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“A ciéncia compde-se de erros, que por sua vez sdo passos para a verdade.”
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Resumo

A regulacéo da sintese proteica desempenha um papel critico no crescimento celular.
O inicio da traducdo é fortemente regulado por uma concentracdo equilibrada de
fatores envolvidos na sintese das proteinas e € considerada um passo limitante da
sintese proteica. Na maioria dos casos (traducao canonica), o inicio da tradugao € um
mecanismo dependente de cap, que se inicia com o recrutamento da subunidade 40S
do ribossoma e varios fatores de iniciacdo, para a estrutura cap, localizada na
extremidade 5’ do mRNA. De seguida, este complexo denominado 48S, faz a leitura
de toda a regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR, do inglés untranslated region) até
atingir o primeiro coddo de iniciacdo em contexto de Kozak favoravel. Contudo, varios
transcritos, entre 0s quais oncogenes, fatores de crescimento e proteinas envolvidas
na regulagcdo da morte celular programada, conseguem manter 0s seus niveis de
expressao proteica em circunstancias que condicionam a iniciagdo candnica da
traducdo. Este mecanismo alternativo de iniciagdo da traducdo ocorre sem a
necessidade de reconhecimento da estrutura cap e/ou de leitura da 5’UTR. Como
exemplo, temos a traducdo independente de cap mediada por um local interno de
entrada do ribossoma (IRES, do inglés internal ribossome entry site). A tradugdo
mediada por IRES requer varias proteinas atuando em trans, conhecidas como ITAF
(do inglés IRES trans-acting factor). Este mecanismo envolve o recrutamento direto do
ribossoma para a vizinhanga do cod&o de iniciagdo sem o envolvimento da estrutura
cap. Este mecanismo ndo-candénico de iniciacdo da traducdo pode sustentar a sintese

proteica sob condi¢des de stress e promover/combater a tumorigénese.

A up-frameshift 1 humana (UPF1, do inglés up-frameshift 1) € uma proteina-chave
envolvida no mecanismo de degradacao rapida de acidos ribonucleicos mensageiros
(mRNA do inglés messenger ribonucleic) portadores de muta¢cdes nonsense (NMD, do
inglés nonsense-mediated mMRNA decay), replicacdo e homeostase de telomeros, e
progressao do ciclo celular, desempenhando por isso um papel crucial na célula.
Resultados anteriores do grupo de investigagdo onde desenvolvi este trabalho
mostram que esta proteina tem a capacidade de ser traduzida de forma independente
de cap, mediada por IRES, em condi¢cdes normais, mas também em condi¢cdes
prejudiciais a iniciagdo da tradugdo candlnica, como hipOxia ou stress do reticulo

endoplasmatico, em linhas celulares de cancro do colo do Utero e colorretal.

Na presente dissertacdo, propusemos caracterizar o significado biolégico da traducao

mediada pelo IRES existente na 5UTR de UPF1. Para tal, testimos a relevancia da
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traducéo independente de cap de UPF1 em mecanismos em que esta é crucial, tal
como o NMD, através do silenciamento de UPF1 enddgeno recorrendo a siRNA
digiridos & 3'UTR de UPF1 e promovendo a tradugcédo de UPF1 de forma independente
de cap recorrendo a mRNA transcritos in vitro a partir dos plasmideos em estudo. Os
resultados do silenciamento de UPF1 foram bastante eficazes, no entanto, n&o foi
possivel obter resultados com diferencas significativas entre os niveis de expresséo de
mRNA controlo e mRNA com o IRES da 5UTR de UPF1. E necessario utilizar um
plasmideo dicistronico para obter resultados mais fiaveis relativamente a
funcionalidade biol6gica de UPF1 traduzida via IRES cujas clonagens ja foram

conseguidas.

Acreditamos que os resultados obtidos sdo o primeiro passo para uma melhor
caracterizacdo de UPF1 traduzida via IRES, podendo este mecanismo ser bastante util

no desenvolvimento de novas terapias no combate ao cancro.

Palavras-chave: expressdo génica eucaridtica, iniciagdo da traducdo, traducao
independente da estrutura cap, local interno de entrada do ribossoma (IRES), UPF1.
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Abstract

The regulation of protein synthesis plays a critical role in cell growth. The start of
translation is strongly regulated by a balanced concentration of factors involved in
protein synthesis and is considered a limiting step in protein synthesis. In most cases
(canonical translation), the onset of translation is a cap-dependent mechanism, which
begins with the recruitment of the 40S subunit of the ribosome and various initiation
factors, to the cap structure, located at the 5 'end of the mRNA. Then, this complex
called 43S, reads the entire 5 'transcribed untranslated region (5’UTR) until it reaches
the first initiation codon in the context of favorable Kozak. However, several transcripts,
including oncogenes, growth factors and proteins involved in the regulation of
programmed cell death, manage to maintain their levels of protein expression in
circumstances that condition the canonical initiation of translation. This alternative
translation initiation mechanism occurs without the need to recognize the cap structure
and / or to read the 5'UTR. As an example, we have the independent translation of cap
mediated by an internal ribosome entry site (IRES). IRES-mediated translation requires
several trans-acting proteins, known as ITAF (IRES trans-acting factor). This
mechanism involves the direct recruitment of the ribosome to the vicinity of the initiation
codon without the involvement of the cap structure. This non-canonical translation
initiation mechanism can support protein synthesis under stress conditions and

promote / combat tumorigenesis.

The human up-frameshift 1 (UPF1) is a key protein involved in the mechanism of rapid
degradation of messenger ribonucleic acids (mMRNA from the messenger ribonucleic)
carrying nonsense mutations (NMD) mRNA decay), telomeric replication and
homeostasis, and cell cycle progression, therefore playing a crucial role in the cell.
Previous results from the research group where | developed this work show that this
protein has the ability to be translated independently of cap, mediated by IRES, under
normal conditions, but also under conditions that are harmful to the initiation of
canonical translation, such as hypoxia or stress of the endoplasmic reticulum, in

cervical and colorectal cancer cell lines.

In this dissertation, we proposed to characterize the biological meaning of the
translation of the IRES existing in the 5UTR of UPF1. To this end, we tested the
relevance of the independent translation of UPF1 cap in mechanisms in which it is
crucial, such as NMD, by silencing endogenous UPF1 using siRNA digested at UPF1
3'UTR and promoting the translation of UPF1 independently from cap using mRNA
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transcribed in vitro to from the study plasmids. The results of the UPFL1 silencing were
quite effective, however, it was not possible to obtain results with significant differences
between the levels of expression of control mMRNA and mRNA with the UPF1 5'UTR
IRES. It is necessary to use a dicistronic plasmid to obtain more reliable results
regarding the biological functionality of UPF1 translated via IRES, whose cloning we
have already concluded.

We believe that the results obtained are the first step towards a better characterization
of UPF1 translated via IRES, and this mechanism can be very useful in the
development of new therapies to fight cancer.

