosfato de nucledsidos, apesar de a RP2 nao
possuir esta atividade. No entanto, a RP2 liga-se ao DNA quando as células séo
expostas a radiacdo UV e tem atividade de exonuclease, pelo que pode ter uma funcao
de reparacédo de DNA (Yoon et al., 2006).

O dominio CARP esta associado as proteinas CAP (cyclase-associated-
proteins) que se ligam a mondmeros de actina. Estudos sugerem que as CAPs tém um
papel em vias de sinalizagéo e na polimerizag&o do citoesqueleto de actina (Normoyle
and Brieher, 2012).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da localizagcdo dos dominios funcionais das
proteinas TBCC, RP2 e TBCCDL1. (Adaptado de Gongcalves 2010)

BN

Apesar de o conhecimento relativo a proteina TBCCD1 ser ainda bastante
reduzido, apenas foi estudada em Trypanosoma brucei (André et al.,, 2013), em
Chlamydomonas reinhardtii (Feldman and Marshall, 2009) e em linhas celulares

humanas (Goncgalves et al., 2010).
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Nos estudos realizados em linhas celulares humanas, neste caso células
epiteliais da retina imortalizadas (hnTERT RPE-1), observou-se que a proteina se localiza
no centrossoma, nos corpos basais dos cilios, na zona média do fuso mitético e no corpo
médio. Observou-se também que o knockdown do TBCCD1 provoca Vérias alteracdes
nas células. Os fendtipos descritos sdo 0 aumento da distancia nucleo-centrossoma
(Figura 7), a fragmentacéo do complexo de Golgi (Figura 7), o aumento do tamanho das
células, diminuicdo da eficiéncia de formacao de cilios, diminuicdo da velocidade de
migracdo em ensaios de fecho da ferida e um atraso no ciclo celular (Goncalves et al.,
2010).

Para além da identificagdo dos dominios TBCC e CARP, através da analise da
sequéncia da proteina, foi também ja possivel identificar, experimentalmente, qual o
dominio necessario para a localizagéo centrossomal. Para isso, realizaram-se ensaios
de sobreexpressdo de regides da proteina, tendo-se concluido que os primeiros 20
residuos de aminoacidos séo responsaveis pela localizagdo centrossomal da proteina
TBCCD1. A sobreexpressao da proteina deletada nos primeiros 20 residuos de
amino&cidos em células humanas, mostra que esta nao se localiza no centrossoma. Em
contrapartida, em células humanas a sobreexpressar os primeiros 20 residuos de
aminoacidos em fusdo com a GFP (green fluorescente protein) observa-se que a GFP

tem uma localizacdo centrossomal (Pereira, 2011).

Negative control TBCCD1 siRNA pool

RS

Anti-golgin-97/anti-IFT88/DAPI

Figura 7 — Efeito do knockdown do tbccdl na distancia centrossoma-nucleo e
na organizacdo do complexo de Golgi em células hTERT RPE-1. Células hTERT
RPE-1 transfetadas com siRNA controlo (& esquerda) ou com siRNAs para o tbccdl
(a direita) foram precessadas para andlise por imunofluorescéncia utilizando os
anticorpos anti-golgina97, que marca o complexo de Golgi, e anti-IFT88 para marcar
o centrossoma. O DNA foi corado com DAPI. As barras de escala correspondem a
10 um. Adaptado de Goncalves et al., 2010.
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1.5.1. Variantes do tbccdl resultantes de splicing alternativo

O splicing alternativo é um processo a partir do qual o mesmo gene pode originar
diferentes moléculas de mRNA. Para que tal seja possivel, ap0s a transcricdo em pré-
MRNA, exbes alternativos sdo mantidos ou removidos para a formacdo do mRNA
maduro pelo spliceossoma, ou seja, a partir de moléculas de pré-mRNA iguais, podem-
se formar diferentes moléculas de MRNA maduro por diferentes combinacdes de exdes
(Arcondéguy et al., 2013). Desta forma, o splicing alternativo € um processo que para
além de contribuir para a ocorréncia de um novo nivel regulatério da expressao genética
dos eucariotas, permite que a partir de um unico gene se formem diferentes mMRNAs

promovendo, consequentemente, a diversidade proteica.

O gene humano que codifica a proteina TBCCDL1 localiza-se no cromossoma 3
e possui 8 exdes. Estudos desenvolvidos no nosso grupo de investigacdo demonstraram
que, para além do transcrito que codifica a proteina centrossomal TBCCDL1 inicialmente
descrita (Golgalves et al., 2010), existem dois transcritos alternativos do gene tbccdl
resultantes de splicing alternativo. Assim, estdo neste momento identificados trés
transcritos alternativos: o transcrito que codifica a proteina inicialmente descrita por
Gongalves et al. 2010 e por isso aqui designada candnica ou transcrito 1 (variante 1), o

transcrito 2 (variante 2) e o transcrito 3 (variante 3) (Figura 8).

tbccdl variante 1 - mRNA
ATG STOP

([ Bdola | Exdoz | Exao3 | Exdos | Exdios | Exao6 | Exdo7 | Exdos |

tbcedl variante 2 - mRNA ATG STOP

([ Exdo1b | Ex@o3 | Exdoa | Exd@os | Exéo6 | Exdo7 | Exdos |

tbced1 variante 3 - mRNA
STOP, STOP, STOP
ATGl ATG STOP

!

[ Exdolb | Exdo2 | Exdo3 | Exdod | Exdo5 | Exdio6 | Exdo7 | Exdos |

Figura 8 — Representacdo esquematica dos exdes que constituem o
mMRNA de cada variante de splicing do gene tbccd1l.

O transcrito 2 codifica uma proteina que neste trabalho serd designada por
TBCCDL1 variante 2 e € mais pequena que a proteina TBCCD1 variante 1. Pela analise
da sequéncia dos transcritos, observa-se que estes diferem na extremidade 5’, uma vez

gque enquanto o transcrito 1 possui os exdes la e 2, e o transcrito 2 possui apenas 0
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exdo 1b antes do exdo 3. Assim, ambas as proteinas devem possuir os dominios TBCC

e CARP diferindo apenas na regido N-terminal.

A informacdao relativa ao transcrito 3 é ainda mais reduzida, sabendo-se apenas
pela analise da sequéncia que € semelhante ao transcrito 1 mas na extremidade 5’
possui uma pequena grelha de leitura aberta (UORF) que estad separada do ATG

designado candnico por trés coddes stop (Figura 8).

Resumindo, estdo atualmente identificados trés transcritos do gene tbccdl que
resultam de splicing alternativo, sendo que um desses transcritos (variante 1) é
traduzido e codifica uma proteina com localizacdo centrossomal e que corresponde a
proteina caracterizada por Gongalves et al., 2010. Pela andlise da sequéncia dos
transcritos, as trés proteinas variantes da TBCCD1 parecem possuir um dominio TBCC
e um dominio CARP, diferindo apenas na regido N-terminal. Para além disso, o

transcrito da variante 3 possui uma UORF cuja fungéo € ainda desconhecida.
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2. Objetivos

A proteina TBCCDL1 inicialmente caracterizada em Gongalves et al., 2010, tem
uma localizacdo centrossomal. No entanto, com a identificacdo de novos transcritos
alternativos, percebeu-se que os fendtipos observados nos estudos com siRNAs
resultam do knockdown das trés variantes identificadas e ndo apenas da que codifica
para a proteina TBCCD1 inicialmente caracterizada. Desta forma, os fenoétipos
observados podem ser provocados apenas por uma das variantes ou por uma
combinacdo das mesmas. Assim, tornou-se essencial estudar tanto a localizagdo como

as funcoes de cada variante de forma individual.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo o estudo da
funcdo biologica de cada uma das variantes de splicing alternativo do tbccdl
identificadas em células de mamifero. Para tal, definiram-se como objetivos especificos:

1 - Estudar a localizacao celular das proteinas codificadas pelos trés transcritos
do gene tbcedl resultantes de splicing alternativo, através da sobreexpressao de cada

uma das variantes, em fusdo com um gene repdrter, em linhas celulares de mamifero;

2 - Estudar o impacto da sobreexpressao das referidas proteinas variantes no
citoesqueleto de microtibulos e na sua dinamica através do estudo das modificagbes

pés-traducionais da tubulina;

3 — Analisar se o fenétipo do aumento da distadncia nlcleo-centrossoma
observado quando se realiza o knockdown do tbccdl é provocado pela deplecéo de

uma TBCCD1 variante especifica ou nao;

4 — Estudar a existéncia de interacBes estruturais e/ou funcionais entre as

variantes TBCCDL1 identificadas ou mesmo em relacdo a si proprias.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes

O metanol, o etanol, o Tween 20, o EDTA, a glicina e o cloreto de sédio (NaCl)
provém da Merck. O dimetilsulféxido (DMSO), o Tris-base, a solucéo de azul de tripano
0,4 %, a poli-L-lisina, o 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), a acrilamida, a bisacrilamida
e o persulfato de amoénio foram adquiridos na Sigma. O TEMED utilizado provém da
Nzytech. A albumina do soro bovina (BSA) utilizada para imunofluorescéncia e o HEPES
advém da Calbiochem. O leite em po6 utilizado em western blot € da Molico. O meio de
montagem Vectashield provém da Vector. O Bacto agér foi adquirido a Difco. A agarose
e o glicerol provém da VWR, o NaOH da J. T. Baken, o SDS da Calbiochem e o Tris da

Fisher Scientific.

3.2. Equipamento

Para a cultura de bactérias foram utilizadas a incubadora Infors AG CH-4103
Bottmingen para o crescimento de culturas em meio liquido e a estufa Sanyo CO;
incubator MCO-17Al para o crescimento de culturas em meio sélido. O seu

manuseamento foi realizado a chama.

As linhas celulares de mamifero foram manuseadas na camara de fluxo laminar
vertical Danlaf VFRS 1206 e mantidas na estufa Snijders CO190TC-20. Para a
visualizagdo das células o microscopio invertido de contraste de fase utilizado foi um
Olympus CK40. Ja os microscoépios de fluorescéncia utilizados foram o Leica DMRA2 e
o Olympus BX41.

Neste trabalho utilizaram-se também as centrifugas: Centrifuge 5415 D da

Eppendorf e a Sigma 4K10.

Os termocicladores utilizados foram: Mastercycler Personal (Eppendorf) e Peltier
Thermal Cycler — 100 (MJ Research). Para além destes, para a técnica de RT-gPCR
utilizou-se o aparelho o iCycler iQ Multicolor Real Time PCR Detection System da Bio-
Rad.
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Nas técnicas de eletroforese utilizaram-se fontes Bio Rad PAC300. Para a
guantificacéo dos extratos proteicos utilizou-se o leitor de placas Tecan Sunrise OEM
Remote. No caso da quantificagdo de DNA e de RNA foi utilizado o Nanodrop (ND-1000
spectrophotometer, software ND-1000 V3.1.2, Nanodrop Techonologies).

A aquisicdo de imagens de géis de DNA foi realizada no transiluminador (UV)
Kodak EDAS 290.

3.3. Estirpes de bactérias usadas, condi¢cfes de cultura e de

transformacéo e selecdo de clones recombinantes

3.3.1. Estirpes de bactérias usadas e condi¢cdes de cultura

Para a preparacado de células competentes utilizou-se a estirpe de E. coli IM109
(gendtipo: endAl ginV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB+ A(lac-proAB) el4- [F' traD36
proAB+ laclqg lacZAM15] hsdR17(rK-mK+)) adquiridas a Invitrogen. Todas as bactérias
foram crescidas em meio LB (Nzytech, Portugal) e, quando necessario, foi utilizado o

meio seletivo LB suplementado com ampicilina 100 pg/mL (Nzytech, Portugal).

As culturas liquidas de bactérias foram crescidas numa estufa com agitacéo
orbital constante (250 rpm) e temperatura controlada, a 37°C. As bactérias plaqueadas

em meio solido foram crescidas numa estufa a 37°C, sem agitacao.

3.3.2. Preparacéo de células de E. coli competentes

Para a preparacdo de células de E. coli competentes foi inoculada uma pré-
cultura em meio LB e deixada a crescer durante a noite a 37°C com agitagdo continua.
Na manha seguinte, preparou-se uma cultura com 0,075 OD (absorvancia a 600 nm), a
partir da pré-cultura, e esta foi mantida a 37°C com agitacao constante até atingir o inicio
da fase exponencial (0,300 OD a 600 nm). As células foram entdo recolhidas por
centrifugagdo a 7000 rpm durante 2 minutos a 4°C. A partir deste ponto todos os

procedimentos foram realizados a 4°C.

De seguida, descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de
células em metade do volume inicial da cultura em solugcéo de MgCl, 0,1 M e centrifugou-

se a suspensdo a 7000 rpm durante 2 minutos a 4°C. O sobrenadante voltou a ser
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desprezado e ressuspendeu-se o sedimento em metade do volume inicial da cultura de
solugéo de CacCl; 0,1 M. A suspensao repousou no gelo durante 20 minutos e realizou-
se uma nova centrifugacdo a 7000 rpm durante 2 minutos a 4°C. Desprezou-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de células em 1/15 do volume inicial da

cultura em solucéo de CaCl; 0,1 M com 15 % (v/v) de glicerol.

A suspensdo de células competentes foi rapidamente dividida em aliquotas de
100 pL cada e guardada a -80°C.

Neste protocolo utilizou-se a centrifuga Sigma 4K10 e o rotor 12254,

3.3.3. Transformacéo de células competentes

Para a transformagdo de células competentes o DNA plasmidico
(aproximadamente 100 ng) foi adicionado a suspensao de células competentes (100 pL)
e estas foram incubadas em gelo entre 15 a 20 minutos. De seguida, procedeu-se ao
choque térmico, colocando as células a 42°C durante 90 segundos seguidos de 2
minutos no gelo. Depois do choque térmico, adicionaram-se as células 600 yL de meio
LB e estas foram incubadas a 37°C com agitacdo constante durante 1 hora. Apés esta
incubacao, as células foram centrifugadas durante 1 minuto a 7000 rpm a temperatura
ambiente na centrifuga Centrifuge 5415 D da Eppendorf, o sobrenadante foi desprezado
e ressuspendeu-se o0 sedimento de células em aproximadamente 50 yL de meio LB. As
células foram entdo plagueadas em placas de Petri contendo meio LB sélido com
ampicilina (100 ug/mL) de forma a selecionar as bactérias transformadas com o vetor
de interesse. As placas foram deixadas numa estufa a 37°C durante a noite

(aproximadamente 12 horas).

3.3.4. Protocolo de Cracking

Este método foi utilizado para analisar se os clones obtidos apds a transformacéo
séo verdadeiros positivos. Para isso, selecionaram-se algumas colénias das bactérias
transformadas e estas foram picadas de forma a colocar um pouco de cada col6nia no
respetivo tubo para serem lisadas. Adicionou-se a cada tubo 20 pL de tampéo com a
seguinte composicdo: 50 mM de NaOH, 0,5 % de SDS e 5 mM de EDTA. De seguida,

os tubos foram colocados no termociclador a 55°C durante 30 minutos. Apds este
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periodo de tempo, as amostras foram levadas ao voértex, a velocidade maxima, durante
um minuto. Por fim, adicionou-se o volume adequado de tampdo de amostra e estas
foram analisadas num gel de agarose 1 % (m/v), tendo-se utilizado como controlo de

referéncia de massa molecular o plasmideo vazio.

3.3.5. Preparacao de DNA plasmidico em grande escala

Para a preparacdo de DNA plasmidico em grande escala foram inoculadas
culturas das bactérias transformadas com o plasmideo de interesse em meio seletivo
(100 mL), LB com ampicilina, a partir de pré-culturas também em meio seletivo. As
culturas cresceram durante 12 a 16 horas a 37°C com agitacdo continua. Apos este
periodo, o DNA plasmidico foi extraido utilizando o kit NZYMidiprep (Nzytech, Portugal)
seguindo as instru¢cdes do fabricante. Todas as solu¢bes tampdo utlizadas s&o

fornecidas com o Kkit.

Comecou por se centrifugar a suspensao de células (100 mL) a 6000 x g durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e ressuspenderam-se as células em
8 mL de tampdo M1 e agitou-se vigorosamente recorrendo ao voértex. De seguida,
adicionaram-se 8 mL de tampao M2 e inverteu-se o tubo 5 vezes para homogeneizar.
Adicionaram-se 8 mL de tamp&o M3 e homogeneizou-se a mistura invertendo o tubo
10-15 vezes. A mistura foi entdo centrifugada a 10000 x g durante 15 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado na coluna NZYTech Plasmid Midi,
previamente equilibrada com 12 mL de tamp&o MEQ), e a eluigdo ocorreu por efeito da
gravidade. Lavou-se a coluna duas vezes com 5 mL e 8 mL de tampao MEQ. Eluiu-se
o0 DNA da coluna com 5 mL de tamp&o ME para um tubo lavado. Para a precipitacdo do
DNA adicionaram-se 3,5 mL de isopropanol 100 %, deixou-se a mistura repousar
durante 2 minutos e centrifugou-se a 15 000 x g durante 30 minutos a 4°C. Descartou-
se o sobrenadante, adicionaram-se 2 mL de etanol 70 % e centrifugou-se a 15 000 x g
durante 5 minutos & temperatura ambiente. Retirou-se o sobrenadante e deixou-se o
sedimento secar a temperatura ambiente. Quando o sedimento secou, ressuspendeu-

se 0 DNA em agua bidestilada.

Todos os DNAs utilizados na transfecdo de células de mamifero foram

produzidos segundo este método.
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3.3.6. Hidrolise de DNA

As reac6es de hidrélise com enzimas de restricao foram utilizadas para confirmar
que os plasmideos tinham, de facto, inserido o fragmento de interesse. Para isso, para
cada plasmideo preparou-se uma mistura com um volume final de 30 pL, constituida
por 0,05 U de BamHI (New England Biolabs, EUA), 0,05 U de Notl (New England
Biolabs, EUA), tampédo de reacdo 3.1 (New England Biolabs, EUA) e 1 ug de DNA
plasmidico. Utilizaram-se estes enzimas de restricdo uma vez que estes enzimas foram

utilizados na clonagem de todos os fragmentos.

3.3.7. Eletroforese de DNA

Para a analise de DNA através de eletroforese foram preparados géis de agarose
de 1 % (m/v) em TAE 1X (Tris 40 mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1 mM, pH 8,3)
contendo 1 pL de GreenSafe Premium (Nzythech, Portugal) por cada 100 mL de
solucdo. A migracgéo realizou-se em TAE 1X e a voltagem utilizada foi 80 ou 100 V. O
tampdo de amostra utilizado foi o Orange G (Sigma, EUA). Sempre que necessario
utilizou-se o marcador de massa molecular NZYLadder Il (Nzytech, Portugal). Os géis

foram visualizados utilizando um transiluminador (UV) Kodak EDAS 290.

3.3.8. Sequenciagdo de DNA baseada no uso de

didesoxinucleotidos (método de Sanger)

Esta técnica foi utilizada para confirmar que os clones eram verdadeiros positivos

e que ndo tinham mutacgodes.

Para cada reacéo de sequenciacdo prepararam-se dois tubos, um com o DNA e
o primer forward e outro com o0 DNA e o primer reverse, nas quantidades definidas pela
empresa prestadora do servico. A sequenciacdo de DNA foi entdo realizada pela

empresa Stabvida, Portugal.
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3.4. Linhas celulares humanas

Neste trabalho foram utilizadas as linhas celulares HEK 293T, hTERT RPE-1,
hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP e Hela.

A linha celular HEK 293T é uma linha de células epiteliais de rim embrionério
humano. hTERT RPE-1 é uma linha celular do epitélio pigmentado da retina humana
imortalizada através da expresséo de telomerase. A linha hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP
expressa constitutivamente a proteina TBCCD1 em fusdo com a proteina GFP. HelLa &

uma linha epitelial de adenocarcinoma humano.

As linhas celulares HEK 293T, HeLa e hTERT RPE-1 provém da ATCC. A linha
hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP é a linha estabelecida por Jodo Gongalves (Gongalves,
2010).

3.4.1. Condicdes de cultura de linhas celulares

Todas as linhas celulares utilizadas foram cultivadas numa estufa com
temperatura e humidade controladas. A temperatura foi mantida a 37°C, 5 % de CO: e

a humidade relativa entre 70 e 80%.

As linhas HEK 293T e HelLa foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagles’s medium) com Glutamax (Invitrogen, Reino Unido), suplementado com

10% de soro fetal bovino (Invitrogen, Reino Unido).

As linhas celulares hTERT RPE-1 e hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP foram
cultivadas em meio DMEM/F-12 com Glutamax (Invitrogen, Reino Unido), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, América do Sul) e 0,25 % (m/v) de

bicarbonato de sodio (Invitrogen, Reino Unido).

Todas as linhas celulares utilizadas foram passadas a cada 2 a 3 dias, de forma

a que se mantivessem numa fase de divisdo ativa e em monocamada subconfluente.

Para se proceder a passagem das linhas celulares aderentes, retirou-se o meio
de cultura, lavaram-se as células duas vezes com PBS 1X estéril (137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO.), retirou-se todo o PBS da placa, adicionou-
se 1 mL de tripsina 0,05 % com EDTA 53 mM (Invitrogen, Reino Unido) e retirou-se o

excesso da mesma. De seguida, as células foram colocadas a 37°C na estufa, durante
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3 minutos. Apés este periodo de tempo, ressuspenderam-se as células no respetivo
meio de cultura, procedeu-se a contagem das células em suspensdo. O numero
pretendido de células conforme a experiéncia foi entdo plaqueado numa nova caixa com

meio fresco.

Para a contagem de células, retirou-se uma amostra de cada suspensao de
células e procedeu-se a uma diluicdo de 1:4 em azul de tripano 0,4 % (Invitrogen, Reino
Unido). Estas foram em seguida contadas utilizando uma camara de Neubauer e o

microscoépio invertido.

3.4.2. Transfegédo de linhas celulares humanas

As linhas celulares HEK 293T e HelLa foram transfetadas utilizando
Lipofectamin2000 (Invitrogen, EUA) e a linha hTERT RPE-1 foi transfetada utilizando
Lipofectamin3000 (Invitrogen, EUA), em ambas as situagbes de acordo com as

instrucdes do fabricante.

As células foram plaqueadas entre 18 a 20 horas antes da transfe¢éo, em placas
de 6 ou de 24 pogos. O numero de células plaqueado em cada caso encontra-se descrito
nos Quadros 2 e 3. No caso das células HEK 293T e HelLa 30 minutos antes da
transfecao substituiu-se o meio por meio sem soro, uma vez que este inibe a formacgéo
dos complexos lipidicos da Lipofectamin2000. No caso das hTERT RPE-1, o meio foi

apenas substituido por meio fresco (com soro).

De seguida, prepararam-se dois tubos, segundo os Quadros 2 e 3, um deles com
a mistura de Opti-MEM (Invitrogen, Reino Unido) e Lipofectamin2000 ou
Lipofectamin3000 e outro tubo com a mistura de Opti-MEM, DNA e P3000 (este ultimo
apenas no caso da transfe¢cdo com Lipofectamin3000, sendo fornecido com a mesma).
Depois de preparados, deixaram-se os tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos,
apoés 0s quais se misturaram ambos os tubos, tendo deixado a mistura final 15 minutos
a temperatura ambiente. Apés este periodo, adicionou-se o contetdo do tubo a cada
poco de células a transfetar (ver Quadros 2 e 3 para numero de células por po¢o). No
caso das células transfetadas com Lipofectamin2000 parou-se a transfe¢do ap6s 6h30
substituindo o meio por meio fresco com soro, j& no caso das células transfetadas com

Lipofectamin3000 nédo se parou a transfecao.

No caso de as células seguirem para microscopia de fluorescéncia estas foram

fixadas ou alternativamente foram preparados extratos proteicos ou extraido RNA total
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24 horas apoés a transfecdo. Quando as células se destinavam a uma analise por
microscopia de fluorescéncia, foram sempre plagueadas sobre lamelas de vidro. Nesta
situacao, as lamelas utilizadas para as células HEK 293T foram previamente tratadas
com Poli-L-lisina. Para o tratamento com Poli-L-lisina, colocaram-se as lamelas numa
placa de Petri com o volume de solucdo de Poli-L-lisina 0,01 % (Sigma, EUA) necessario
para as cobrir. As lamelas foram entéo incubadas com agitag&o ligeira na placa de Petri
tapada durante 30 minutos. Apdés esta incubagédo, cada lamela foi escorrida e colocada

no poco. As células foram depois plagueadas sobre estas lamelas.

Quadro 2 - Numero de células plaqueadas por poco em placas de seis pogos e
composicdo das misturas preparadas para a transfecdo das linhas celulares.

NUmero de
Linha celular | células por Tubo 1 Tubo 2
poco
30 yL de DNA (6 12 pL de Lipofectamin
HEK 293T 3x10° H _( ho) H g _
270 uL de Opti-MEM 288 L de Opti-MEM

Quadro 3 - Numero de células plaqueadas por poco em placas de vinte e quatro pogos e
composicdo das misturas preparadas para a transfecdo das linhas celulares.

Numero de
Linha celular | células por Tubo 1 Tubo 2
poco
HEK 293T 4 pL de Lipofectamin
15 pL de DNA (3 ug) _
hTERT RPE-1 1x10° _ 121 pL de Opti-MEM
110 pL de Opti-MEM
HelLa 1 pL de P3000*

* - aplicavel apenas na transfecéo de células hTERT RPE-1 com Lipofectamin3000

3.4.3. Transfecdo de linhas celulares humanas com pequenos

RNAs de interferéncia especificos para o tbccdl

As células hTERT RPE-1 foram transfetadas com pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs) especificos para o tbccdl utlizando Lipofectamin3000
(Invitrogen, EUA).
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As células foram plaqueadas entre 18 e 20 horas antes do inicio da experiéncia
(primeira transfecéo) sobre lamela de vidro em placas de 24 poc¢os, tendo-se plagueado
1 x 10* células por pogo. Trinta minutos antes da transfecéo substituiu-se o meio das
células por meio fresco sem soro. De seguida, prepararam-se dois tubos de acordo com
0 Quadro 4 e os tubos foram incubados durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Depois desta incubagao misturaram-se os dois tubos e a mistura foi incubada durante
10 minutos a temperatura ambiente e, seguidamente, adicionaram-se 50 uL da mistura
as células. A transfeccao foi parada ap6s 6 horas e 30 minutos, através da substituicdo
do meio por meio fresco suplementado com soro. Quarenta e oito horas ap6s a
transfecéo, realizou-se um reforco de siRNAs repetindo-se o procedimento e, 72 horas
depois da primeira transfecéo as células foram fixadas caso seguissem para andlise por
microscopia de fluorescéncia ou alternativamente foram transfetadas com plasmideos
contendo a sequéncia de cada uma das variantes do tbccdl identificadas no caso dos
ensaios de recuperacdo do fendtipo. Neste caso, o numero de células plaqueado
inicialmente foi 3 x 10° células por poco e o protocolo utilizado nesta Ultima transfecdo
foi o descrito anteriormente relativo a transfecéo de células com vetores de expressao
(ver seccao 3.4.2).

As sequéncias de cada siRNA e a respetiva concentragdo na mistura utilizada

encontram-se no Quadro 5.

Quadro 4 — Composicado das misturas preparadas para a transfecdo de linhas celulares
com siRNAs utilizando Lipofectamin3000.

Tubo 1 Tubo 2
25 L Opti-MEM 25 pL Opti-MEM
. : 0,75 pL mistura siRNAs
0,75 pL Lipofectamin3000 (15 pmol)
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Quadro 5 — Sequéncia dos quatro siRNAs utilizados, a sua origem e a concentracéo final
na solucao de mistura de siRNAs utilizada para transfetar as células.

_ Concentracéo na

Sequencia SIRNA origem mistura de siRNAs
5-GUGGCUUUACUUCGAAAUA-3’ Dharmacon 20 uM
5-GAGCUAAGAUUGCUUGUAA-3’ Ambion 20 uM
5-GAUUCAUCGUUGCAACGAA-3' Ambion 20 uMm
5-CCUUGUGAAUUCUAUGUAU-3’ Ambion 20 uM

3.4.4. Ensaios de despolimerizacdo de microtubulos com

nocadozole

Para os ensaios de despolimerizagdo de microtibulos com nocadozole (Sigma,
Israel) as células foram plaqueadas e transfetadas de acordo com o protocolo descrito
na secc¢ao 3.4.2 e, 24 horas ap6s a transfecao, substituiu-se o meio das células por meio
fresco completo para se dar inicio ao tratamento com nocadozole.

De seguida, adicionou-se o volume necessario da solugdo de nocadozole em
DMSO para que a concentracédo final fosse de 30 uM e as células foram colocadas em
gelo durante 5, 15 ou 30 minutos. Ap6s este periodo de tempo, as células foram fixadas
utilizando metanol (método descrito na secgdo 3.4.6). De seguida, as células foram

processadas para andlise por microscopia de fluorescéncia.

3.4.5. Inducdao de cilios primarios nas células humanas

De modo a analisar a localizagédo celular das proteinas em estudo em células
ciliadas, transfetaram-se células hTERT RPE-1 como descrito na sec¢do 3.4.2. No
entanto, plaquearam-se 1 x 10° células por pogo, em placas de 24 pogos, para que as

células atingissem a confluéncia de modo a possibilitar a formacgéao de cilios.

Vinte e quatro horas ap0s a transfe¢éo, substituiu-se o meio das células por meio
fresco sem soro. Depois de 48 horas em meio sem soro as células foram fixadas
utilizando metanol, segundo o protocolo descrito na sec¢ao 3.4.6 e processadas para
microscopia de fluorescéncia.
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3.4.6. Preparacgéo de células das linhas celulares humanas para

analise em microscopia de imunofluorescéncia

Para a realizacdo dos ensaios de imunofluorescéncia, as células foram
cultivadas em placas de 24 pocos, sobre lamelas de vidro, como anteriormente descrito

nas seccobes 2.4.2 ou 2.4.3.

Para a fixacao das células, retirou-se o meio de cultura e lavaram-se duas vezes
as células com PBS 1X. Retirou-se o0 PBS 1X, adicionou-se lentamente 300 pyL de

metanol 100% frio (-20°C) e incubaram-se as células a -20°C durante 10 minutos.

Apoés a fixacao efetuaram-se duas lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X. De
seguida, aspirou-se 0 PBS 1X e procedeu-se ao bloqueio adicionando 300 pL de
solugdo de bloqueio (albumina do soro bovino (BSA) 3% em PBS 1X) e incubando
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Depois do bloqueio, procedeu-se a
incubacdo com o anticorpo primario, diluido na solugcdo de blogueio, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Efetuaram-se depois duas lavagens de 5 minutos cada com PBS
1X seguidas de uma lavagem rapida com PBS-Tween 0,1%. De seguida, procedeu-se
a incubacdo com o anticorpo secundério, diluido na solugéo de bloqueio, durante 1 hora
a temperatura ambiente, apos a qual se efetuaram duas lavagens de 5 minutos cada
com PBS 1X, seguidas de uma lavagem rapida com PBS-Tween 0,1%. A marcagéo do
DNA foi sempre realizada utilizando DAPI (1 pg/mL) também diluido em solugéo de
bloqueio. A incubagdo com DAPI foi de 3 minutos a temperatura ambiente, sendo

seguida de trés lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X.

Por fim, as lamelas foram montadas em laminas de vidro sobre uma gota de

meio de montagem Vectashield (Vector, EUA).