Keywords: eukaryotic gene expression, translation initiation, cap independent
translation, internal ribosome entry site (IRES), UPFL1.
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1. Introducao

1.1 Expresséo Génica

A expressao génica € um processo altamente complexo que traduz as informacdes
armazenadas no &cido desoxirribonucleico (DNA) em &cidos ribonucleicos (RNA) e/ou
proteinas . Este processo permite as células iniciar, aumentar, diminuir ou cessar a
sintese de proteinas tendo em conta os estimulos intra e extracelulares a que estéo a

ser expostas ***.

Nas células eucaridticas a expressdo génica envolve diferentes etapas,
nomeadamente: transcricio do DNA para o percursor do &cido ribonucleico
mensageiro (pré-mRNA), processamento do pré-mRNA originando o 4&cido
ribonucleico mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid), exportacéo do
MRNA do nucleo para o citoplasma, traducdo do mRNA e processamento da proteina
(Figura 1) 2. Estudos bibliograficos mostram uma interac&o entre os eventos acima
descritos, afirmando que etapas consecutivas séo interdependentes e influenciadas
umas pelas outras de forma fisica e funcional ?. As etapas da expresséo génica vao

ser descritas de forma individual e sumaria seguidamente.

A transcricdo ocorre no nucleo das células eucaridticas e diz respeito ao processo
através do qual, a célula sintetiza RNA a partir de DNA *°. Existem trés tipos de RNA
polimerases (RNA Pol) nas células eucariéticas (RNA Pol I, Il e Ill), no entanto a RNA
Pol Il é a enzima responséavel pela transcricdo de genes *°. A transcricdo pode ser

dividida em: iniciac&o, alongamento e terminagao °.
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Figura 1. Representacdo esquematica das etapas e mecanismos de regulacdo da expressao
génica. A expressao génica € um mecanismo complexo que permite converter a informagdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) em proteinas, apresentando um importante papel no funcionamento celular.
Envolve diferentes etapas que séo altamente reguladas: acessibilidade ao DNA, transcricdo do DNA,
processamento do percursor do acido ribonucleico mensageiro (pré-mRNA), tradu¢do do &cido
ribonucleico mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid) e regulacdo dos produtos pos-
traducionais (figura adaptada de °) °.

O inicio da transcri¢cdo requer a RNA Pol Il e proteinas auxiliares (fatores gerais de
transcricéo) para se formar o complexo de pré-iniciacéo °. Este complexo reconhece
elementos reguladores de DNA no promotor principal e, através da ligacdo de alguns
fatores de transcricdo a sequéncias consenso do promotor, como a TATA box, a RNA
Pol Il é direcionada para um local préximo do inicio da transcricdo ®’. Antes da sintese
de RNA, a dupla hélice de DNA é desenrolada para permitir a interagdo entre o DNA e
a RNA Pol Il ®. Apés esta interacdo, os fatores de transcricdo de alongamento s&o
recrutados para ajudar a enzima na formag&o do novo transcrito >°. Na terminacéo da
transcricdo, a RNA Pol Il atinge o fim do gene e tanto a enzima como o transcrito s&o
libertados do local de transcricdo e do DNA 2% Os pré-mRNA sdo em seguida
processados em mRNA maduros antes de serem exportados para o citoplasma °. O
processamento dos transcritos esta divido em trés fases: capping da extremidade 5’,

splicing e processamento da extremidade 3’ *°.

O capping da extremidade 5 é a primeira fase do processamento dos pré-mRNA e

ocorre logo apés a RNA Pol Il ter transcrito os primeiros 25 a 30 nucledtidos *°.

Primeiro, o trifosfato no primeiro nucleétido é hidrolisado num difosfato *'°. Em
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seguida, é transferido um monofosfato de guanosina (GMP do inglés guanosine
monophosphate) para o primeiro nucleétido do pré-mRNA e por fim a guanina do GMP
sofre metilagdo na posicado N7 °'°. Este processo confere estabilidade ao transcrito e
mais tarde interfere com o recrutamento dos ribossomas para 0 mRNA no inicio da

traducdo **°.

O splicing € um processo através do qual os intrées (regibes nao
codificantes) sdo removidos do pré-mRNA e os exdes (regides codificantes) sao
ligados '°. Para a maquinaria celular identificar as regiées acima descritas, existem
sequéncias consenso no pré-mRNA que permitem detetar o inicio e o fim do intrdo °. A
remocdo dos intrbes é catalisada pelo spliceossoma — constituido por pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNP do inglés small nuclear ribonucleoprotein). A
detecdo de sequéncias especificas no pré-mRNA permite a montagem do
spliceossoma bem como a remocgé&o de intrdes e a juncdo de exdes. O intrdo deve
possuir um local doador (na extremidade 5’ do intrdo), onde tipicamente apresenta
uma sequéncia de nucledétidos guanina (G) uracilo (U) situada numa regido altamente
conservada; um local de ramificagdo (préximo a extremidade 3’ do intrdo) que inclui
um nucleotido de adenina (A) envolvido na formacdo do lariato e um local aceitador
(na extremidade 3’ do intrao) que termina com uma sequéncia AG conservada. A
montante do local aceitador do intrdo existe uma regido rica em pirimidinas (Y -

Citosina (C) e U), de comprimento variavel (de 20 a 50 nucleétidos) **.

Por fim, o pré-mRNA sofre o processamento da extremidade 3’, onde ocorre a
clivagem e poliadenilagdo da extremidade 3’ do mesmo *°. A clivagem do pré-mRNA
ocorre entre duas sequéncias conservadas, a jusante, 10-30 nucleétidos, AAUAAA e a
montante, 10 nucleotideos, de uma regido rica em U ou GU. Apoés clivagem, ocorre a
adicdo de uma cauda poliadenilada (poly(A), do inglés polyadenylated), que protege o

mRNA da degradacao 2%,

Ap6s todo o processo descrito anteriormente, o pré-mRNA passa a designar-se de
MRNA e esta agora apto a ser transportado do nucleo para o citoplasma onde sera
traduzido & posteriori . Para exportar o mRNA existem varias moléculas que se ligam
ao mesmo formando ribonucleoproteinas (mRNP do inglés messenger

ribonucleoprotein) **

. As mRNP interagem com proteinas existentes nos poros
nucleares e, juntamente com outras proteinas de exportacdo, permitem o transporte
do mRNA para o citoplasma 2. Depois disso, as mMRNP sofrem remodelagéo para
preparar o mRNA para a traducéo **.

O produto final da expresséo génica sédo as proteinas sintetizadas a partir do mRNA,

este mecanismo bioquimico complexo designa-se de traducado e € exposto no capitulo
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seguinte.

1.2 Traducéo

A traducgdo é um processo ciclico de iniciacdo, alongamento, terminacao e reciclagem
necessario para desenvolvimento, homeostase e funcéo celular ****. Nos eucariotas, a
grande maioria dos genes codificantes encontra-se no genoma nuclear e a traducéo
ocorre no citoplasma; este processo ocorre nos ribossomas em conjunto com VAarios
13,15,16. AS

fatores acessorios permitindo a conversdo de mRNA em proteinas
diferentes etapas da tradugéo seréo descritas nos capitulos seguintes.

1.2.1 Iniciacao

A iniciagcdo é a primeira etapa da traducdo, devido a sua complexidade pensa-se que
podera ser um passo limitante a sintese proteica e como tal seja a etapa mais
regulada a nivel molecular; este processo € assistido por mais de 25 polipéptidos.
Dada a sua importancia, a base molecular deste processo é estudada intensivamente

para elucidar os pormenores moleculares de potencial controlo ***"2,

O inicio da tradug@o na maioria dos mMRNA ocorre de forma candnica, ou seja € um
mecanismo dependente de cap (Figura 2) *°. Tendo por base o mecanismo referido
anteriormente, o inicio da traducao nas células eucariéticas ocorre com a formacgéo do
complexo ternario (TC do inglés ternary complex). Este complexo, tal como 0 nome
indica, tem trés componentes: fator de iniciacdo eucariota 2 (elF do inglés eukaryotic
initiation factor), guanosina trifosfato (GTP do inglés guanosine triphosphate) e 0 RNA
de transferéncia iniciador (tRNAi do inglés initiator transporter ribonucleic acid) ligado a
uma metionina (Met do inglés methionine) (Met-tRNAi do inglés methionine binding
initiator transporter ribonucleic acid) ***'*. O elF2 é um fator heterotrimérico composto

pelas subunidades a e B ligadas a uma subunidade central y *>%.

O TC forma-se por duas fases, elF2y liga-se ao GTP e ao Met-tRNAI, enquanto que,
elF2 a e B séo responsaveis pela estabilizacdo da ligagdo ao RNA de transferéncia

(tRNA do inglés transfer ribonucleic acid) ***>%°,

A etapa seguinte do inicio da traducéo é a formagédo do complexo de pré-iniciagdo 43S
(PIC do inglés complex pré-iniciation). A subunidade ribossémica 40S liga-se aos elF
1, 1A, 3, 5 e ao TC, formando um complexo multifatorial, onde existe a estabilizag&do
da interacdo da subunidade ribossémica 40S com o TC %°. elF1 e 1A ligam-se &

pequena subunidade ribossémica provocando altera¢cdes conformacionais na mesma;
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elF3 interage com a subunidade 40S e com todos os fatores do complexo multifatorial
referido anteriormente, funcionando como uma ponte de ligacdo entre eles. O elF5
serve como um adaptador entre elF3 ligado a subunidade 40S e TC, através da
interacdio com as subunidades B e y de elF2 °?!, Apds terminado este processo, o
PIC esta pronto a ser recrutado para as extremidades 5 dos mRNA ativados para
traducéo *°.

A ativacdo dos mRNA para tradugéo € realizada pela proteina de ligacdo a cauda
poly(A) (PABP do inglés poly(A)-binding protein) e pelo complexo elF4F (composto
por: elF4E (proteina que reconhece a estrutura cap na extremidade 5 do mRNA),
elFAG (molécula adaptadora) e elF4A (enzima com atividade de ATPase e helicase))
% elF4E recruta o elF4G e elF4A para a extremidade 5 do mRNA. elF4E liga-se a
estrutura cap e elF4A desenrola as estruturas secundarias de RNA existentes na
proximidade da regido 5’ do transcrito. EIFAG e elF4B (outro fator de iniciagdo
eucaridtico) sado reconhecidos por melhorarem a atividade helicase de elF4A. elF4G e
elF4B interagem diretamente com elF4A, promovendo a alteragcdo da sua

2022 E também importante referir que outra

conformagédo para um estado ativo
capacidade do elF4G é juntar as extremidades 5 e 3’ do transcrito através da
interagdo de elF4E e PABP, permitindo a circularizagdo do mRNA e estimulando a
tradugéio %,

Posteriormente a todas as etapas referidas anteriormente o mRNA esta sinalizado
para traducado e € através do elF4G e elF3 que ocorre o recrutamento do PIC para a
extremidade 5 do mRNA formando assim o complexo 48S 31314192 Apgs a ligacéo
do complexo 43S ao mMRNA, este comecga a percorrer a regido transcrita 5 nédo
traduzida (UTR do inglés untranslated region) base por base até encontrar um codao
de iniciacdo numa sequéncia em contexto de Kozak favoravel 38315171920 A
sequéncia consenso que permite o inicio da traducdo é caracterizada por um residuo
de purina na posicdo -3 e uma guanina na posicdo +4 (as posicoes referidas
anteriormente tém em conta que o complexo 43S percorre a regido 5’UTR de 5’ para
3’ e que a adenina do codao de iniciagdo, AUG, ocupa a posicdo +1) . A leitura da
5’UTR do mRNA é assegurada pelo elF4A e outras enzimas com capacidade helicase
e esta dependente de adenosina trifosfato (ATP do inglés adenosine triphosphate)
15,19,23.

Assim que o AUG é selecionado, o complexo 43S muda para uma conformacgéo
fechada, assegurando que no local de descodificacdo do ribossoma, local peptidil
(local-P), se d& o emparelhamento com o anticodao correspondente no Met-tRNAi. O
Met-tRNAi é ancorado ao PIC pelo GTP que se encontra ligado ao elF2; uma

combinacédo perfeita com um codédo de iniciacdo desencadeia a detecao e a hidrélise

5
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irreversivel do GTP do TC, elF2-GTP-Met-tRNAi. Com a libertacdo de elF2-guanosina
difosfato (GDP do inglés guanosine diphosphate) e outros elF (elF 6, 5, 3 e 2)
catalisados pelo elF5B, a subunidade ribossémica grande (60S) une-se para formar o
complexo de iniciagdo 80S pronto para aceitar o aminoacil-tRNA (aa-tRNA do inglés
tRNA binding amino acid), apropriado no local aceitador (local-A) e sintetizar a primeira
ligacéo peptidica *****, O elF2-GDP é reciclado para elF2-GTP pelo elF2B permitindo