No Quadro 6 encontram-se 0s varios anticorpos utilizados e as respetivas

diluicbes.
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Quadro 6 — Anticorpos primarios utilizados, animal em que foram produzidos e a dilui¢céo
de trabalho utilizada para microscopia de imunofluorescéncia.

_ _ _ Animal em que foi o
Anticorpo priméario _ Diluicao
produzido
Anti-a-tubulina
_ murganho 1:100
(Sigma)
Anti-y-tubulina
_ murganho 1:200
(Sigma)
Anti-pericentrina
coelho 1:100
(Abcam)
Anti-a-tubulina acetilada
_ murganho 1:150
(Sigma)

Quadro 7 — Anticorpos secundarios utilizados, animal em que foram produzidos e a
diluicdo de trabalho utilizada para microscopia de imunofluorescéncia.

_ . Animal em que foi o
Anticorpo secundario ] Diluicdo
produzido
Anti-murganho Alexa 488
cabra 1:500
(Molecular Probes)
Anti-murganho Alexa 594
cabra 1:500
(Molecular Probes)
Anti-coelho Alexa 488
cabra 1:500
(Molecular Probes)
Anti-coelho Alexa 594
cabra 1:500
(Molecular Probes)

3.5. Preparacao e andlise de extratos proteicos

3.5.1. Preparacao de extratos proteicos totais

As células foram cultivadas em placas de 6 poc¢os, um poco para cada condicao
experimental, e plaquearam-se 3 x 10° células por poco. No dia seguinte as células

foram transfetadas e 24 horas apos a transfecao realizou-se a extracao proteica.

Para a preparacdo dos extratos proteicos totais, aspirou-se o meio de cultura,

lavaram-se as células uma vez com 1 mL de PBS 1X frio (mantido a 4°C), retirou-se o
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PBS e adicionou-se 1 mL de TBS 1X (50 mM Tris, 150 mM NacCl pH 7,5) com o qual se
destacaram as células com o auxilio da micropipeta. De seguida, centrifugaram-se as
células a 300 x g durante 3 minutos a 4°C, desprezou-se 0 sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento em 60 pL de tampéo de amostra (50 mM Tris-HCI pH 6,8,
2 % SDS, 10 % glicerol, 1 % B-mercaptoetanol, 12,5 mM EDTA, 0,2 % azul de
bromofenol). Depois, adicionou-se 1 pL de Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis
(Thermo Fisher Scientific, Lituania) e as amostras foram incubadas durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Apds esta incubagdo, as amostras foram fervidas a 95°C
durante 5 minutos e aplicaram-se 20 pL de cada amostra num gel de SDS-PAGE 10 %,
tendo-se utilizado o tampédo de eletroforese Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM
glicina, 0,1 % (m/v) SDS, pH 8,3) e amperagem definida a 20 mA por gel.

3.5.2. Preparacgao de extratos proteicos desnaturantes soluveis

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, tendo-se utilizado trés pogos
por condicdo experimental. Em cada pogo plaquearam-se 3 x 10° células, de acordo
com o Quadro 2 e, quando aplicavel, as células foram transfetadas de acordo com o

protocolo descrito na secgéo 3.4.2.

Para a preparacdo destes extratos proteicos, todas as solugbes utilizadas
encontravam-se a 4°C e as centrifugacdes foram também realizadas a esta temperatura.
Comecgou-se por retirar o meio das células e efetuaram-se trés lavagens com PBS 1X.
Apbs estas lavagens, retirou-se o PBS, adicionou-se 1 mL de PBS 1X, destacaram-se
as células utilizando raspadores e a suspensdao de células foi depois centrifugada a 300
X g durante 3 minutos. De seguida, ressuspendeu-se o sedimento em 50 pL de solugéo
H (50 mM HEPES-KOH pH 7,6, 2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 250 mM sacarose) e
adicionou-se NP-40 para uma concentracéo final de 0,1 %, e um cocktail de inibidores
de protéases que continha também inibidores de fosfatases, PMSF 0,2 mM e DTT 0,4
mM. Por fim, procedeu-se a uma centrifugagéo a 12 000 rpm durante 30 minutos, no fim
da qual se obteve a fracdo sollvel (sobrenadante) e insoltuvel (sedimento) dos extratos.
A fracdo soluvel foi entdo quantificada pelo método de Bradford de modo a se utilizar a
mesma quantidade de proteina total de todas as amostras. O volume de amostra a ser
analisado foi entéo fervido a 100°C durante 5 minutos, adicionou-se o volume apropriado
de tampédo de amostra (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glicerol, 1 % [3-

mercaptoetanol, 12,5 mM EDTA, 0,2 % Azul de bromofenol) e as amostras foram
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analisadas num gel SDS-PAGE 10 % tendo-se utilizado o tampao Tris-Glicina-SDS.

Definiu-se a amperagem de 20 mA por gel.

Ambas as fragBes foram, quando necessario, congeladas a -80°C até serem
utilizadas.

3.5.3. Determinacao da concentracéo dos extratos proteicos

A quantificacdo dos extratos proteicos preparados foi realizada através do
método de Bradford (Sigma, EUA) e utilizaram-se placas de 96 pogos e o leitor de

microplacas. Como referéncia foi utilizada a albumina do soro bovino (BSA).

Assim, para a determinagéo da curva de calibracdo foram preparadas solucdes
de concentracdo conhecida de BSA entre 0,1 e 1,5 pg/plL a partir de uma solugéo de 1
mg/mL e como controlo negativo (branco) foi utilizada agua. De cada solucao aplicaram-
se 5 pL num poco da placa de 96 pocos, adicionaram-se 250 puL de reagente de Bradford
a cada poco e incubou-se a placa no escuro durante 15 a 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds esta incubagcdo mediu-se a absorvéncia a 595 nm.

3.5.4. Eletroforese de proteinas em gel de acrilamida
desnaturante (SDS-PAGE)

A separacao de proteinas por eletroforese realizada em condigcdes
desnaturantes foi realizada em géis verticais e descontinuos, compostos pelo gel
concentrador (no qual sdo aplicadas as amostras) e pelo gel resolvente. No sistema de
mini-géis utilizado (Bio-Rad) os géis tinham as dimensées de 7 cm x 8 cm x 0,15 cm. Os
géis concentradores eram de 5 % e o0s géis resolventes de 10 % (v/v)
(acrilamida/bisacrilamida 30:0,8 % (m/m)). As composi¢cdes de ambos 0s géis estdo

descritas nos Quadros 8 e 9.

O tampé&o de corrida utilizado foi o Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina,
0,1 % (m/v) SDS, pH 8,3).

A solucdo de acrilamida/bisacrilamida foi preparada pela dissolu¢cdo dos dois
reagentes em agua seguida de agitacdo com a resina DOWEX MR-3 (Sigma, EUA) 5 %

(m/v) durante 30 minutos, seguida de decantacéo e filtracdo em sistema Milipore.
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Quadro 8 — Composicao do gel resolvente para SDS-PAGE 10%.

Gel resolvente
Acrilamida 30 % (m/v):Bisacrilamida 0,8 % (m/v) 3,3mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,9 2,48 mL
SDS 20 % (m/v) 50 uL
Agua bidestilada 4,13 mL
Persulfato de amdnio 10 % (m/v) 50 uL
TEMED 5 pL
Quadro 9 — Composicao do gel concentrador 5 % para SDS-PAGE.
Gel concentrador

Acrilamida 30 % (m/v):Bisacrilamida 0,8 % (m/v) 1,7 mL
Tris-HCI 1 M pH 6,8 0,625 pL
SDS 20 % (m/v) 50 pL
Agua bidestilada 7,625 mL
Persulfato de aménio 10 % (m/v) 100 pL
TEMED 10 uL

3.5.5. Eletrotransferéncia de proteinas para membrana de

nitrocelulose

A transferéncia das proteinas do gel de acrilamida para a membrana de
nitrocelulose foi realizada através do método semi-dry. Para este método, por cada gel
de acrilamida cortaram-se 12 pedagos de papel de filtro de 3 MM (Whatman GE
Healthcare, Reino Unido) do mesmo tamanho do gel e um retdngulo de membrana de
nitrocelulose também com as mesmas dimensdes. De seguida, o gel de acrilamida foi
equilibrado com o tampdao de transferéncia Tris-glicina-SDS com metanol (48 mM Tris,
39 mM glicina, 0,0375 % (m/v) SDS, 20 % (v/v) metanol, pH 9,2), sendo incubado no
mesmo durante 30 a 45 minutos com baixa agitacdo. A membrana de nitrocelulose foi
inicialmente mergulhada em 4gua destilada e seguidamente também equilibrada com o
tampao de transferéncia durante 15 a 30 minutos. Apds estas incubacoes,
mergulharam-se 6 pedacos de papel de filtro previamente cortados em tampé&o de

transferéncia e estes foram empilhados e colocados no aparelho por cima do anodo. De
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seguida, por cima dos papéis de filtro colocou-se a membrana de nitrocelulose, seguida
do gel e dos restantes 6 pedacos de papel de filtro previamente mergulhados no tampéo
de transferéncia. Retiraram-se as bolhas de ar com a ajuda de uma vareta e montou-se
o catodo e a tampa do aparelho. A transferéncia foi realizada a aproximadamente 60

mA por gel (0,8 mA/cm?) durante 1 hora e 15 minutos.

Apbs a transferéncia, as membranas foram coradas utilizando Ponceau S (para
uma solugdo 10X: 2 % (m/v) de Ponceau S, 30 % (m/v) de acido tricloriacético, 30 %
(m/v) de acido sulfosalicilico) e a imagem obtida utilizando o ImageQuant Las 500 (GE

Healthcare).

3.5.6. Western blot

Para a detecao de proteinas recorrendo a técnica de western blot, a membrana
de nitrocelulose contendo as proteinas previamente transferidas foi bloqueada de forma
a diminuir as ligacdes inespecificas dos anticorpos. Para o bloqueio a membrana foi
incubada em leite magro (Molico) 5 % em PBS 1X durante 1 hora com agitacdo a
temperatura ambiente. De seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
diluido em solucao de bloqueio durante 1 hora com agitacdo constante a temperatura
ambiente. Depois desta incubacao, realizaram-se trés lavagens de 5 minutos cada
utilizando PBS 1 X-Tween 0,1 %, apds as quais se incubou a membrana com o anticorpo
secundario, também diluido na solugcdo de bloqueio, durante 1 hora com agitagdo
constante a temperatura ambiente. Realizaram-se depois trés lavagens com PBS 1X de
5 minutos cada. A detecdo das proteinas de interesse foi feita com os reagentes de
detecdo ECL Western Blotting Substrate (Pierce, EUA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. A revelacdo das membranas foi feita através de quimioluminescéncia no
aparelho ImageQuant Las 500 (GE Healthcareou) ou por exposicdo de chapas

fotogréaficas (Kodak).

Os anticorpos primarios e secundarios utilizados e as respetivas diluicdes

encontram-se descritos nos Quadros 10 e 11.
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Quadro 10 - Anticorpos primarios utilizados, animal em que foram produzidos e a
respetiva diluicdo de trabalho utilizada nos ensaios de Western blot.

_ _ ) Animal em que foi o
Anticorpo primario _ Diluicao
produzido
Anti-y-tubulina
_ murganho 1:2000
(Sigma)
Anti-tubulina acetilada
, murganho 1:1500
(Sigma)
Anti-B-actina
, coelho 1:1000
(Sigma)
Anti-GFP
o coelho 1:2000
(invitrogen)

Quadro 11 — Anticorpos secundarios utilizados, animal em que foram produzidos e a
respetiva diluic@o de trabalho utilizada nos ensaios de Western blot.

_ . Animal em que foi o
Anticorpo secundario ) Diluicéo
produzido

Anti-murganho conjugado
com HRP cabra 1:4000
(Jackson ImmunoResearch)

Anti-coelho conjugado
com HRP cabra 1:2000
(Molecular Probes)

3.6. Preparacao e andlise de RNA

3.6.1. Extracdo de RNA total de linhas celulares humanas

Para a extracao de RNA total de linhas celulares, as células foram cultivadas em
placas de 6 pocos, a excecao das NCI-H69, que foram cultivadas em frascos de cultura
(T-flasks). Para as linhas celulares aderentes foram plaqueadas 3 x 10° células por pocgo,
tendo-se utilizado dois pocos por condigdo. Para a extracdo de RNA total de células
HEK 293T transfetadas, as células foram plaqueadas e transfetadas no dia seguinte,
como esta descrito na secgdo 3.4.2, e procedeu-se a extracdo do RNA 24 horas apos a
transfecdo. A extracao foi realizada utilizando o kit E.Z.N.A. Total RNA Kit | (OMEGA,
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EUA) e seguindo as instru¢des do fabricante para a extracdo de RNA total de linhas

celulares.

Assim, retirou-se o meio das células aderentes, estas foram lavadas duas vezes
com PBS 1X e as células foram destacadas utilizando tripsina. De seguida, inativou-se
a tripsina com meio com soro e a suspensao de células foi centrifugada a 500 x g durante
5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, ressuspendeu-se o sedimento de células
em 350 pL de tampdo de lise fornecido com o kit e a mistura foi homogeneizada
utilizando uma seringa com uma agulha (19 a 21 gauge). Em seguida, adicionou-se 350
uL de etanol 70 %, utilizou-se o vértex para a homogeneizacdo e a mistura foi transferida
para a coluna HiBind RNA Mini Column, também fornecida no kit, inserida num tubo de
2 mL. Procedeu-se a uma centrifugacdo a 10 000 x g durante 1 minuto, desprezou-se o
fitrado e repetiu-se este passo até toda a amostra ser transferida para a coluna.
Adicionou-se 500 pL de tampdao de lavagem 1 (fornecido no kit), centrifugou-se durante
30 segundos a 10 000 x g e desprezou-se o filtrado. De seguida, adicionaram-se 500
puL de tampéo de lavagem 2 (fornecido com o kit), centrifugou-se a 10 000 x g durante 1
minuto e desprezou-se o filtrado. Este Gltimo passo de lavagem foi repetido e depois de
se desprezar o filtrado, centrifugou-se a velocidade maxima durante 1 minuto para secar
a coluna. Por fim, a coluna foi transferida para um novo tubo e o RNA foi eluido em 30
UL de &gua bidestilada também fornecida com o kit. O RNA foi entdo quantificado
utilizando o NanoDrop, tratado com DNAse | (Fermentas) e guardado a -80°C até ser

utilizado.

3.6.2. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizou-se o enzima transcriptase reversa (Nzytech,
Portugal) tendo-se seguido as instrucfes do fabricante. Para cada amostra preparou-se
uma mistura composta por RNA (500 ng), random hexamer primers (Fermentas), dNTPs
(Fermentas), transcriptase reversa (200 U) e o respetivo tampao (Quadro 12). Depois
de homogeneizadas, as amostras foram colocadas no termociclador e incubadas a 25°C
durante 10 minutos, seguidos de uma incubacéo a 50°C durante 30 minutos e de uma

dltima incubacéo a 85°C durante 5 minutos.
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Quadro 12 — Constituicao da mistura preparada para a sintese de cDNA a partir de RNA
total.

RNA 500 ng
Random Hexamer Primers 100 uM -
(Fermentas) H
dNTPs 10 mM

1uL
(Fermentas)
Tampé&o para transcriptase reversa o UL
(Nzytech, Portugal) H
Transcriptase reversa

1L
(Nzytech, Portugal)
H20 Até 14 pL

Viinar = 20 pL

3.6.3. RT-qPCR

Para os ensaios de RT-qPCR, utilizou-se SYBRGreen Master Mix 2X (Applied
Biosystems, Reino Unido). As experiéncias foram realizadas segundo as instru¢des do

fabricante.

Comegou-se com uma incubacdo inicial de 2 minutos a 95°C. Depois,

realizaram-se 50 ciclos de 30 segundos a 95°C seguidos de 1 minuto a 60°C.