assim a formac&do de um novo complexo ternario 31424 121920,
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Figura 2: Iniciagdo da traducdo dependente de cap e principais vias de regulagéo. A traducao inicia-
se com a formacgéo do complexo de pré iniciagao 43S (PIC do inglés complex pré-iniciation) - Subunidade
ribossémica 40S, fator de iniciagdo eucaridtico 1 (elF, do inglés eukaryotic initiation factor), elF1A, elF3,
elF5 e o complexo terndario: elF2 - guanosina trifosfato (GTP do inglés guanosine triphosphate) —
metionina (Met do inglés methionine) — RNA de transferéncia iniciador (tRNA; do inglés initiator transfer
ribonucleic acid) (elF2-GTP-Met-tRNAI). O PIC é recrutado para a extremidade 5 do &cido ribonucleico
mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid) pelo complexo elF4F (elF4E, elFAG e elF4A) e
elF4B. A circularizagdo do mRNA é promovida pela interacéo entre elF4G e proteina de ligagdo a cauda
poly(A) (PABP inglés poly(A)-binding protein). O mRNA é percorrido na direcdo de 5 'a 3' até que o 43S
encontre um codéo de iniciacdo (AUG), desencadeando a libertacdo de elF1, fosfato inorganico (Pi do
inglés inorganic phosphate), elF5 e elF2-guanosina difosfato (GDP do inglés guanosine diphosphate). A
unido da subunidade ribossémica 60S ao PIC e a libertagdo de varios fatores de iniciagéo, incluindo
elF1A, sao catalisadas pelo elF5B, levando a formacao do ribossoma 80S. O elF2-GDP é reciclado para
elF2-GTP pelo fator elF2B. Sob condi¢cbes de stress, a fosforilagdo da subunidade a do elF2 (elF2a)
prejudica a reciclagem e a formagdo do complexo ternério. A iniciagdo da tradugcdo também é regulada
pela via sinalizagdo da rapamicina em mamiferos (mTOR do inglés mammalian target of rapamycin), que
pode direta ou indiretamente fosforilar eIF4G, elF4B, 4E-BP (4E-BP do inglés elF4E-binding protein) .

1.2.2 Alongamento

O segunda etapa da traducdo € o alongamento que comega com o emparelhamento

do anticoddo do Met-tRNAi com o codéo de iniciagdo, AUG, no local-P do ribossoma
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1325 0 segundo cod&o da grelha de leitura aberta (ORF do inglés, open reading frame)
esta no local-A do ribossoma, a aguardar o aa-tRNA compativel. O aa-tRNA surge no
local-A do ribossoma associado a GTP e ao fator de alongamento eucariético (eEF do

inglés eukaryiotic elongation factor) 1A — formando assim um complexo ternario *2*°,

O reconhecimento do coddo correspondente pelo tRNA, desencadeia a hidrolise de
GTP por eEF1A, libertando eEF1A-GDP do tRNA o que permite a acomodacao de aa-
tRNA no local-A *?°, A formacao da ligacéo peptidica entre o aminoécido recebido e o
peptidil-tRNA ocorre rapidamente *?. Esta reacdo é catalisada pela
peptidiltransferase no centro da subunidade ribossémica grande, desencadeando o
movimento das subunidades ribossémicas, consequentemente, o tRNA desacetilado
fica em estado hibrido, com a extremidade aceitadora no local de saida (local-E, E do
inglés exit) do ribossoma e a outra extremidade com o anticoddo no local-P %, A
translocacdo do tRNA desacetilado e do peptidil-tRNA para os locais-E e P,
respetivamente, requer hidrélise de GTP pela GTPase '*?!. Esta translocacdo permite
que local-A esteja vazio para aceitar o préximo aa-tRNA permitindo um novo ciclo de

alongamento *?°,

Este ciclo é repetido até que o ribossoma encontre um codao stop (UAA, UGA ou
UAG) no local-A, o que desencadeia a terminagédo da traducdo, descrita no capitulo

seguinte *2.

E ainda importante referir que cada ciclo de alongamento tem em seguida um evento
de reciclagem, pois, apds a hidrélise de GTP por eEF1A e consequente dissociagcédo
do ribossoma, o0 eEF1A-GDP deve ser reciclado para sua forma ativa pelo eEF1B que

catalisa a troca de nucleétidos de guanina no eEF1A #2°,

1.2.3 Terminagé&o e Reciclagem

O alongamento termina quando o ultimo codao da ORF entra no local-A do ribossoma.
O codéo referido anteriormente designa-se codéo stop e pode apresentar-se com trés
tripletos de nucledtidos diferentes (UAA, UGA ou UAG) #**?°, Este acontecimento da
inicio & dltima etapa da traducao, a terminacdo, culminando na libertacdo do péptido
pelo ribossoma ?*. Neste processo, a ligacdo éster entre a cadeia polipeptidica e o
tRNA do local-P deve ser hidrolisada pelo centro da peptidil transferase da grande
subunidade ribossémica para permitir a libertacdo do polipeptideo recém-sintetizado
2L A terminacdo da traducdo é auxiliada por dois fatores de terminacgio eucaridtica

13,25
3

(eRFs do inglés eukaryotic release factor) 1 e . eRF1 é um fator proteico em

forma de tRNA composto por trés dominios que reconhecem o codéao stop e estimulam
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a libertacdo da cadeia peptidica formada **#?*?®, O seu dominio N-terminal possui
sequéncias conservadas que sao responsaveis pelo reconhecimento de coddes

2526 por outro lado, o dominio do meio

através de interagBes codao-anticoddo
desempenha um papel crucial na hidrélise da ligacao de éster polipeptideo-tRNA, pois
contém um motivo de glicina-glicina-glutamina (Gly-Gly-GIn (Gly do inglés glycine e
GIn do inglés glutamin)) universalmente conservado que interage com a peptidil
transferase 2>?°, Finalmente, o dominio C-terminal medeia a associacdo entre eRF1 e
eRF3 %, eRF3 é uma GTPase que acelera a liberacdo dos peptideos e aumenta a

eficiéncia da terminac&o da traduc&o de maneira dependente de GTP 3%,

Ap6s o reconhecimento do codao stop, o complexo ternario eRF1-eRF3-GTP liga-se
ao local-A do ribossoma onde ocorre a hidrélise de GTP 3%, Apbs a hidrélise de GTP,
0 eRF3 é libertado do ribossoma **%. Nesta fase, o ribossoma ainda esta ligado ao
tRNA desacetilado, ao mRNA e, possivelmente ao eRF1. Seguidamente, ocorre a
reciclagem da maquinaria de tradugdo caracterizada pela dissociacdo das
subunidades ribossémicas e consequente libertagdo do mRNA e do tRNA desacetilado

2% Os mecanismos subjacentes a este processo sdo ainda pouco conhecidos %,

Estudos recentes revelaram que o membro 1 da subfamilia E da cassete de ligagdo a
ATP (ABCE1l do inglés ATP-binding cassette E) é um candidato provavel para
promover a reciclagem ribossémica **#*?°. Alguns modelos propéem que o ABCE1
converta a energia quimica da hidrolise do ATP em movimentos mecéanicos que
podem promover a separacdo fisica das subunidades ribossémicas *%°. Além do
papel na reciclagem, o ABCE1l também parece contribuir para a liberagcdo do

polipeptideo durante o término da tradugéo **2°.

1.2.3.1 Terminacdo prematura da traducdo e degradacdo do mRNA

mediada por mutacdes nonsense

Quando ocorrem mutacdes na sequéncia de DNA de um gene especifico, a producéo
da proteina correspondente pode ficar comprometida. Um dos tipos mais comuns de
mutagdo que inativa a fungdo do gene, promovendo o término prematuro da traducéo,
sé@o as mutacdes que resultam em coddes de terminacdo prematura da traducéo (PTC
do inglés premature termination codon) ?’. Os PTC (UAA, UGA ou UAG) estdo
situados a montante do coddo de terminacdo normal e induzem a terminacgdo

prematura da traducdo de mRNA %22°,

Um PTC interrompe a integridade do mRNA, originando uma ORF que, traduzida,

pode resultar num fragmento polipeptidico potencialmente toxico *. Por norma, a
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presenca de um PTC produz proteinas truncadas nao funcionais e/ou instaveis. Os
MRNA contendo PTC também sdo frequentemente instaveis, promovendo uma
reducdo rapida na abundancia de mRNA. Juntos, estes dois eventos reduzem o nivel

de proteina funcional produzida *.

Para evitar a acumulacdo destes fragmentos polipeptidicos, os mMRNA mutados sao
reconhecidos e degradados pela via de degradacdo de mRNA mediada por mutacfes

nonsense (NMD do inglés nonsense mediated decay) 23°3233,

O NMD esta fortemente acoplado a tradugdo, uma vez que este mecanismo €
desencadeado quando o ribossoma chega ao PTC. A terminacdo prematura € um
evento mecanicamente diferente da terminacdo normal, pois parece ser menos
eficiente, refletindo assim diferentes complexos de mRNP em PTC e codbes de
terminacdo normais (NTC do inglés normal termination codon). A ineficiéncia da
terminacao prematura é desencadeada pela estrutura de mRNP a jusante de um PTC
gue, por sua vez, pode levar a uma fraca ligagéo do fator de libertacédo no local-A ou a
uma lenta dissociacéo dos fatores de libertacdo ap6s a hidrélise peptidica **. Pensa-se
que essas deficiéncias sejam corrigidas pelo recrutamento da proteina up-frameshift 1
(UPF1 do inglés up-frameshift 1) no complexo de terminagdo prematura. A ativagédo
das suas atividades ATPase e helicase promove a reutilizacdo do ribossoma e
desencadeia o processo de NMD *°.

Na maioria dos mRNA, o coddo de terminagdo reside no Ultimo ex&o do gene.
Consequentemente, todos os complexos de juncdo de exdes-exbes (EJC do inglés
exon-exon junction complex) sao dissociados do mRNA durante a etapa de
alongamento da tradugdo. Nesses casos, 0 mMRNA € estavel devido a falta de EJC a
jusante do codédo de terminagdo da traducdo. Quando estamos perante um PTC, na
dltima juncdo exao-exao, os EJC permanecerdo a jusante do mesmo, servindo como
um marcador molecular para induzir NMD *°. Quando no local-A do ribossoma é
detetado um PTC, é recrutado o complexo SURF: SMG1-UPF1-eRF1-eRE3, que vai
comunicar com o EJC a jusante do PTC detetado através da interacdo de UPF1

presente no complexo SURF com UPF2 presente no EJC ¥'.

A via de NMD nas células humanas envolve vérios fatores, tais como as proteinas
UPF. UPF1 é considerado o fator mais importante para NMD, visto aparentar ser o

regulador central do mecanismo acima referido %,

Esta proteina regula a
degradacdo do mRNA sensivel ao NMD e a remodelacdo do complexo de vigilancia de
MRNA através de ciclos de fosforilagdo/desfosforilagdo. UPF1 é fosforilada por SMG1

em residuos serina especificos no terminal C #’, o que facilita a montagem de fatores
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de degradacédo e, consequentemente, desencadeia a degradacdo do mRNA sensivel
ao NMD 3. A fosforilagdo de UPF1 desencadeia a represséo da traducéo dependente
de elF3 durante o processo de NMD. A UPF1 fosforilada, mas n&o hipofosforilada,
interage diretamente com o elF3, a fim de impedir a juncao da subunidade ribossémica
60S, induzindo assim a repressdo da traducdo “°. Além disso, UPF1 fosforilada
também interage com a SMG5, SMG6, SMG7 e com a proteina co-regulatéria 2 do
recetor nuclear rico em prolina humana (PNRC2 do inglés proline-rich nuclear receptor
co-regulation protein 2), em seguida, desencadeia a degradacao do mRNA sensivel ao
NMD, Figura 3. A associagdo de SMG6 com UPF1 fosforilada desencadeia a
degradacdo do mMRNA pela endonuclease SMG6 (degradacdo endonucleolitica
mediado por SMG6). Por outro lado, a associacdo do heterodimero SMG5/SMG7 com
UPF1 fosforilada desencadeia a degradacdo do mRNA pela desadenilase e enzima de
decapping (degradacdo exonucleolitica mediada por SMG5/SMG7) ¥°. A hidrélise de
ATP por UPF1 leva a desmontagem do complexo mRNP direcionado para NMD, o que
€ critico na etapa final da degradacdo do RNA e estd envolvido na reciclagem de

fatores NMD e outras proteinas de ligacido ao RNA .,

a®

— cic Sg®.an-@
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Figura 3: Modelo para a degradacdo do &cido ribonucleico mensageiro (mMRNA do inglés
messenger ribonucleic acid) mediado por mutagcdes nonsense (NMD do inglés nonsense-mediated
mMRNA decay). Quando ocorre a termina¢do prematura da tradugcdo devido a um coddo de terminacao
prematuro (PTC do inglés premature termination codon), a proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-
frameshift 1) e os fatores associados ao processo de NMD sao recrutados. A proteina UPF1, interage
com UPF2 e UPF3 ja vinculadas a um complexo de juncdo exdo-exdo (EJC — do inglés exon—exon
junction complex), formando o complexo DECID. UPF1 é ativada desencadeando o processo de NMD 2
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1.3 Mecanismos de traducao ndo candnica

Muitos dos mRNA eucarioticos sao traduzidos pela via canénica, no entanto uma parte
dos transcritos eucarioticos pode ser traduzido através de mecanismos alternativos de

traducéo 0%

. Os mecanismos de tradu¢do ndo canolnica descritos até agora sao
mecanismos dependentes do reconhecimento da estrutura cap e independentes da
leitura da 5’UTR do transcrito ou mecanismos independentes do reconhecimento da
estrutura cap e da leitura da 5’UTR do mRNA *°. Quando estamos perante mRNA com
a 5’'UTR demasiado curta, a traducdo dos mesmos é mediada pelo elemento iniciador
da traducao de 5’'UTR curta (TISU do inglés translation initiator of short 5UTR) com o
reconhecimento da estrutura cap. Neste caso o cod&o de iniciagdo, AUG, esta no meio
da sequéncia TISU préximo da estrutura cap '°. O mecanismo de traducdo n&o
candnico, independente do reconhecimento da estrutura cap e da leitura da 5’UTR do
MRNA baseia-se no deslocamento do ribossoma diretamente para o coddo de
iniciacdo *°. Um exemplo deste tipo de mecanismo é a traducéo independente de cap
pelo intensificador da tradug&o independente de cap (CITE do inglés cap independent

translation enhancer) **. Este mecanismo é independente do reconhecimento da

estrutura cap, no entanto, requer o leitura da regido 5’UTR “*.