Em cada experiéncia, realizaram-se triplicados de cada amostra, cada um
contendo 1 pL de cDNA. Foram sempre preparados controlos negativos para cada par
de primers, também realizados em triplicado. Como controlo interno foram utilizados
primers para os transcritos do gene que codifica para o hprt (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase). Todos os primers utilizados encontram-se especificados no
Quadro 13.
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Quadro 13 — Sequéncias dos primers utilizados nas experiéncias de RT-qPCR.

Primer Sequéncia
TBCCDL1 variante 1 forward 5 GAGCGGCGCCTGCATTAGCAG 3’
TBCCDL1 variante 1 reverse 5 GATGGAGGGGGGACCTGCAAG 3
TBCCD1 variante 2 forward 5 GGAACAGTTATTCCACGACAGGTG 3
TBCCDL1 variante 2 reverse 5 CACTAAGAAGCGGTGGAAGCC 3’
TBCCD1 variante 3 forward 5 TCGGCTTCCACCGCTTCTTAGTG 3’
TBCCDL1 variante 3 reverse 5 TAAGCTCCTTCTGTGGCCCGG 3’
HPRT forward 5 GGCGTCGTGATTAGTGATG 3
HPRT reverse 5 CATTACAATAGCTCTTCAGTC 3

3.7. Analise estatistica

Os resultados sédo expressos como média + desvio padrdo. O numero de
experiéncias independentes realizadas encontra-se sempre indicado. Foram utilizados
intervalos de confianca de 95, 99 ou 99,5 %. Para determinar se as diferencas
observadas entre grupos tinham significado estatistico efetuou-se uma analise
estatistica aplicando o teste t-student bicaudal. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando o valor-p era inferior a 0,05, 0,01 ou 0,005.
Quando um grupo é estatisticamente diferente do controlo, este encontra-se assinalado

com * quando p < 0,05, ** quando p < 0,01 e *** caso p < 0,005.
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4. Resultados

4.1. Estudo da localizacdo celular das proteinas TBCCD1
variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 em

sobreexpresséo

A proteina TBCCD1 estda descrita como uma proteina que se localiza no
centrossoma. No entanto, uma vez que foram identificados dois novos transcritos
resultantes de splicing alternativo, surgiu a questdo de qual seria a localizacéo
subcelular das proteinas codificadas por estes transcritos. De forma a responder a esta
pergunta, realizaram-se ensaios de sobreexpressédo de cada uma das trés variantes
identificadas em fusdo com um gene repdérter que as permitiu localizar nas células por

microscopia de fluorescéncia.

Para isso, utilizaram-se vetores de expressdo recombinantes que contém as
sequéncias de cada uma das variantes da TBCCDL1 identificadas em fusdo com a
proteina GFP (green fluorescent protein) ou a RFP (red fluorescente protein) (Camara,
2013).

Assim, transfetaram-se células HEK 293T, HeLa e hTERT RPE-1 com cada um
dos plasmideos que continham as sequéncias que codificam cada um dos transcritos,
em fusdo com a proteina GFP ou a proteina RFP na regido C-terminal. Vinte e quatro
horas apoés a transfecé@o as células foram fixadas e processadas para microscopia de
imunofluorescéncia utilizando-se o anticorpo anti-pericentrina ou anti-y-tubulina que sdo
proteinas da matriz pericentriolar e assim permitem analisar se as proteinas em estudo

se localizavam ou ndo no centrossoma.

Pela andlise da Figura 9 é possivel observar que, em sobreexpressado em células
HEK 293T, a TBCCD1 variante 1-GFP se localiza no centrossoma, o que esta de acordo
com as observacbes dos estudos anteriores nomeadamente utilizando o anticorpo
policlonal especifico contra a proteina (Gongalves et al., 2010). No entanto, observa-se
que as proteinas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP, ndo séo
detetadas no centrossoma, encontrando-se dispersas pelo citoplasma observando-se

por vezes uma marcacao perinuclear.

Como referido, estas experiéncias foram realizadas utilizando também as linhas
celulares HeLa e hTERT RPE-1. Neste caso, a proteina TBCCD1 variante foi

sobreexpressa utilizando como repérter a proteina RFP em vez da GFP. Como se pode
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observar nas Figuras 10 e 11, os resultados obtidos foram semelhantes aos observados
para a linha celular HEK 293T.
HEK 293T

TBCCD1 variante 1-GFP y-tubulina DAPI Sobreposigao

TBCCD1 variante 2-GFP v-tubulina DAPI
y-tubulina DAPI

Figura 9 — Localizagdo celular das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP e
TBCCDL1 variante 3-GFP em sobreexpress&o em células HEK 293T. Células HEK 293T transfetadas de
modo a expressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-GFP (A), TBCCD1 variante 2-GFP (B) ou TBCCD1
variante 3-GFP (C) foram processadas para analise por microscopia de imunofluorescéncia utilizando o
anticorpo anti-y-tubulina. As setas indicam o local da marcacdo do centrossoma pela y-tubulina,
observando-se que a proteina TBCCD1 variante 1-GFP se localiza no centrossoma mas as proteinas
TBCCDL1 variante 2-GFP e TBCCDL1 variante 3-GFP ndo. O DNA foi corado usando DAPI. Os resultados
apresentados sdo representativos de um total de cinco experiéncias independentes. As barras da escala
correspondem a 10 pm.

HelLa
A TBCCD1 variante 1-RFP Pericentrina Sobrepasicédo

TBCCD1 variante 2-GFP Pericentrina Sobreposicao

C TBCCDL variante 3-GFP Pericentrina Sobreposicao
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Figura 10 - Localizac&o celular das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em sobreexpressdo em células HelLa. Células HelLa
transfetadas de modo a expressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-RFP (A), TBCCD1 variante
2-GFP (B) ou TBCCD1 variante 3-GFP (C) foram processadas para andlise por microscopia de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-pericentrina. As pontas das setas indicam o local da
marcacao do centrossoma pela pericentrina. Observa-se que a proteina TBCCD1 variante 1-RFP
se localiza no centrossoma mas as proteinas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP
ndo. O DNA foi corado com DAPI. Os resultados apresentados sao representativos de um total de
trés experiéncias independentes. As barras da escala correspondem a 10 pm.

hTERT RPE-1
A TBCCDL1 variante 1-RFP Pericentrina Sobreposigdo

TBCCDL1 variante 2-GFP Pericentrina Sobreposicao

C TBCCD1 variante 3-GFP Pericentrina Sobreposicao

Figura 11 - Localizagao celular das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCDL1 variante 3-GFP em sobreexpressédo em células hTERT RPE-1. Células hTERT
RPE-1 transfetadas de modo a expressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-RFP (A), TBCCD1
variante 2-GFP (B) ou TBCCD1 variante 3-GFP (C) foram processadas para andlise por
microscopia de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-pericentrina. As pontas das setas
indicam o local da marcac¢éo do centrossoma pela pericentrina. Observa-se que a proteina TBCCD1
variante 1-RFP se localiza no centrossoma mas as proteinas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1
variante 3-GFP n&o. Os resultados apresentados s&o representativos de um total de trés
experiéncias independentes. As barras da escala correspondem a 10 pm.

E também possivel observar a deformacdo do nlcleo em algumas células

transfetadas nas Figuras 10 e 11.

Nas células em divisdo as variantes tém também diferentes localiza¢des, como
se pode observar na Figura 12. As proteinas TBCCDL1 variante 2-GFP e TBCCD1

variante 3-GFP tém uma localizacao citoplasmatica, como nas células em interfase, néo
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sendo detetadas no centrossoma. Ja a proteina TBCCD1 variante 1-GFP tem uma

localizag&o centrossomal, como a observada nas células em interfase. No entanto, para

além desta localizacao, € também observada no corpo médio (Figura 12).

y-tubulina DAPI Sobreposicao
B TBCCD1 variante 1-GFP a-tubulina DAPI i
e

Pericentrina DAPI Sobreposicao
D TBCCD1 variante 3-GFP DAPI i

Figura 12 — Localizac&o celular das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCDL1 variante 2-
GFP e TBCCDL1 variante 3-GFP em células em mitose. Células HEK 293T (A e B) e HeLa (C e
D) foram transfetadas de modo a sobreexpressarem a proteina TBCCD1 variante 1-GFP (A e B),
TBCCD1 variante 2-GFP (C) ou TBCCD1 variante 3-GFP (D). Foram depois tratadas para analise
por microscopia de imunofluorescéncia e marcadas com o anticorpo anti-y-tubulina, anti-a-tubulina
ou anti-pericentrina. O DNA foi corado com DAPI. As setam indicam a localizagcdo do centrossoma
ou o corpo médio. Os resultados correspondem a trés experiéncias independentes. As barras de

escala correspondem a 10 pm.
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Uma vez que os estudos anteriores descrevem que a proteina TBCCDL1 variante
1 se localiza nos corpos basais de células ciliadas (Gongalves et al., 2010), realizaram-
se também ensaios de sobreexpressdo das trés variantes identificadas em células
hTERT RPE-1 durante a montagem dos cilios primérios. Deste modo, vinte e quatro
horas apoés a transfecdo, substituiu-se o0 meio das células por meio sem soro no qual

estas foram mantidas durante 48 horas de forma a promover a ciliogénese.

hTERT RPE-1

a-tubulina™acetilada Sobreposicao

K

a-tubulina acetilada

a-tubulina acetilada

TBCCD1 variante 3-GFP a-tubulina acetilada

% %

Figura 13 — Localizagéo das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-GFP e
TBCCDL1 variante 3-GFP em células hTERT RPE-1 ciliadas. Células hTERT RPE-1 néo
transfetadas (A) e transfetadas de modo a sobreexpressarem uma das proteinas TBCCD1
variante 1-RFP (B), TBCCD1 variante 2-GFP (C) ou TBCCD1 variante 3-GFP (D). 24 horas ap0s
a transfecéo induziu-se a ciliacdo substituindo-se o meio de cultura por meio sem soro. 48 horas
depois as células foram fixadas e processadas para andlise por microscopia de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-a-tubulina acetilada. O DNA foi corado com DAPI.
As setas indicam os cilios. As imagens sao representativas de trés experiéncias independentes.
As barras de escala correspondem a 10 pm.
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Como se pode observar na Figura 13, a TBCCDL1 variante 1-RFP localiza-se nos
corpos basais dos cilios primérios, como observado por Gongalves et al. 2010. Como
acontece nas células ndo ciliadas, as proteinas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1
variante 3-GFP tém uma localizagdo diferente da TBCCD1 variante 1-GFP,
apresentando ambas uma localizacdo citoplasmatica apesar da presenca dos cilios

primarios.

Parece também que os cilios das células a sobreexpressar a proteina TBCCD1
variante 2-GFP ou TBCCDL1 variante 3-GFP tém uma marcacédo da a-tubulina acetilada
diferente da observada nas células controlo ou mesmo nas células a sobreexpressar a
proteina TBCCDL1 variante 1 (comparar na Figura 13 as imagens A e B com C e D). No
entanto, a eficiéncia de transfecdo obtida para esta linha celular foi bastante reduzida,

0 que impossibilitou a quantificagcéo do fenotipo e limitou todas as seguintes abordagens.

Pela analise destes resultados observa-se entdo que, nas trés linhas celulares
estudadas, as proteinas TBCCD1 tém diferentes localiza¢des celulares. A proteina
TBCCDL1 variante 1 tem uma localizagdo centrossomal, tanto nas células em interfase
como nas células em mitose, sendo que nas ultimas se localiza também no corpo médio.
Localiza-se também nos corpos basais de cilios primarios em células hTERT RPE-1
ciliadas. As proteinas TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 tém uma localizagdo
citoplasmética em todas as situacdes analisadas, nomeadamente, em células em

interfase, células em mitose e também em células ciliadas.

4.2. Estudo da localizacdo celular das proteinas TBCCD1
variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 em
sobreexpressdo na auséncia do citoesqueleto de

microtUbulos

Uma vez que as proteinas TBCCD1 possuem um dominio TBCC e que este esta
presente em proteinas que interagem com a tubulina, colocou-se a questdo de a
localizacédo celular de cada uma das proteinas poder ser dependente dos microtubulos.
Assim, realizaram-se ensaios em que se analisou a localiza¢do celular de cada uma das
trés variantes, em sobreexpresséo, em células HEK 293T e hTRET RPE-1 tratadas com
nocadozole, um agente despolimerizante de microtubulos. Para além disso, utilizou-se

também alinha hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP que expressa constitutivamente a proteina
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de fusdo TBCCD1 variante 1-GFP. Esta linha foi usada uma vez que este clone foi
selecionado por, apesar de a proteina de fusédo estar em sobreexpresséo, os niveis de
expressao sao mais baixos do que os niveis observados quando as células sao

transfetadas.

Depois de tratadas com nocadozole (com uma concentracdo final de 30 uM),
durante 30 minutos, as células foram fixadas e tratadas para analise por microscopia de
imunofluorescéncia. Para isso, utilizou-se o anticorpo anti-o-tubulina de modo a
observar a rede de microtibulos e analisar a extensdo da despolimerizacdo dos

microtUbulos.

HEK 293T
TBCCDL1 variante 1-RFP a-tubulina Sobreposicao
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Figura 14 — Localizagéo celular da proteina TBCCD1 variante 1-RFP em células HEK 293T antes e
apo6s o tratamento com nocadozole. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem
a proteina TBCCDL1 variante 1-RFP. 24 horas ap6és a transfecdo as células foram fixadas (A) ou tratadas
com nocadozole (30 uM) e colocadas a 4°C durante 30 minutos e depois fixadas (B). Em ambos os casos
as células foram depois processadas para microscopia de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-a-
tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As células indicam a localizagcao do centrossoma. Foram realizadas
trés experiéncias independentes. As barras de escala correspondem a 10um.
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hTERT RPE-1
0 minutos de nocadozole
a-tubulina Sobreposicao

B TBCCDL1 variante 1-GFP o-tubulina Sobreposicéo

X . x

C TBCCD1 variante 2-GFP a-tubulina Sobreposicéao

D TBCCDL1 variante 3-GFP \ a-tubulina Sobreposicéao
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30 minutos de nocadozole (30 pM)

a-tubulina DAPI Sobreposicéao
E TBCCD1 variante 1-GFP a-tubulina DAPI Sobreposicao

TBCCDL variante 2-GFP DAPI Sobreposicao
G  TBCCDL variante 3-GFP DAPI Sobreposicdo

Figura 15 — Localizacdo celular das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP, em sobreexpressédo, em células hTERT RPE-1 tratadas com
nocadozole. Células hTERT RPE-1 foram transfetadas de modo a sobreexpressarem uma das
proteinas TBCCDL1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP, tendo-se
utilizado como controlo células néo transfetadas. 24 horas apo6s a transfecao as células foram fixadas
(A, B, C e D) ou tratadas com nocadozole (30 uM) e incubadas no gelo durante 30 minutos e depois
fixadas. De seguida, as células foram processadas para andlise por microscopia de
imunofluorescéncia tendo sido marcadas com o anticorpo anti-a-tubulina. O DNA foi corado com
DAPI. As setam indicam a localizagdo do centrossoma. Os resultados sdo representativos de trés
experiéncias independentes. As escalas de barra correspondem a 10 pm.