Outro mecanismo n&o canonico de tradugdo € a tradugcdo mediada pelo local interno
de entrada do ribossoma (IRES do inglés internal ribossome entry site). Este
mecanismo também é um mecanismo independente de cap e sera descrito com mais

detalhe no préximo capitulo ***°.

1.3.1 Tradugcao mediada por IRES

A traducao mediada por IRES é independente do reconhecimento da estrutura cap e

requer o recrutamento do ribossoma para um local proximo do cod&o de iniciagéo *°.

Foi através do estudo da expressao génica viral que este mecanismo de traducgéo foi
descoberto, sendo que os primeiros dados bibliograficos existentes referem o uso do
mecanismo de traducdo IRES pelos mRNA dos virus da encefalomiocardite e
poliovirus *°. Estes estudos, mostraram que os IRES possuem estruturas secundarias
e terciarias complexas que interagem com os elementos da maquinaria celular de
traducdo canodnica, permitindo a ancoragem da mesma e consequentemente uma
traducdo independente do reconhecimento da estrutura cap e leitura da 5UTR do
transcrito *°. A iniciacdo da traducdo mediada por IRES pode basear-se apenas nas
interacbes entre o IRES e o ribossoma ou pode ser auxiliada por outros fatores

proteicos que ndo estdo envolvidos na traducdo dependente de cap (Figura 4)

11
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designados de fatores de acdo em trans-IRES (ITAF do inglés IRES trans-acting
factor) **°. Os mecanismos subjacentes a funcéo dos ITAF ainda ndo sdo conhecidos
4548 No entanto, ja existem algumas hipoteses relativamente & sua funcionalidade e

4546 Relativamente a sua funcionalidade

distribuicdo celular (nacleo/citoplasma)
surgem trés teorias possiveis. Os ITAF: (1) podem remodelar as estruturas espaciais
do IRES para produzir conformagdes com maior ou menor afinidade para os
componentes da maquinaria celular de traducéo; (2) podem ser utilizados como
adaptadores entre 0 mMRNA e o ribossoma, permitindo ou ndo a sua interagéo; (3)
podem substituir os fatores canénicos como mediadores das interacdes mRNA e
ribossoma “>*®, Relativamente & sua distribuicéo celular, existem diferentes hipéteses.
Uma das hipoteses sugere que os ITAF se associam aos elementos IRES no nucleo,

capturando o0 mRNA e consequentemente inibindo a traducdo “°

. Outra hipétese
pondera que os ITAF e os mRNA contendo IRES estdo em compartimentos celulares
diferentes, nucleo e citoplasma respetivamente. Apesar de duas hipoteses diferentes,
quer os mRNA ligados a ITAF quer os ITAF ndo associados sdo translocados do

nucleo para o citoplasma onde ocorre a tradugéo dos mRNA dependentes de IRES “°.

L Res

v W Aﬁ
4E X’G <;ﬁ-l\AA(A)n
m ‘Eﬁg l

Protein

Figura 4: Modelo do inicio da tradugédo dependente do local interno de entrada do ribossoma (IRES
do inglés internal ribosome entry site). Estruturas secundarias de &cido ribonucleico mensageiro
(mRNA do inglés messenger ribonucleic acid) (representadas por stem-loops) podem recrutar diretamente
a subunidade ribossémica 40S para o codédo de iniciagdo (AUG) da grelha de leitura aberta (ORF do
inglés open reading frame) ou para a vizinhanca do mesmo, ndo ocorrendo o processo de leitura da
regido 5’ transcrita ndo traduzida (UTR do inglés untranslated region). Esta interacdo pode ser direta ou
parcialmente indireta, exigindo a assisténcia de alguns fatores de iniciacdo candnicos (elF do inglés
eukaryotic initiation factor) e / ou outros fatores (ITAF do inglés IRES trans-acting factor) T,

Muitas das referéncias bibliograficas que existem sobre IRES séo sobre IRES virais.
Sabe-se que alguns virus compartiiham sequéncias primarias de IRES ou tém
semelhancas relativamente as suas estruturas secundarias *’. Foi possivel classificar

quatro grupos de IRES, tendo em conta a sua estrutura e necessidade de utilizar

fatores proteicos “®. No grupo |, os IRES podem ligar-se diretamente ao ribossoma,

12
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sem o auxilio de fatores proteicos canénicos de traducéo e/ou ITAF e de Met-tRNAi “.
No grupo Il estdo enquadrados os elementos IRES que usam alguns fatores proteicos
canonicos de traducdo, como elF3 e elF2, e precisam do Met-tRNAi para iniciar a

traducdo independente de cap *.

Nos grupos Il e IV encontramos IRES que
necessitam de fatores proteicos canoénicos de traducéo e ITAF “®, Estes dois grupos
diferem apenas quanto ao local do inicio de tradugéo, no grupo Ill a tradug&o tem inicio
no IRES enquanto no grupo IV, o inicio da tradugdo ocorre no codao de iniciagcao

AUG a jusante do IRES “%.

Apesar de menos estudados, sabe-se que existem varios mRNA eucariéticos com
capacidade de serem traduzidos de forma dependente de IRES “°. Tal como acontece
com os mRNA virais traduzidos através de IRES, os mRNA eucaribticos para serem
traduzidos através deste método, necessitam de uma quantidade reduzida de fatores
de iniciacdo candnicos de traducdo e/ou ITAF especificos *°. Em contrapartida os
IRES nos mRNA eucaridticos sdo menos estruturados e ainda ndo existem descritas

sequéncias comuns entre eles “°.

A sintese proteica consome grande parte da energia e dos recursos celulares. Sob
condigbes desfavoraveis de obtencdo de energia surge como resposta ao ambiente
hostil, a garantia apenas de processos vitais a célula. Esta resposta celular tem como
finalidade canalizar a energia celular para a recuperacdo da situacdo desfavoravel em
que a célula se encontra ***. Temos como exemplos de condi¢des desfavoraveis o
stress do reticulo endoplasmatico (RE), hipoxia, deficiéncia de nutrientes, mitose e

diferenciacéo celular.