Nas Figuras 14 e 15 é possivel observar que a TBCCD1 variante 1 (em fuséo
com a GFP no caso das células hTERT RPE-1 e em fusdo com a RFP no caso das
células HEK 293T) mantém a localizacéo centrossomal apesar da despolimeriza¢éo dos
microtubulos tanto nas células HEK 293T como nas células hTERT RPE-1. Devido a
dificuldade de observar a rede de microtubulos nas células HEK 293T, as restantes
andlises desta experiéncia serdo realizadas nas células hTERT RPE-1. De modo

semelhante observa-se que nas células a sobreexpressar as proteinas TBCCD1
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variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP, apesar da despolimerizacdo dos

microtubulos, estas mantém a sua distribuicdo no citoplasma.

hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP

A TBCCD1 variante 1-GFP a-tubulina Sobreposicéo

0 min nocadozole

B TBCCD1 variante 1-GFP a-tubulina Sobreposicéo

0

£
L

T TBCCD1 variante 1-GFP o-tubulina Sobreposicao

15 min nocadozole

v

30 min nocadozole

Figura 16 — Localizac&o celular da proteina TBCCD1-GFP em células hTERT RPE-1 TBCCD1-
GFP tratadas com nocadozole. Células hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP que expressam

constitutivamente a proteina TBCCD1-GFP (correspondente a variante 1) foram tratadas com
nocadozole (30 uM) durante 0, 15 ou 30 minutos (A, B e C, respetivamente). Depois de fixadas, as
células foram tratadas para andlise por microscopia de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-
a-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As setas indicam o centrossoma ou o corpo médio. Os
resultados s&o representativos de trés experiéncias independentes. As barras de escala
correspondem a 10 pm.

Salienta-se ainda que apesar da localizacao da proteina TBCCD1 variante 1-
GFP no centrossoma néo ser afetada pela exposicdo das células ao nocadozole a sua
localizacdo no corpo médio é, (Figura 16) deixando de ser observada quando ha
despolimerizacdo dos microtibulos, mais concretamente, quando ocorre
despolimerizagdo dos microtibulos acumulados no corpo médio. Estes microtibulos
sdo os ultimos a despolimerizar, 0 que sugere que estes correspondem a uma
populacdo de microtibulos mais resistente ao nocadozole com a qual a proteina
TBCCD1 variante 1-RFP pode interagir.
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Nos ensaios realizados utilizando a linha celular hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP
observaram-se resultados semelhantes aos obtidos para as células HEK 293T e hTERT
RPE-1.

Desta forma, estes resultados sugerem que a localizacdo das proteinas TBCCD1
variante 2-GFP e TBCCDL1 variante 3-GFP ¢é independente dos microtdbulos assim
como a localizacao centrossomal da proteina TBCCD1 variante 1-GFP. No entanto, a
localizacao da proteina TBCCDL1 variante 1-GFP no corpo médio parece ser dependente
dos microtdbulos, uma vez que nas células tratadas com nocadozole, quando ha
despolimerizacdo dos microtibulos desta regido, ndo se observa a proteina nesta
estrutura. Assim, pode existir uma interagdo entre a proteina TBCCD1 variante 1 e 0os
microtubulos ou com uma subpopulagéo dos mesmos, ou seja, aqueles mais resistentes

ao nocadozole presentes na estrutura do corpo médio.

Existindo evidéncias que sugerem a interacdo das proteinas em estudo e os
microtubulos, colocou-se também a hipétese de a sobreexpressao de alguma das
variantes afetar a resisténcia dos microtibulos ao nocadozole. Assim, analisaram-se de

novo estas experiéncias de modo testar esta hipétese.

Observou-se entdo que as células com maiores niveis de sobreexpressao de
TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP
pareciam ter menor resisténcia ao nocadozole, ou seja, tinham menos microtibulos
polimerizados que as células ndo transfetadas quando sujeitas ao mesmo tempo de
incubacdo com nocadozole (Figura 15, comparando E, F e G com D). Estas
observacdes sao relativas as células hTERT RPE-1 uma vez que nas células HEK 293T
é dificil observar a rede de microtibulos devido ao facto de estas células terem um
pequeno volume de citoplasma em relagdo ao tamanho do nucleo. Apesar de nao ter
sido possivel realizar uma andlise quantitativa destas observacbes, colocou-se a
hipotese de a sobreexpressao das proteinas TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2

ou TBCCD1 variante 3-GFP afetarem a estabilidade dos microttbulos.
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4.3. Estudo do efeito da sobreexpresséao das proteinas TBCCD1
variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 na
acetilacdo dos microtubulos

De modo a explorar a hipétese colocada a partir dos resultados das experiéncias
com nocadozole, segundo a qual a sobreexpressao das proteinas variantes em estudo
pode afetar a estabilidade dos microtubulos, estudou-se o impacto da sobreexpressao
das proteinas TBCCDL1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante
3-GFP nos niveis de microtubulos acetilados na célula. Os microtubulos da zona do
corpo médio séo enriquecidos em a-tubulina acetilada assim como os microttbulos mais
estaveis que também séo, geralmente, enriquecidos nesta modificacdo pos-traducional.
De forma a testar se os niveis de a-tubulina acetilada sédo afetados pela sobreexpressao
de alguma das proteinas TBCCD1, transfetaram-se células HEK 293T com vetores de
expressdo de forma a promover a sobreexpressdo de TBCCD1 variante 1-GFP,
TBCCDL1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas, as células
foram processadas para analise por imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-a-
tubulina acetilada. Nesta experiéncia utilizaram-se células HEK 293T por serem as
células em que se obteve maior eficiéncia de transfecdo e também por terem uma maior
populacdo de microtubulos acetilados do que as células hTERT RPE-1 em condi¢des

fisiologicas de cultura.

Através da andlise destas preparacdes, observou-se que as células com maiores
niveis de sobreexpressdo de TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP
parecem ter menores niveis de microtibulos acetilados quando comparadas com
células com menores niveis de expressado destas proteinas (Figura 17). Colocou-se
entdo a hipétese de a sobreexpressao de cada uma das proteinas TBCCD1 variante 1-
GFP, TBCCDL1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP poder afetar os niveis de
acetilacao dos microtubulos. Devido a dificuldade de realizar uma andlise quantitativa a
partir desta experiéncia, especialmente devido ao reduzido volume de citoplasma nestas

células, foi necessario recorrer a outro método para testar a hipétese colocada.
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TBCCD1 variante 1-GFP a-tubulina acetilada

TBCCD1 variante 2-GFP

Figura 17 — Marcagao de a-tubulina acetilada em células HEK 293T a sobreexpressarem
TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP. Células HEK 293T foram transfetadas
de modo a sobreexpressarem a proteina TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP
e 24 horas depois foram processadas para analise por microscopia de imunofluorescéncia
utilizando o anticorpo anti-a-tubulina acetilada. O DNA foi corado com DAPI. As setas indicam
as células com menores niveis de expressao da proteina TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1
variante 2-GFP. As imagens sdo representativas de uma experiéncia independente. As barras
de escala correspondem a 10 um.

Assim, de forma a testar esta hipétese, prepararam-se extratos proteicos
correspondentes a fracgéo citosolica de células HEK 293T transfetadas com cada um
dos vetores contendo a sequéncia de cada uma das variantes identificadas. Como ja
referido, a eficiéncia de transfecdo obtida para as células hTERT RPE-1 foi muito
reduzida, o que limitou as diferentes abordagens, pelo que néo foi possivel realizar esta
experiéncia utilizando esta linha celular.

Depois de preparados os extratos, estes foram quantificados pelo método de
Bradford, de forma a todas as amostras apresentarem a mesma quantidade de proteina
total, e analisados por SDS-PAGE 10 %. Depois de analisadas em gel, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi corada com Ponceau S.
Esta coloracdo da membrana foi posteriormente utilizada como controlo da quantidade
de proteina analisada em cada faixa (controlo de aplicagdo). A membrana foi depois
processada para Western blot, utilizando anticorpos policlonais para a o-tubulina
acetilada e para a y-tubulina. Como controlo, foram preparados extratos de células nao
transfetadas.
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Figura 18 — Analise dos niveis de a-tubulina acetilada, y-tubulina e B-actina em extratos proteicos
de células HEK 293T em sobreexpressdo de TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou
TBCCDL1 variante 3-GFP. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem TBCCD1
variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e foram preparados extratos
soluveis/citosolicos (A) ou totais (B). Foram aplicados 50 pg de extrato proteico citosolico em cada pogo
(A) e nos extratos totais (B) aplicaram-se 20 pL por poco para analise por SDS-PAGE 10%. Realizaram-se
depois ensaios de Western blot com anticorpos anti-a-tubulina acetilada, anti-y-tubulina e anti--actina para
analisar os niveis destas proteinas em relagdo aos niveis nas células ndo transfetadas (controlo) e anti-

GFP como controlo de transfecéo.
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Figura 19 — Niveis relativos de e-tubulina acetilada, y-tubulina e B-tubulina em células HEK 293T a
sobreexpressar as proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-
GFP. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-
GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Foram entdo preparados extratos
citosolicos/soluveis (A) ou totais (B), aplicados num gel SDS-PAGE 10% e analisados por western blot
utilizando os anticorpos anti-a-tubulina acetilada, anti-y-tubulina e anti-B-actina para analisar os niveis destas
proteinas em relacdo as células ndo transfetadas. As bandas obtidas foram quantificadas e a normalizagcéo
realizada utilizando a coloracdo da membrana de nitrocelulose com Ponceau S. Os resultados apresentados
em (A) resultam de trés (a-tubulina acetilada), duas (B-actina) ou uma (y-tubulina) experiéncias independentes

e em (B) de uma experiéncia. * - p < 0,05.
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Nas Figuras 18 e 19 pode-se observar que o0s niveis de y-tubulina diminuem
quando ha sobreexpressao de TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP,
observando-se uma diminuicdo de 34 % no primeiro caso e de 43 % no segundo. A
sobreexpressdo de TBCCD1 variante 3-GFP nédo parece afetar os niveis de y-tubulina.
No entanto, estes resultados correspondem apenas a uma experiéncia, pelo que tera

que se repetir a experiéncia para validar o resultado e para obter significado estatistico.

Quanto aos niveis de oa-tubulina acetilada, observa-se que quando ha
sobreexpressao da proteina TBCCD1 variante 1-GFP o nivel de a-tubulina acetilada é
69,89 % * 10,01, em relacdo as células ndo transfetadas. No caso da sobreexpressao
de TBCCDL1 variante 2-GFP, o nivel de o-tubulina acetilada em relagéo as células ndo
transfetadas € 62,91 % * 18,78. J4 a sobreexpressao de TBCCDL1 variante 3-GFP néo
parece afetar os niveis de a-tubulina acetilada, uma vez que os niveis determinados sao
de 100,50 % + 2,00. Este resultado relativo aos niveis de a-tubulina acetilada é
concordante com as observagfes das experiéncias realizadas por imunofluorescéncia,
observando-se uma diminuicdo dos niveis de a-tubulina acetilada nas células a
sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP.

Os niveis de actina, neste caso mais especificamente 3-actina, foram também
analisados devido a identificagdo do dominio CARP nas proteinas em estudo. Nas
Figuras 18 e 19 encontram-se os resultados obtidos, nos quais se pode observar que a
sobreexpressdo de TBCCD1 variante 1-GFP ou de TBCCD1 variante 2-GFP provoca
uma reducao dos niveis de B-actina. No caso da sobreexpressédo de TBCCDL1 variante
1-GFP os niveis diminuem para 74,79 % + 3,34 e com a sobreexpressédo de TBCCD1
variante 2-GFP os niveis diminuem para 50,38 + 11,08. Quanto a sobreexpressao de
TBCCD1 variante 3-GFP, nao parece afetar os niveis de B-actina, tendo-se determinado
que 0s seus niveis neste caso sdo 70,42 % + 22,71, ndo sendo estatisticamente

diferentes dos niveis obtidos para o controlo.

Esta experiéncia foi também realizada utilizando extratos totais (Figuras 18B e
19 B), na qual se analisaram os niveis de o-tubulina acetilada. Observou-se também
gue a sobreexpressédo de TBCCDL variante 2-GFP leva a uma diminuicao dos niveis de
a-tubulina acetilada. Os niveis determinados foram 105 % no caso da sobreexpressao
de TBCCDL1 variante 1-GFP e 65 % no caso da sobreexpressdo de TBCCD1 variante
2-GFP. Quanto aos niveis em sobreexpressdo de TBCCDL1 variante 3-GFP, néo foi
possivel determin&-los. Esta experiéncia foi realizada apenas uma vez, pelo que tera

gue ser repetida de forma a conferir significado estatistico.
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Assim, estes resultados indicam que a sobreexpressao das proteinas TBCCD1
variante 1-GFP e TBCCD1 variante 2-GFP levam a uma diminui¢cdo dos niveis de a-
tubulina acetilada. Para além disso, parecem também provocar uma diminuicdo nos
niveis de y-tubulina e de B-actina. Por sua vez, a sobreexpressao da proteina TBCCD1
variante 3-GFP nado parece afetar os niveis de nenhum dos componentes do

citoesqueleto analisados.

Estes resultados sugerem também que as variantes em estudo devem ter
diferentes fungdes celulares, uma vez que tém diferentes efeitos nos niveis de a-tubulina

acetilada, y-tubulina e de B-actina.

4.4. Estudo de reverséo de fenétipo do knockdown do tbccdl

Os resultados até agora apresentados neste estudo parecem sugerir que as trés
variantes identificadas e aqui estudadas podem ter diferentes func¢des celulares, por
exemplo, por terem diferentes localizagBes celulares e diferentes efeitos nos niveis de
a-tubulina acetilada. Estas observacdes em conjunto com o facto de atualmente se
saber que os siRNAs utilizados no estudo anterior (Goncgalves et al., 2010) provocam o
knockdown ndo de uma mas das trés variantes identificadas, levantou a questdo de os
fenotipos observados poderem ser provocados apenas por uma das variantes ou por

uma combinagédo das mesmas.

Foram entdo realizados ensaios em células hTERT RPE-1 em que se realizou o
knockdown utilizando os mesmos siRNAs, o que leva a uma diminuigdo dos niveis das
trés variantes, reproduzindo assim as experiéncias realizadas por Gongalves et al.,
2010. De seguida, transfetaram-se as mesmas células com vetores de expressao,
promovendo assim a sobreexpressdo de uma das proteinas: TBCCDL1 variante 1-GFP,
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas e processadas
para analise por microscopia de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-
pericentrina ou anti-y-tubulina para marcacdo do centrossoma as preparacfes foram
fotografadas e analisadas. Para esta analise, foi determinada a percentagem de células
em que a distancia centrossoma-nucleo era superior a 2 um. A percentagem de células
com fenétipo nas preparacdes transfetadas com siRNAs foi determinada e utilizou-se
como controlo da eficiéncia desta transfecdo as preparacdes de células néo

transfetadas (nem com siRNAs nem com vetores de expresséo).
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A percentagem de células com distancia centrossoma-nudcleo superior a 2 pum
nas preparagdes de células transfetadas com os vetores de expresséo apoés transfegéo
com siRNAs foi entdo comparada com a percentagem calculada para as células

transfetadas apenas com siRNAs.

Desta forma, foi possivel testar se a sobreexpressao de cada uma das variantes

€ capaz de reverter o fenétipo do aumento da distancia centrossoma-nucleo.
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Figura 20 — Analise da distancia centrossoma-nucleo em células com knockdown do
tbccdl, apds sobreexpressdo das variantes TBCCD1. Células hTERT RPE-1 foram
transfetadas com siRNAs para o thccdl e, 72 horas apds a primeira transfecao foram transfetadas
de modo a sobreexpressarem uma das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas e processadas para andlise por microscopia
de imunofluorescéncia para marcacao do centrossoma, foi determinada a percentagem de células
com uma distancia centrossoma-nucleo superior a 2 pm. Como controlo foram utilizadas células
ndo transfetadas. Os resultados correspondem a trés experiéncias independentes. * - p < 0,05.

Na Figura 21 é possivel observar que a experiéncia de knockdown do tbccdl
através de siRNAs realizada em Gongalves et al., 2010 foi reproduzida com sucesso
neste estudo, tendo-se obtido uma percentagem de células com fen6tipo semelhante a

obtida no estudo anterior (aproximadamente 50%).

Apoés validada a eficiéncia da transfecdo com os siRNAs, observa-se entdo que
a sobreexpressao das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP
levam a uma diminuicdo da percentagem de células com uma distancia centrossoma-
nucleo superior a 2 um (Figura 21). Em ambos os casos, a percentagem de células com
fenotipo € estatisticamente diferente do valor obtido nas células transfetadas apenas

com siRNAs. Assim, estes resultados indicam que as proteinas TBCCD1 variante 1-
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GFP e TBCCDL1 variante 2-GFP sdo capazes de reverter parcialmente o fenétipo do

aumento da distancia centrossoma-nucleo.

Estes resultados sugerem entdo que o fendtipo do aumento da distancia
centrossoma-nucleo ndo deve ser provocado apenas por uma das variantes. Para além
disso, colocam-se também duas hipéteses (i) apesar de as trés variantes poderem ter
funcdes celulares diferentes sdo capazes de se substituir, ou (i) existe algum
mecanismo regulatério entre as variantes no qual a sobreexpressédo de uma variante
provoca uma alteracdo nos niveis das restantes de modo a compensar o efeito do
knockdown. Como ja foi referido, ndo é possivel definir SIRNAs especificos para cada
variante, devido a elevada semelhanca das sequéncias, o que dificulta o estudo do efeito

de cada uma das variantes através desta abordagem.

Durante a andlise destas experiéncias foi também possivel observar que nas
células a sobreexpressar as proteinas TBCCDL1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP se observa a formacdo de agregados de y-tubulina
(Figura 22).

Por um lado, observa-se um aumento dos agregados de y -tubulina, por outro
lado observa-se que estes agregados parecem co-localizar com as diferentes proteinas
TBCCD1. Assim, estas observacdes sugerem a presenca das duas proteinas nos
agregados e também que as proteinas TBCCD1 podem estar envolvidas no
recrutamento da y-tubulina, uma vez que se observa co-localiza¢do. Para além disso,
no caso dos agregados formados pela proteina TBCCD1 variante 1-GFP, estes tendem

a formar-se na regido em torno do centrossoma.
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hTERT RPE-1
y-tubulina Sobreposicéao

TBCCD1 variante 1-GFP y-tubulina Sobreposi¢éo

TBCCD1 variante 2-GFP y-tubulina Sobreposi¢&o

TBCCDL1 variante 3-GFP y-tubulina Sobreposicdo

$ .

Figura 21 — Agregados de y-tubulina em células a sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP,
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Células hTERT RPE-1 foram
transfetadas com siRNAs para o thccdle, 72 horas apds a primeira transfecéo foram transfetadas
de modo a sobreexpressarem TBCCD1 variante 1-GFP (B), TBCCD1 variante 2-GFP (C), ou
TBCCD1 variante 3-GFP (D). Como controlo foram transfetadas células com siRNAs mas ndo
com vetores de expressao. Depois de fixadas foram processadas para analise por microscopia
de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-y-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As
imagens séo representativas de duas experiéncias independentes. As setas indicam o local do

centrossoma e as barras de escala correspondem a 10 pm.
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4.5. Estudo da funcao regulatoria da sobreexpressdo de cada
variante do TBCCD1

Pela andlise da sequéncia do transcrito da variante 3, observa-se que este é
semelhante ao transcrito da variante 1 a excecado da existéncia de uma pequena grelha
de leitura aberta (UORF) na sua regiao 5. Esta uORF é limitada a montante pelo ATG
alternativo e uma regido comum a variante 2, e a jusante por trés coddes stop antes do

ATG designado candnico comum a variante 1, como se pode observar na Figura 23.

De modo a testar a existéncia de uma relagéo regulatéria entre as variantes da

TBCCD1, realizou-se um estudo recorrendo a RT-gPCR.

Assim, as células foram plaqueadas em placas de 6 pocos e transfetadas no dia
seguinte. Vinte e quatro horas apoés a transfegéo extraiu-se RNA total a partir do qual se
preparou o cDNA utilizado nas experiéncias de RT-gPCR. Para isso, foram utilizados
primers especificos para cada uma das trés variantes que assim permitissem distinguir
entre estas e de modo a que os niveis observados fossem relativos apenas aos
transcritos endégenos uma vez que o primer forward de cada par foi desenhado de
forma a emparelhar na regido 5’'UTR (Figura 23). Desta forma, foi possivel perceber se
a sobreexpressao de uma variante afeta os niveis de transcritos das outras variantes ou

de si prépria.

Para além disso, estudou-se também os niveis dos transcritos das trés variantes,

em células nao transfetadas, nas linhas celulares hTERT RPE-1 e Hela.
tbccdl variante 1 - mRNA

ATG STOP

[ Exdo1a | Exdoz | Exio3 | Exdos | Exdos | Exdos | Exdo7 | Exdos |

tbced1 variante 2 - mRNA ATG STOP

[ Exdo1b | Exao3 | Exdos | Exdos | Exdos | Exdo7 | Exdos |

tbcedl variante 3 - mRNA
STOP, STOP, STOP
ATG] ATG STOP

158!

[ Exdo1b | Exao2 | Exdo3 | Exdod | Exdios | Exdo6 | Exio7 | Exdos |

Figura 22 — Representacao esquematica dos locais de emparelhamento dos primers nos
exdes constituintes de cada um dos trés transcritos identificados para o tbccdl,
resultantes de splicing alternativo, nas experiéncias de RT-gPCR. A azul estdo
representados os locais de emparelhamento dos primers utilizados e as setas indicam a sua
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Quadro 14 — Quantidades relativas, obtidas por RT-gPCR, de cada um dos trés transcritos
do thccdl identificados em células HEK 293T a sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP,
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e em células RPE e HeLa em relagao
aos niveis de células HEK 293T néo transfetadas.

Primers tbccdl tbccdl tbccdl
Células variante 1 | variante 2 variante 3
b Nao transfetadas 1 1 1
Q TBCCD1 variante 1-GFP 2,69 21,96 2,49
N4
% TBCCD1 variante 2-GFP 1,25 0,84 0,76
TBCCD1 variante 3-GFP 1,08 0,96 4206,29
hTERT RPE-1 4,78 2,74 10,65
HelLa 3,95 4,01 4,57
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m thcedl variante 1

m thced1 variante 2

thcedl variante 3

Figura 23 — Representacdo gréfica da quantidade relativa dos transcritos de cada
variante do tbccdl, obtidos por RT-gPCR, em células HEK 293T a sobreexpressar
TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e em
células RPE e HelLa, em relacdo aos niveis de células HEK 293T nao transfetadas.

Pela analise do Quadro 14 e da Figura 23, pode-se observar que as células HEK

293T possuem os trés transcritos (células ndo transfetadas). Observa-se também que
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a sobreexpressdo de TBCCD1 variante 1-GFP leva a um aumento dos niveis dos
transcritos das trés variantes identificadas, sendo que o aumento do transcrito da
variante 2 é mais acentuado, aumentando 21,96 vezes. A sobreexpressao da proteina
TBCCDL1 variante 2-GFP leva a um aumento dos niveis do transcrito da variante 1 (1,25
vezes), e a uma diminui¢do dos niveis dos transcritos das variantes 2 (0,84 vezes) e 3
(0,76 vezes). Ja a sobreexpresséo da proteina TBCCD1 variante 3-GFP ndo afeta os
niveis dos transcritos das variantes 1 e 2, no entanto, aumenta o0s niveis dos seus

préprios transcritos (4206,29 vezes).

Para além disso, foi também possivel observar que todas as linhas analisadas,
nomeadamente, hTERT RPE-1 e HelLa possuem os trés transcritos. No entanto, tanto
as células hTERT RPE-1 como as células HeLa tém maiores niveis dos transcritos das
trés variantes em relacéo as células HEK 293T. Para além disso, as trés linhas celulares
tém também diferentes relacdes de abundancia entre as trés variantes, observando-se

diferentes razfes entre as quantidades relativas de cada uma.

Estes resultados correspondem apenas a uma experiéncia independente
realizada em triplicado, pelo que sera necessério repeti-la de forma a confirmar os
resultados e a conferir significado estatistico. No entanto, estes resultados sugerem que
existe uma relacao regulatéria entre as variantes, em que a sobreexpresséo de uma das

variantes leva a uma alteracao dos niveis de transcritos das restantes ou de si propria.

Assim, e tendo em conta que as trés variantes identificadas tém diferentes
localizacBes celulares colocou-se a hipétese de as variantes poderem ter uma funcao
regulatoria entre si, podendo a localizagdo celular de cada uma das variantes ser
afetada pela expressdo das outras. De forma a testar esta hip6tese, realizaram-se
ensaios em que se co-transfetaram células HEK 293T e HelLa com duas das variantes
de forma a sobreexpressar duas variantes em simultdneo (TBCCD1 variante 1-RFP e
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP).
Como ja foi referido, devido a reduzida eficiéncia de transfecdo obtida para as células

hTERT RPE-1 ndo foi possivel realizar esta experiéncia nesta linha celular.

Na maioria das células co-transfetadas, nas duas linhas celulares, ndo se
observou alteracdo da localizacdo celular de nenhuma das variantes. No entanto,
observaram-se em todas as preparacdes uma percentagem de células em que se
detetava uma co-localizacdo das duas proteinas em sobreexpressdo, que parece

corresponder a localizagdo do centrossoma (Figuras 24 e 25).
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HEK 293T

A TBCCD1 variante 2-GFP TBCCD1 variante 1-RFP DAPI Sobreposicao

TBCCD1 variante 3-GFP TBCCD1 variante 1-RFP DAPI Sobreposigao

C TBCCD1 variante 2-GFP TBCCD1 variante 1-RFP DAPI Sobreposicao
D TBCCD1 variante 3-GFP TBCCDL1 variante 1-RFP DAPI Sobreposicao

Figura 24 — Localizagado celular das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCDL1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em células HEK 293T co-transfetadas. Células HEK 293T foram
transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1
variante 2-GFP (A e C) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B e D). Depois de
fixadas foram processadas para analise por microscopia de imunofluorescéncia. O DNA foi corado
com DAPI. As setas indicam a localizacdo do centrossoma. As barras de escala correspondem a
10 pm.
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HelLa
A TBCCD1 variante 2-GFP TBCCDL1 variante 1-RFP

TBCCD1 variante 3-GFP TBCCDL1 variante 1-RFP

C TBCCD1 variante 2-GFP TBCCD1 variante 1-RFP Sobreposicéo

D TBCCD1 variante 3-GFP TBCCDL1 variante 1-RFP Sobreposicao

Figura 25 — Localizag@o das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-GFP e
TBCCDL1 variante 3-GFP, em células HelLa co-transfetadas. Células HelLa foram transfetadas de
modo a sobreexpressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP (A e
C) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B e D). Depois de fixadas foram
processadas para andlise por microscopia de imunofluorescéncia. O DNA foi corado com DAPI. As
setas indicam a localizag8o do centrossoma. As barras de escala correspondem a 10 pum.

De modo a perceber se estas observacdes de co-localizacdo das variantes no
centrossoma tém significado estatistico, tornou-se necessério realizar uma analise
quantitativa dos resultados obtidos. No entanto, devido a baixa eficiéncia de transfecéo
obtida nas células HelLa néo foi possivel realizar esta andlise para esta linha celular,

pelo que os seguintes resultados sao referentes a linha celular HEK 293T.

As células foram entdo contadas e agrupadas por categorias, nomeadamente,
(i) células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 1-RFP no centrossoma, (ii)

células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 2-GFP no centrossoma (ou
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TBCCD1 variante 3-GFP nas células transfetadas com esta variante) ou (iii) células em
que se observa ambas as proteinas em sobreexpressédo no centrossoma. N&o foram
observadas células em que apenas a proteina TBCCDL1 variante 2-GFP ou TBCCD1
variante 3-GFP se encontrassem sozinhas no centrossoma. Quanto a proteina TBCCD1
variante 1-RFP, era quase sempre observada no centrossoma. O facto de nem sempre
se observar esta proteina no centrossoma deve-se essencialmente a dois motivos, (i)
quando os niveis de sobreexpressdo sdo muito elevados ndo € possivel distinguir o
centrossoma uma vez que ha formagéo de agregados da proteina nesta regido, e (ii)
nas células com niveis de expressao muito baixos estes podem néo ser suficientes para
que seja detetada a marcacdo. Para além disso, nas fotos existem células cujo

centrossoma nao aparece no plano de focagem.

No entanto, sabe-se que esta proteina é centrossomal uma vez que em
Gongalves 2010 foi utilizado um anticorpo anti-TBCCD1 e observou-se marcagédo do
centrossoma em todas as células. Assim, por estes motivos, todos os valores

apresentados nesta analise podem estar subestimados.

Determinou-se entdo a percentagem de células em que se observava ambas as
proteinas em sobreexpressao (TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCDL1 variante 2-GFP ou
TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP) no centrossoma em relagdo ao
namero total de células co-transfetadas. Estes resultados encontram-se na Figura 27,
em que a percentagem de células nas quais se deteta a proteina TBCCD1 variante 1-
RFP no centrossoma é 16,85 % + 4,78 no caso das células a sobreexpressar TBCCD1
variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP, e 13,09 % + 2,92 no caso das células a
sobreexpressar TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCDL1 variante 3-GFP. No entanto, esta

observacao € justificada pelos motivos ja referidos.

Assim, determinou-se a percentagem de células em que ambas as proteinas em
sobreexpressao sao detetadas no centrossoma, desta vez em relacdo ao nimero de
células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 1-RFP no centrossoma (Figura
26). Esta quantificagdo é valida uma vez que ndo foram observadas células em que
apenas as proteinas TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP se

encontrassem no centrossoma.
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Figura 26 — Percentagem de células com a proteina TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante
3-GFP no centrossoma. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as
proteinas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1
variante 3-GFP. Determinou-se entdo o nimero de células em que se observava cada uma das
proteinas no centrossoma. (A) Percentagem de células em que se observa a proteina TBCCD1 variante
2-GFP ou a proteina TBCCD1 variante 3-GFP no centrossoma em relacdo ao nimero total de células
co-transfetadas. (B) Percentagem de células em que de observa a proteina TBCCD1 variante 2-GFP no
centrossoma em relagdo as células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 1-RFP no
centrossoma. (C) Percentagem de células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 3-GFP no
centrossoma em relagdo as células em que se observa a proteina TBCCD1 variante 1-RFP no
centrossoma. (n = 400) ** - p < 0,01 ; ***-p < 0,005.
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Através desta andlise, no caso da transfecdo simultdnea com TBCCDL1 variante
1-RFP e TBCCDL1 variante 2-GFP, a percentagem de células em que se observa ambas
as proteinas sobreexpressas no centrossoma € 0,32 % + 0,31 das células, pelo primeiro
método aplicado, ou 1,52 % + 1,57, pelo segundo método, ndo sendo este resultado
estatisticamente significativo quando se compara com as células que sobreexpressam
apenas a TBCCD1 variante 2-GFP. Nas células transfetadas simultaneamente com
TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP a percentagem de células em que
se observa ambas as proteinas em sobreexpressao no centrossoma é 0,83 % =+ 0,38,
pelo primeiro método, ou 6,60 % + 2,35, pelo segundo método. Neste caso, o resultado

€ estatisticamente significativo, em ambos os métodos utilizados.

Os valores obtidos relativos & co-localizacdo das variantes no centrossoma sao
baixos e apenas a observacgédo da co-localizacdo das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP
e TBCCD1 variante 3-GFP ¢é estatisticamente significativa. No entanto, esta co-
localizacdo foi observada em todas as preparacfes das duas linhas celulares
estudadas.

Quanto a localizacao celular de cada uma das proteinas em células em mitose
(Figura 27), observa-se que a sobreexpressédo combinada de TBCCD1 variante 1-RFP
e TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP n&o
parece afetar a localizagdo de nenhuma das variantes. Contudo, ndo é possivel realizar
uma analise quantitativa devido ao reduzido numero de células em divisdo co-

transfetadas nestas experiéncias.