Para recuperar das condi¢bes hostis anteriormente citadas, a traducdo canénica é
prejudicada e a traducao de mRNA especificos ocorre apenas através de mecanismos
de traducdo ndo candnica, como por exemplo a traducdo mediada por IRES “*%.
Existem varios mecanismos pelos quais a traducéo dependente de cap é inibida *’. A
via de sinalizacdo mTOR pode impedir que elF4E se ligue a estrutura cap e
consequentemente ndo ocorra a formacao do complexo elF4F, inibindo, assim, o inicio

da traduc&o canodnica >,

MTOR é uma serina/treonina-cinase que desempenha um papel fundamental no
controlo do crescimento e metabolismo celular tendo em conta a disponibilidade de
nutrientes, o stress celular e os niveis energéticos da célula *°. Esta enzima regula a
traducdo de proteinas por meio de proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BP do inglés
binding proteins 4E) que se podem encontrar fosforiladas ou ndo °'. As 4E-BP

competem com o elF4G pela ligacdo ao elF4E *'. Perante condicdes de crescimento
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desfavoraveis, mMTOR apresenta baixa atividade e consequentemente as 4E-BPs nédo
estdo fosforiladas pudendo competir com elF4G pela ligagcédo ao elF4E, o que impede
a formagéo do complexo elF4F, inibindo desta forma a tradugdo candnica de proteinas
. Em contrapartida, quando as condi¢des de crescimento celular séo favoraveis, a
atividade de mTOR ¢é elevada fosforilando as 4E-BP. A fosforilacdo destas proteinas
promove a sua dissociacdo de elF4E, deixando este ultimo fator disponivel para a

formacdo do complexo elF4F e consequentemente a tradugdo canonica de proteinas
50

Outro mecanismo central de inibicdo da iniciacdo da traducdo candnica durante o
stress celular é a fosforilagdo da subunidade elF2a *’. Quando elF2a esta fosforilado
liga-se a elF2B, impedindo a troca PIB-GTP necessaria para a reciclagem de elF2 *.
Sem a conversdo de elF2-GDP em elF2-GTP, a formac&do do complexo ternario e

consequentemente a traducdo canonica s&o inibidas *'.

A repressédo da tradugcdo candnica tem como consequéncia a nao traducdo de mRNA
que codificam proteinas cruciais para a sobrevivéncia celular e recuperacdo do stress
em causa (por exemplo, proteinas apoptoéticas, proteinas supressoras de tumores,
ciclinas, fatores de transcricdo, proteinas recetoras, canais celulares, fatores de

crescimento e proteinas transportadoras) ***°,

Nem sempre os IRES estdo ativos
quando a traducdo dependente de cap é inibida *°. Tendo em conta o stress celular e
as consequéncias da inibicdo da traducdo dependente de cap, apenas os mRNA que

contém IRES selecionados serdo traduzidos >°.

Além da traducdo mediada por IRES sob condicbes de stress, como resposta a
inibicAo da traducdo canodnica, os IRES celulares também existem em varios
processos fisiol6gicos, como a espermatogénese, a plasticidade dos neurénios e a

diferenciacdo celular *.

Em condi¢des fisiolégicas normais, onde a traducao
dependente de cap esta totalmente ativa, a expressao de IRES é permitida em mRNA
gue contém 5’UTR altamente estruturadas, o que é incompativel com a leitura eficiente

da 5’'UTR por mecanismos canonicos “°.

Por outro lado, o mecanismo de traducdo mediado por IRES também pode ser
utilizado quando a tradug&o candnica ndo é eficaz na producéo de proteinas, existindo
MRNA que podem ser traduzidos pelo mecanismo dependente de cap e pelo
mecanismo mediado por IRES *% E o caso da neurogranina, uma proteina de ligacdo
a calmodulina neuronal que é expressa em células nervosas °?. Estas células tém
niveis relativamente baixos de elF4E e, como tal, a traducdo dependente de cap nao é

eficiente para garantir a expresséo de todos os mRNA transcritos *2. Perante situagfes
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semelhantes a descrita anteriormente, a traducdo mediada por IRES pode ser utilizada
quando determinados mRNA ndo sdo traduzidos eficazmente através da traducao

candnica *2.

Concluindo, os IRES celulares tém dois papéis principais na célula *>“°. Em condicdes
fisiol6gicas normais, auxiliam a traducdo de mRNA que n&o atingem o0s niveis de
proteina necessarios através da traducdo dependente de cap , produzindo baixos

niveis de proteina “¢*2.

Por outro lado, perante condicbes que impedem a traducao
candnica de ocorrer, a tradu¢cdo mediada por IRES garante a produgao robusta de um
grupo seletivo de proteinas necessarias para responder ao stress ou condicdo que

desencadeou o comprometimento do inicio da traducdo dependente de cap *>*°.

1.4 Significado fisiologico e patolégico da traducdo mediada
por IRES

A maioria dos IRES celulares é encontrada em mRNA cujos produtos proteicos séo
necessarios para o crescimento celular e controlo da morte celular ****. Tendo em
conta o capitulo anterior, ficou explicito que a tradugdo mediada por IRES é um
importante mecanismo celular na regulacdo da expressao génica com significado em
condigdes fisiologicas e/ou de stress “°. Perante determinadas condicdes fisioldgicas
a sintese proteica dependente de cap é reduzida, mas os mRNA que codificam
proteinas envolvidas na adaptacéo celular ao stress continuam a ser traduzidos >*°*.
Por exemplo, quando existe indisponibilidade de aminoacidos nas células, elF2a é
fosforilado diminuindo a sintese de proteinas obtidas a partir da traducdo candnica
4653 Esta reacdo de fosforilagdo induz a transcricdo de genes transportadores de
aminoéacidos, como CAT-1 (do inglés catationic amino acid transporter), através da sua

traducdo mediada por IRES ***,

Relativamente a regulac@o génica durante o processo de mitose a tradugdo mediada
por IRES também demonstrou desempenhar um papel bastante importante “°. A
cinase 11 dependente de ciclina (CDK11 do inglés cyclin-dependent kinase 11) esta
envolvida na formacdo do fuso acromatico e é traduzida através do mecanismo de
IRES na transicéo das fases do ciclo celular (G2 (fase G2 do ciclo celular, G do inglés
gap)/M(mitose)), onde a traducdo dependente de cap esta inibida “**3. Durante a
apoptose, € através da traducdo mediada por IRES que sdo mantidos os niveis de

fatores indutores de apoptose e c-myc.

Quando existe um stress celular de hipoxia, as células conseguem preservar a

traducdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF do inglés vascular
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endotelial growth factor) e do fator induzivel por hipoxia 1 alfa (HIF-1a do inglés
hypoxia inducible factor 1 alpha subunit) através da traducdo mediada por IRES *.
Sucintamente, ap06s traducdo, o HIF-1a promove a expressao do VEGF com a
finalidade de proteger e adaptar as células a niveis baixos de oxigénio, promovendo a

sobrevivéncia celular *°.

Apbs descrever algumas das situacdes fisioldgicas onde a traducdo mediada por IRES
visa promover a adaptacdo e sobrevivéncia celular é importante ressalvar que este
modo de traducdo também pode beneficiar condicBes patoldgicas. A presenca de
elementos IRES em alguns genes envolvidos na regulacdo da sobrevivéncia celular
aumenta a possibilidade da desregulacdo da tradugdo mediada por IRES contribuir
para a tumorigénese. No capitulo seguinte sera descrita de que forma este tipo de

traducdo ndo candnico pode contribuir para o desenvolvimento tumoral.