HEK 293T
A TBCCD1 variante 2-GFP TBCCD1 variante 1-RFP Sobreposicao

B TBCCDL1 variante 3-GFP TBCCDL1 variante 1-RFP Sobreposicao

Figura 27 — Localizagao celular das proteinas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCDL1 variante 2-
GFP e TBCCDL1 variante 3-GFP, em células HEK 293T co-transfetadas, em divisdo. Células
HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteinas TBCCD1 variante 1-RFP
e TBCCDL1 variante 2-GFP (A) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B). Depois
de fixadas foram processadas para analise por microscopia de imunofluorescéncia. O DNA foi
corado com DAPI. As setas indicam a localizacéo do centrossoma ou do corpo médio. As barras
de escala correspondem a 10 um. 82



Observou-se que quando se sobreexpressa simultaneamente as proteinas
TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP, a ultima é também observada no
centrossoma, apesar de isto ocorrer numa pequena percentagem das células. Assim,
apesar de parecer existir uma relacdo de regulagéo entre as variantes em estudo, esta
nao parece afetar a localizacéo celular das proteinas.
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5. Discussao e conclusodes

Nos estudos anteriores sobre o tbccdl humano foi identificada uma proteina (a
proteina TBCCD1 variante 1) por ele codificada. Esta proteina tem uma localizagéo
centrossomal ao longo de todo o ciclo celular, encontra-se também nos corpos basais
de cilios primarios e possui uma pool citoplasmatica. Para além disso, localiza-se
também no corpo médio em células em divisao (Gongalves et al., 2010). A funcao celular
desta proteina ndo esta completamente esclarecida, no entanto, sabe-se que o
knockdown do tbccdl provoca vérios fenotipos descritos em Gongalves et al., 2010,
nomeadamente, aumento da distancia centrossoma-nucleo, fragmentacdo do complexo
de Golgi, diminuicdo da velocidade de migracdo das células em ensaios de fecho da

ferida, um atraso/paragem no ciclo celular e aumento do tamanho das células.

Com a identificagdo dos dois novos transcritos alternativos, tal como ja foi
descrito neste trabalho, e sabendo que os fenétipos descritos resultam do knockdown
das trés variantes resultantes de splicing alternativo identificadas, tornou-se necessario
estuda-los de forma individual. Assim, o estudo da funcdo celular de cada um dos

transcritos foi o principal objetivo deste trabalho.

5.1. As proteinas variantes da TBCCD1 tém diferentes

localizagbes celulares

Comecgou por se estudar a localizagdo celular de cada uma das proteinas
(TBCCDL1 variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3) codificadas pelos trés
transcritos identificados, em fusdo com um gene repoérter, GFP ou RFP, e observou-se
gue as variantes tém diferentes localiza¢des celulares. A proteina TBCCDL1 variante 1
localiza-se no centrossoma, no corpo médio e nos corpos basais de cilios primérios, o
gue estd de acordo com os resultados anteriores (Gongalves et al., 2010). Ja as
proteinas TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 tém uma localizacao citoplasmatica
tanto em células sem cilios como em células com cilios primarios. As diferentes
localizac6es na célula sugerem entéo que as trés variantes podem ter diferentes funcdes
celulares. Esta hipotese é também suportada pelos recentes resultados obtidos num
estudo, desenvolvido no nosso grupo de investigacdo, de identificacdo das proteinas
interatuantes das proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2. Nesse estudo,

identificaram-se as proteinas interatuantes recorrendo ao sistema de BiolD, tendo-se
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observado que o conjunto de proteinas interatuantes com a proteina TBCCD1 variante
1 séo diferentes do identificado para a proteina TBCCD1 variante 2 (Camelo, 2015).
Para além disso, foram identificadas mais proteinas como possiveis interatuantes da
proteina TBCCDL variante 1 do que as identificadas para a TBCCDL1 variantes 2, o que
pode ser justificado pela diferente localizagédo celular das duas proteinas, e pelo facto
de a TBCCD1 variante 1 ter uma localizagdo centrossomal e o centrossoma ser também

uma plataforma de interacao de proteinas (Elric and Etienne-Manneville, 2014).

5.2. As proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2

parecem afetar a dindmica de microtubulos

Nos estudos de despolimerizagdo de microtubulos com nocadozole, observou-
se que a localizacdo da proteina TBCCD1 variante 1 no corpo médio é dependente dos
microtubulos, apesar de a sua localizacdo centrossomal ndo o ser. Esta perda da
localizacdo do corpo medio observada nas células tratadas com nocadozole sugere uma
interacdo da proteina TBCCD1 variante 1 com os microtubulos ou com uma populagéo
destes. Para além disso, as células a sobreexpressar a proteina TBCCDL1 variante 1,
TBCCD1 variante 2 ou TBCCD1 variante 3-GFP parecem ser mais sensiveis ao
nocadozole, ou seja, para 0 mesmo tempo de exposi¢cdo observa-se que perdem mais
microtibulos ou j& ndo tém microtibulos quando as nao transfetadas ainda os tém
(Figuras 15). No entanto, devido a dificuldade da quantificacéo desta observacao, este

fendtipo ndo esta quantificado.

Assim, colocou-se a hipétese de a sobreexpressdo das proteinas em estudo
afetarem os microtibulos acetilados uma vez que os microtibulos da zona do corpo
médio sdo enriquecidos nesta modificacdo e que estes estdo também associados a
microtubulos mais estaveis e menos dinamicos (Matsuyama et al., 2002, Yu et al., 2015).
Realizaram-se entdo ensaios de Western blot, analisando extratos citosélicos e
observou-se que a sobreexpresséao das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP e TBCCD1
variante 2-GFP provocam uma diminuicdo dos niveis de a-tubulina acetilada para 69,89
% + 10,01 e 62,91 % * 18,78, respetivamente.

Estes resultados obtidos por Western blot, podem assim justificar os resultados
obtidos nas experiéncias em que se induziu a despolimerizacdo dos microtubulos. A
diminuicdo da acetilacdo da o-tubulina sugere que a sobreexpressao das proteinas

TBCCD1 variante 1 ou TBCCD1 variante 2 levam a uma alteracdo da dindmica dos
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microtubulos, uma vez que niveis de acetilacdo mais baixos estdo associados a uma
menor dindmica (Gold et al., 2014, Yu et al., 2015). Esta alteracdo pode entdo estar
relacionada com a maior sensibilidade ao nocadozole observada nas células

transfetadas, por existir uma diminuicdo da dindmica e/ou estabilidade dos microtubulos.

No estudo desenvolvido para a identificacdo das proteinas interatuantes das
proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2, anteriormente referido, foram
identificadas as proteinas Sirtl e Sirt2 como interatuantes das proteinas TBCCD1
variante 2 e TBCCD1 variante 1, respetivamente (Camelo, 2015). Esta observacao pode
entdo estar relacionada com a diminuicdo da acetilagdo da a-tubulina uma vez que as
proteinas Sirtl e Sirt2 sdo desacetilases (Davenport et al., 2014, North et al., 2003,
Skoge et al., 2014) . A Sirt2 foi ja descrita como tendo fungéo de desacetilase da tubulina
(North et al., 2003, Skoge et al., 2014). Quanto a Sirt1, como referido, esta descrita como
sendo uma desacetilase, no entanto, apesar de ainda néo ter sido relacionada com a
desacetilacdo dos microtubulos, os resultados apresentados neste estudo apontam

nesse sentido.

No mesmo estudo, foi também identificado um conjunto de proteinas
mitocondriais e de ligacdo ao DNA como sendo interatuantes da proteina TBCCD1
variante 2. Este resultado pode também estar relacionado com a alteragéo dos niveis
de a-tubulina acetilada, por exemplo, porque os mitocéndrios se deslocam no citoplasma
preferencialmente interagindo com microtubulos acetilados (Friedman et al., 2011). Para
além disso, em Trypanosoma brucei, a proteina TBCCDL1 parece interagir com o DNA
mitocondrial, observando-se que o seu knockdown provoca a desorganizacdo do

cinotoplasto que corresponde a uma pilha de varias cépias do DNA (André et al., 2013).

Sabe-se também que na regido do complexo de Golgi h4 uma acumulacéo de
microtubulos acetilados e que estes estdo implicados na organizacdo do mesmo
(Thyberg and Moskalewski, 1993, Ryan et al., 2012). Est4 também descrito que 0s
microtubulos acetilados apresentam uma distribuic&o polarizada enriquecida no sentido
do leading edge em células em migragéo (Yadav et al., 2009). Assim, a alteracdo dos
niveis de a-tubulina acetilada e, consequentemente, da dindmica dos microtabulos,
pode também estar relacionada com os fenoétipos observados por Gongalves et al.,
2010, segundo os quais 0 knockdown do tbccdl provoca a fragmentacdo do complexo

de Golgi e uma diminuig&o da velocidade de migracdo das células.

Assim, estudar o efeito dos niveis de a-tubulina acetilada em células transfetadas
com siRNAs para o tbccdl podera facilitar o estabelecimento de uma relacéo entre os

niveis desta modificacao pos-traducional e os fenotipos observados devido aos siRNAs.
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No entanto, para que seja possivel estabelecer esta relacdo, sera necessario realizar
os estudos dos niveis de o-tubulina acetilada em células hTERT RPE-1 por serem as
células em que foram observados os fenoétipos descritos. Nao foi possivel realizar esta
experiéncia neste estudo devido ao baixo rendimento obtido na preparacdo dos extratos

proteicos destas proteinas, pelo que o protocolo necessitara de ser otimizado.

Foi também observada uma diminuicdo dos niveis de y-tubulina na fragéo
citosdlica (ensaios de Western blot) quando uma das proteinas TBCCD1 variante 1 ou
TBCCDL1 variante 2 estd sobreexpressa. Esta observacdo pode ser justificada pelo
aumento de agregados de y-tubulina observado nas células em sobreexpressdo das
proteinas variantes da TBCCD1, j& que a diminuicdo nos niveis de y-tubulina
observados podem ser resultado de uma efetiva diminuicdo dos niveis desta proteina
e/ou da formagéo de agregados com as proteinas em sobreexpressédo. Esta formacao
de agregados pode ent&o ser a causa, ou uma das causas, da diminui¢cdo dos niveis de

y-tubulina na fracéo soluvel.

No estudo de proteinas mutantes da TBCCD1 variante 1 (Pereira, 2011),
observou-se que a sobreexpressdo desta proteina com a mutacdo P24A provoca
também uma diminuicdo dos niveis de y-tubulina. Neste caso, foram analisados os
niveis de y-tubulina no centrossoma pela quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
nas imagens obtidas por microscopia de imunofluorescéncia. Este resultado esta entdo
de acordo com as observacbes apresentadas neste estudo segundo as quais as
proteinas TBCCD1 afetam os niveis de expressao de y-tubulina. Mais uma vez, sera
necessario repetir as experiéncias realizadas utilizando células hTERT RPE-1 para
testar se a diminuicao dos niveis de y-tubulina quando h&a sobreexpresséao das proteinas

TBCCD1 também é observada nesta linha celular.

Quanto ao estudo dos niveis de 3-actina em células a sobreexpressar a proteina
TBCCDL1 variante 1, TBCCDL1 variante 2 ou TBCCD1 variante 3, observou-se que ha
uma diminuicdo nos niveis de actina no caso da sobreexpressao da proteina TBCCD1
variante 1 ou da proteina TBCCD1 variante 2. Foi ja observado que o knockout da -
actina em células de ratinho embrionario provoca uma diminuicdo na migracdo e
também uma diminui¢do da dindmica do leading edge (Bunnel et al., 2011). Assim, a
observacao da diminuigcéo dos niveis de B-actina nas células a sobreexpressar uma das
proteinas a variantes da TBCCD1 pode estar relacionada com uma diminuicdo na
velocidade de migracdo celular direcionada, uma vez que a B-actina tem um papel
essencial neste processo (Bunnell et al., 2011). No entanto, apesar de por vezes se

considerar que em sobreexpressao se deve observar um fenétipo oposto ao observado
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em knockdown, esta é uma analise demasiado simplista do metabolismo celular. Por
exemplo, o knockdown pode provocar um efeito e, a resposta da célula no sentido de
compensar a alteracdo provocada, pode resultar num fenotipo mais semelhante ao
observado em sobreexpressdo (Bernick et al.,, 2010). Algumas proteinas podem
também desempenhar a sua funcéo apenas num intervalo de concentracdes limitado,

fora do qual se observa um determinado fenétipo (Bernick et al., 2010).

Desta forma, a analise dos niveis de B-actina em células hTERT RPE-1
transfetadas com siRNAs para o tbccdl podera também permitir estabelecer uma
relacdo entre o knockdown do tbccdl e os niveis desta proteina e, consequentemente,
ajudar a elucidar as causas dos fenétipos observados (nomeadamente, a diminuigdo da

velocidade de migragéo direcionada).

Assim, os resultados obtidos, apoiam fortemente a hipétese colocada segundo
a qual as proteinas TBCCDL1 variante 1, TBCCDL1 variante 2 e TBCCDL1 variante 3 tém
diferentes fungdes celulares uma vez que nem todas as variantes tém o mesmo efeitos

nos niveis de a-tubulina acetilada, y-tubulina e p-actina.

5.3. As proteinas variantes da TBCCD1 revertem parcialmente

o knockdown do tbccdl

Os fendtipos descritos relativos ao knockdown do tbccdl por Gongalves et al.
2010, sao resultado do knockdown das trés variantes em simultaneo. Devido a
impossibilidade de desenhar siRNAs que distingam as trés variantes, por estas terem
sequéncias muito semelhantes, realizaram-se neste estudo ensaios nos quais se testou
se é possivel reverter o fenétipo provocado pelos siRNAs através da sobreexpressao
de uma das proteinas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1
variante 3-GFP. O desenho deste protocolo teve em conta que segundo o método
aplicado para a transfecdo com siRNAs, sao observados os fenétipos tanto as 72 horas
apos a primeira transfecdo com siRNAs, como apds 96 horas. Assim, tanto a transfecao
com vetores de expressdo como a fixacao das células para analise por microscopia de
imunofluorescéncia foram realizadas na janela temporal em que as células apresentam

os fenotipos descritos (Gongalves et al., 2010).

A observagdo de que tanto a proteina TBCCD1 variante 1 como a proteina

TBCCD1 variante 2 revertem parcialmente o fendtipo do aumento da distancia
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centrossoma-nucleo sugere que (i) estas proteinas tém a capacidade de se substituirem
na sua funcao, e/ou (ii) existe uma funcao regulatéria entre elas, que permite assim que
a proteina em sobreexpressdo modele os niveis das restantes variantes, ou de si

prépria, de forma a compensar o efeito provocado pelos siRNAs.

Apesar de neste estudo a reversdo do feno6tipo pela proteina TBCCD1 variante
3 nao ser estatisticamente significativa, a repeticdo da experiéncia mais uma vez devera

ser capaz de esclarecer se esta observagéo € ou ndo significativa.

5.4. Estudo da funcdo regulatéria entre as trés variantes do
tbccdl identificadas

Cada vez mais os estudos sugerem que as diferentes variantes de um gene tém
diferentes funcdes e diferentes padrbes de expressao que muitas vezes sado especificas
de tecidos (Wang et al., 2008). Para além disso, esta também descrita a importancia da
raz&o entre as variantes, sendo que alteragdes nesta razdo podem ser responsaveis por

patologias como o cancro (Bates et al., 2002).

Tendo isto em conta, e também o facto de serem conhecidas trés variantes do
tbcedl, colocou-se a hipétese de existir uma funcéo regulatéria entre as trés variantes
em estudo. Para isso, realizaram-se ensaios recorrendo a RT-gPCR, com o objetivo de
detetar possiveis alteragdes nos niveis dos transcritos das trés variantes resultantes da
sobreexpressao de cada uma das proteinas TBCCDL1 variante 1, TBCCD1 variante 2 ou
TBCCDL1 variante 3.

Observou-se entdo que o aumento dos niveis da proteina TBCCDL1 variante 1
provoca um aumento dos niveis tanto do seu préprio transcrito (endégeno) como dos
transcritos das variantes 2 e 3, sendo o aumento dos niveis da variante 2 mais
acentuado (21,96 vezes). Por sua vez, a sobreexpressao da proteina TBCCDL1 variante
2 leva ao aumento dos niveis do transcrito da variante 1 e a diminui¢cdo dos niveis da
variante 3 e da propria variante 2 (endogena). Ja a sobreexpressao da proteina TBCCD1
variante 3 leva ao aumento dos niveis do proprio transcrito (endégeno). Apesar de, como
ja foi referido, os dados apresentados corresponderem apenas a uma experiéncia
independente, os resultados obtidos sugerem que as variantes em estudo possuem uma
fungéo regulatdria. Assim, esta relagédo regulatoria pode ser uma das explicacfes para
a reversdo parcial do fenoétipo observada nos ensaios de recuperacdo do fenotipo

através da sobreexpressdo de cada uma das variantes, uma vez que esta
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sobreexpressao pode provocar alteracbes nos niveis das outras variantes, e estas

serem suficientes para compensar o efeito provocado pelos siRNAs.

De forma a testar a hipétese de a fungéo regulatéria de uma variante poder
também afetar a localizagdo celular das outras, transfetaram-se células de modo a
sobreexpressarem simultaneamente TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-
GFP ou TBCCDL1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP. Os resultados obtidos
sugerem entdo que a sobreexpressdo combinada das proteinas TBCCDL1 variante 1-
RFP e TBCCD1 variante 3-GFP pode promover a localizagdo da proteina TBCCD1
variante 3-GFP no centrossoma. No entanto, devido a reduzida percentagem de células
em que se observou a co-localizagdo das proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1
variante 3 no centrossoma, esta observagéo pode ser causada pela sobreexpresséo e

nao ocorrer nos niveis fisioldgicos de expressao destas proteinas.

Nas experiéncias em que se analisaram extratos proteicos, observou-se também
que a proteina TBCCD1 variante 3 tem a mesma massa molecular que a proteina
TBCCDL1 variante 1.

Pela analise da sequéncia do transcrito que codifica esta proteina, esta
observacao sugere que a proteina resultante pode ser igual a proteina TBCCD1 variante
1. Assim sendo, coloca-se a questao do porqué desta proteina ndo ser observada no
centrossoma, uma vez que sendo igual a proteina TBCCD1 variante 1 possui o dominio
de localizacdo no centrossoma que € correspondente aos primeiros vinte residuos de

aminoacidos da proteina TBCCD1 variante 1 (Pereira, 2011).

Sabe-se que muitas vezes as UORFs, encontradas em muitos mRNAs de
eucariotas, regulam a traducdo de proteinas tanto em condi¢des normais como em
situacdes de stresse (Calvo et al., 2009, Spriggs et al., 2010), e que podem codificar
pequenos péptidos (Bastide et al., 2008). Assim, uma das hipéteses que se coloca é de
a UORF observada no transcrito da variante 3 codificar um péptido que tem uma funcéo
regulatoria, que impede/inibe a migragdo/o recrutamento da proteina para o
centrossoma. Esta hipotese poderia também justificar a observacdo da proteina
TBCCD1 variante 3 no centrossoma quando se sobreexpressa simultaneamente esta
proteina e a proteina TBCCD1 variante 1. Assumindo que o péptido se liga a proteina
ou de alguma forma impede a sua ida para 0 centrossoma, numa situagdo de
sobreexpressdo ha competicédo e, por isso, aumenta a probabilidade de o péptido se
ligar a outras moléculas da proteina TBCCD1 variante 1 que ndo a que esta a ser
traduzida a partir do mesmo transcrito, aumentando a probabilidade desta proteina ir

para o centrossoma. A funcao regulatéria do péptido pode também ser a de manter a
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razao entre as pools centrossomal e citoplasmatica da proteina TBCCDL1 variante 1 que,
caso esta hipétese seja verdadeira, € a mesma que a proteina TBCCD1 variante 3. Esta
hipétese pode também explicar a maior dificuldade da TBCCD1 variante 3 reverter o
fenotipo do aumento da distancia centrossoma-nucleo nos ensaios de knockdown do

tbcedl, caso o péptido impeca a interacdo com algumas proteinas.

Resumindo, os resultados obtidos mostram que as trés variantes tém diferentes
localizagBes celulares, sendo a proteina TBCCD1 variante 1 centrossomal e as
proteinas TBCCD1 variante 2 e TBCCDL1 variante 3 citoplasméticas. Os resultados
sugerem também que as proteinas TBCCDL1 variante 1 e TBCCDL1 variante 2 tém um
papel na dindmica de microtibulos através da regulacdo dos niveis de o-tubulina
acetilada e, possivelmente, também nos niveis de y-tubulina e de B-actina. Para além
disso, os resultados indicam que as variantes tém uma funcéo de regulagéo entre elas
e, pela andlise conjunta dos varios resultados, as trés variantes parecem ter diferentes

fungdes celulares.
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6. Perspetivas

Os resultados obtidos neste estudo, deram algumas indicacbes importantes
sobre as possiveis fungbes celulares das proteinas TBCCD1 variante 1, TBCCD1
variante 2 e TBCCDL1 variante 3, sugerindo que estas proteinas tém um papel na
dindmica de microtubulos e também que as variantes tém uma funcao regulatoria entre
elas. No entanto, existem algumas questdes que necessitam ser respondidas de modo

a se esclarecer a funcao bioldgica de cada uma das variantes.

Assim, por exemplo, devem também ser realizados estudos do efeito da
sobreexpressao de cada variante da TBCCDL1 e do knockdown do tbccdl nos niveis de
a-tubulina acetilada, y-tubulina e B-actina devem também ser realizados utilizando
células hTERT RPE-1. Podera entao estabelecer-se uma relagdo entre os niveis destas
proteinas e os fenétipos observados nestas células resultantes do knockdown do
tbcedl.

Devido a falta de dados sobre a proteina codificada pelo transcrito da variante 3
do tbccdl, dever-se-a realizar-se uma experiéncia para conhecer a sequéncia da
proteina por ele codificada. Para isso, poderao realizar-se experiéncias recorrendo a
espectrometria de massa. Este conhecimento podera entéo esclarecer se esta proteina

é efetivamente igual a proteina TBCCD1 variante 1 ou néo.

Poder-se-a também clonar a uORF que se encontra na regido 5’ do transcrito da
variante 3, em fusdo com um gene repérter de modo a perceber se esta regido é
realmente traduzida e qual o efeito da sua sobreexpressdo. Ou seja, seria interessante
clarificar se, no caso de o transcrito correspondente a variante 3, codificar para uma
proteina igual a proteina TBCCD1 variante 1, se a UORF ou a sobreexpressao do
péptido por ela codificado, impede de algum modo a localizac@o centrossomal desta

proteina.

Para além disso, & semelhanca dos estudos que foram desenvolvidos para as
proteinas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2, podem também realizar-se estudos
para identificacdo das proteinas interatuantes da proteina TBCCD1 variante 3, por
exemplo através de BiolD. Os resultados poderdo facilitar o desenho de novas

experiéncias com o objetivo de estudar a funcdo celular desta proteina.

Relativamente aos estudos de knockdown, uma vez que ndo é possivel desenhar
siRNAs que distingam as trés variantes identificadas, poder-se-a repetir os estudos de

recuperacao do fendtipo através da sobreexpressdo de cada uma das variantes, desta
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vez, para outros fendétipos descritos. Para além disso, como alternativa ao desenho de
siRNAs especificos para cada uma das variantes, que ja se sabe ndo ser possivel,
poder-se-a tentar utilizar o sistema CRISPR/Cas de modo a identificar os fenétipos

associados a cada variante.

Seria também interessante analisar os niveis dos transcritos de cada variante do
tbccdl em diferentes tecidos, de forma a perceber em que tipo de tecidos cada uma das

variantes € mais expresso e relacionar com as fungdes especificas desses tecidos.
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8. Anexos

8.1. pcDNA3.1 (Invitrogen) — vetor de expressdo em mamifero

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Comments for pcDNA3.1 (+)
5428 nucleotides

CMV promoter: bases 232-819
T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010 >
pcDNA3.1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039 PUC ori
BGH polyadenylation sequence: bases 1028-1252
f1 origin: bases 1298-1726
SV40 early promoter and origin: bases 1731-2074
Neomycin resistance gene (ORF): bases 2136-2930
SV40 early polyadenylation signal: bases 3104-3234
pUC origin: bases 3617-4287 (complementary strand)
Ampicillin resistance gene (bla): bases 4432-5428 (complementary strand)
ORF: bases 4432-5292 (complementary strand)
Ribosome binding site: bases 5300-5304 (complementary strand)
bla promoter (P3): bases 5327-5333 (complementary strand)

102



8.2. plC111l (6xHis-PreScission-GFP) — vetor construido no
vetor pcDNA3.1+ (Invitrogen) — vetor de expressdo em

mamifero

(Cheeseman & Desai, 2005)

GRGCTCTCTGECTARCTAGAGARCCCACTGCT TACTGGCT TATEGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCARGET
-
Hindlll
Mhel  Prel aflll Epnl BamHl Spel  Bstikl EcoRl Pstl  EcoRY Bstsl
GGCTAGCGTTTAAACT TARGC T TGGETACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGARTTCTGCAGATATCCAGCAL
P4 F K L KL G TELG ST S F M W W NS & D | Q@ H
Motl Sacll

AGTGGCGGECCEE ctggaagttctgttocaggggooccc tggaagt

PSS GG R G S S HHHMHHHS S GLE YL F Q@GP L E V¥
E=pEl

totgttooagoogooc TCCGGAGGGAT GG TGAGCAAGGECGAGGAGE TG T TCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGT CGAGE
P L FQ GPF S G GEMNY S K GEELF TG M Y P | L VY E

TGGACGECGACGTARACGGECCACARGT TCAGCGTGTCCGGCGAGGECGAGEECGATGCCACCTACGGCAAGC TGACCCTG
ML D G DY NG HIEKTF S WY S5 G EGEGDAT Y G KL TL

AAGTTCATCTGCACCACCGEGCARGCTECCCGTGCCCTGECCCACCCTCGTGACCACCCTGRACCTACGGCGTGCAGTGCTT
FE F I CT T G KL PMNYPFPWPTLNYTTLTSY G N Q@ C F

CAGCCGCTACCCCGACCACATGARAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAH
P S R Y PDHMEQHTDDFF KS&MPETDG?Y Y QEZRT

TCTTCTTCAAGGACGACGECAACTACARGACCCGEGCCGAGETGAAGT TCGAGEECGACACCCTGETGAACCGCATCGAG
I F F KD DPGHNUY KTHE REAEWNYEKTFETUGTDTLVY NERE I E

CTGAARGGGCATCGACT TCARGGAGGACGGCARCATCC TEGGGGECACARGC TGGAGTACAARC TACARCAGCCACAACGTCTA
L K G I F K E D GMN I L GHEKLEW®WYMNZYMNSHHNWWY

TATCATGGCCGACARGCAGAAGARCGGECATCARGETGAACT TEARGATCCGECACARCAT CGAGGACGGECAGCGT GCAGE
P I M A D EKEQEWMNIGI EYNFE I RHNI EDG S V¥ Q

TCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGECGACGGECCCCG TGO TGETGCCCGACARCCAC TACCTGAGCACCCAG
ML &4 P H Y @ @ NTPFP | G DGP VL LPDMNMH®SYL S TQ

TCCGCCCTGAGCAAAGACCCCARACGAGAAGCGCGATCACAT GG TCCTGC TGGAGT TCGTGACCGCCGECGEGATCACTET
PSs & L S KDDFPFMNEUKETDHM®YL L EF YT AADG I TL

Hhal dpal  Prel

CGGCATGGACGAGCTGTACAAGTARTC TAGAGGGCCCGT T TARACCCGC TGATCAGCCTEGACTGTGECTTCTAGT TGS
P G M D E L Y E ®

AGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCT TCET TGACCCTGGARAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATARART

Laranja — 6 residuos de His
Verde — PreScission “cleavage site” (2x)
Azul — eGFP

Seta — Local de iniciacdo da transcricao

Nota: os locais de restricdo, a excepcao de BstXl, sdo Unicos no vetor
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8.3. plC112 (6xHis-PreScission-GFP) — vetor construido no
vetor pcDNA3.1+ (Invitrogen) — vetor de expressdo em

mamifero

(Cheeseman & Desai, 2005)

GAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAARCCCACTGCTTACTGGCT TATCGARAT TRARTACGACTCACTATAGGGAGACCCARGCT
=
Hindlll

Mhel Prnel aflll Kpnl BarmHIl Spel B=txl EcaRl EcoRy B=tHl
GGCTAGCGTTTARACT TAARGET TGS TACCGAGC TCGGATCCACTAGTCCAGTGTGETGGAAT TCTECAGATATCCAGCAS
P4 F E L KL GTELGS TSP Y wW NS & D | Q H
Motl Sacll
AGTGGCGEGECCGEE ctggaagt totgt toocaggggococ tggaagt
PSS GG R G S 5 HHHHMHMHKHTSSGLE WYL F Q@ GPL E ¥
BE=pEl
totgttoocaggggooc TCCGGAGGEER tgg tgageaagggegaggagan taaca tggecg tea teqaggag ttoatgoge t
P L FQ G P S GGMY S K GEEEMNMMNMMALNY I KEEF ME
tocaoggtgogoa tggaggge tocg tgaacggocacgag t togaga togaggaegagggogagggocgecc e tacgaggge
MF kK % R ME G 5 ¥ M G HETFE | EGEGETIGRFP Y E G
qoccagaccgocaage tgaaggtgaccaaggg tggeccec tgocc ttegoe tgggaca tec tgtococ teagt toatgta
T QT & E L K% T EKEGGPLFPF &% DO | L 5 P Q@ F M ¥
cggc tocaaggee tacg tgaagoacccogecgaca toccogac tac t tgaage tgtec ttocccgaggge ttoaag tggg
P G5 E 4 Y Y KHFPFA&D I FPDPPY L EL S F P E G F E %
agogogtgatgoac ttogaggacggeggeg tggtgaceg tgacccaggac toc tocc tgoaggacggogagt teate bac
ME B ¥ M W F E D G G WV ¥ T VT QD S 5L Q@O G EF | ¥
aaggtgaage tgegoeggeaceaac ttecoo tocgacggooccg taa tgoagaagaagacca tggge tgggaggoc toc to
PE VW E L R GTMNFPFPSDGEPYMOQELETMIGWE & 5 S
cgagogga tg tacccogaggacggogecc tgaagggogaga teaaga tgagge tgaage tgaaggacggoggocac tacg
P ERMY P ED G AL EGE | EMETLEKELEKDGGEHY
E=tXl
qogoocgagg toaogaccacc taca tggoocaagaagoocg bgoage tgeccggegoe tacaagaccgaca toaage tggac
MO A E Y E T T Y M A K E P Y QL PG AY ETD I K L D
qtocaco toeccacaaogaggac tacacca tegtggaoacag tacgagegogoogagggecgocac tocaooggoggea tgga
1 T &£ HNETIDDU¥ T I ¥ E Q Y ER A&AEGERUHSTOG G M D
whal dpal  Prnel
cgagetgtacaagtaaTCTAGAGGECCCGT T TARRCCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTG
P E L Y kK =
TTGTTTGCCCCTCCCCCGTGECTTCCT TGACCCTGGAAGG TGCCACTCCCACTGTCETTTCCTRAATARAATGAGGARATT

Laranja — 6 residuos de His
Verde — PreScission “cleavage site” (2x)
Azul — RFP

Seta — Local de iniciacdo da transcricao

Nota: os locais de restricdo, a excepgdo de BstXl, sdo Unicos no vetor
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