1.4.1 Traducdo mediada por IRES e cancro

O microambiente tumoral é caraterizado por condi¢des celulares desfavoraveis tais
como hipoxia, deficiéncia de nutrientes e stress genotdxico e oxidativo. Perante tais
condi¢cbes a tradugdo canodnica € prejudicada *>**. Tal como ja foi referido, perante
alguns eventos inibitorios da tradugé&o dependente de cap é necessario recorrer a uma
traducdo mediada por IRES, para a sintese de determinadas proteinas chave na
recuperacao celular ao stress, promovendo a sobrevivéncia e adaptacdo celular ao
mesmo. Quando se tratam de células malignas a traducdo mediada por IRES de
proteinas reguladoras chave promovem a proliferacdo e progresséo tumoral % Os
fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF do inglés fibroblast growth factors) sédo
essenciais para a proliferacéo e diferenciacdo de uma grande variedade de células e
tecidos *°. Alguns deles (por exemplo FGF1 e FGF2), contém elementos IRES nas
suas 5’UTR, permitindo a sua expressao mesmo quando a traducdo candnica esta
comprometida “°. A expressdo de FGF2 esté associada a tumores solidos e a tumores
hematopoiéticos, sendo a sua traducdo considerada uma etapa bastante critica no
processo de tumorigénese *°. Outro fator de crescimento, critico na regulacdo da
migragdo e proliferacdo de células mesenquimais, cuja expressdo aberrante ja esta
associada a progressdo tumoral, € o fator de crescimento derivado das plaquetas

(PDGF do inglés platelet-derived growth factor) na sua forma B *°.

As células malignas possuem uma elevada taxa de proliferacdo, consequentemente,
pode ocorrer um défice do fator de crescimento; para colmatar este défice, as células
tumorais tém a capacidade de induzir a traducdo mediada por IRES de transcritos

especificos. Um destes transcritos € um dos inibidores intrinsecos mais potentes das
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caspases, 0 mMRNA da proteina inibitéria da apoptose ligado ao cromossoma X (XIAP

"9 Esta proteina tem a capacidade

do inglés X-linked inhibitor of apoptosis protein)
de inibir a apoptose das células tumorais, protegendo-as de determinados tratamentos
5% Este fator anti-apoptético aumenta quando as células tumorais sdo expostas a

radiacdo, tornando-as resistentes a radioterapia *°>°

. Perante o stress oxidativo
causado pela quimioterapia, as células tumorais tém como resposta a capacidade de
traduzir outras proteinas antiapoptéticas através de elementos IRES °°*°. Esta
capacidade confere resisténcia as células tumorais perante alguns quimicos.
Concluido, uma traducdo mediada por IRES de fatores antiapoptéticos permite as

células malignas criar resisténcia a quimioterapia e radioterapia >**°.

Os ITAF, também desempenham um papel crucial na progressao tumoral,
promovendo o crescimento do tumor, o progresso do ciclo celular, resisténcia a morte
celular programa e angiogénese. Os processos anteriormente citados sdo motivados
pela traducdo aberrante mediada por IRES devido a desregulacédo da localizacdo dos
ITAF nas células tumorais .

1.5 Traducdo mediada por IRES e UPF1l: a combinagcdo em
cancro

1.5.1 Proteina UPF1

A UPF1 é uma proteina de aproximadamente 140 kDa, evolutivamente conservada
com atividades de ATPase e helicase “*®'. E codificada pelo gene UPF1 localizado no
cromossoma 19 (p13.2-p13.11). A UPF1 é uma proteina multifuncional envolvida em
diferentes processos, nomeadamente: NMD, estabilidade do RNA, reparacdo e
replicacdo do DNA, progressdo do ciclo celular, homeostase de telémeros e
degradacdo de mRNA mediada por Staufen 1 (SMD do inglés Staufen 1-mediated

mRNA decay), detalhadamente descrito nos paragrafos seguintes (Figura 5) **®.

A funcdo mais bem documentada de UPF1 diz respeito a sua funcdo essencial no
processo de NMD. Sumariamente, este mecanismo € um mecanismo de vigilancia que
degrada rapidamente mRNA aberrante — portador de coddes com muta¢des nonsense
—, impedindo a acumulagdo de proteinas truncadas néo funcionais ou potencialmente
prejudiciais a célula. O NMD também esta envolvido na regulacdo da expressdo de
determinados transcritos normais, descrito em detalhe no capitulo 1.2.3.1 Terminag&o

prematura da traducdo e degradacdo do mRNA mediada por mutacdes nonsense
42,61,62
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Além da sua funcao no processo de NMD, UPF1 também esta envolvida no processo
de SMD, através da ligacao direta com a proteina Staufen 1 a uma cadeia dupla de
RNA (STAU1 do inglés double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 1) .
Ambas as vias de degradacao de mRNA disputam UPF1 e o dominio de ligacdo de
STAU1 com UPF1 sobrepbe-se ao dominio de ligacdo de UPF1 com UPF2 (fator
envolvido no NMD). O knock-down (KD) de STAU1 inibe o SMD, aumentando assim a
atividade de NMD, enquanto o KD de UPF2, inibe o NMD, aumentando a atividade de
SMD °. A interacdo entre as vias SMD e NMD forma uma importante rede de
regulacdo da expressdo génica, onde UPF1 desempenha um papel central . UPF1
também esta envolvida na degradagdo do mRNA histénico no final da fase S do ciclo
celular ou apés inibicdo da sintese de DNA °“®°. Em condi¢6es normais os mRNA
histénicos ndo apresentam cauda poly(A) na extremidade 3’. Em vez da cauda poly(A),
nesta regido do transcrito existe um estrutura em stem loop altamente conservada .
Esta regi@o é reconhecida pela proteina de ligagéo ao stem loop (SLBP do inglés stem
loop binding protein) ®. Preferencialmente, o fator de iniciacdo de tradug&o, proteina
de ligacdo ao cap 80/20 (CBP do inglés cap binding protein) esta ligado a SLPB
promovendo a tradugdo da proteina, no entanto em condigbes de stress e fim de
replicacdo, a UPF1 é fosforilada e liga-se a SLPB, ocorrendo o decaping do mRNA e
consequentemente a sinalizacgdo do mesmo para degradagdo pelas

exoribonucleoproteinas 21,

Estudos recentes demonstraram que UPF1 ndo é apenas importante nas vias de
degradagcdo do mRNA, mas também é essencial para a replicagdo do DNA durante a
fase S do ciclo celular sendo necessaria para a progressao da fase S e estabilidade do

genoma **%,

Alguns estudos realizados, revelaram que UPF1 interage fisicamente com a DNA
polimerase, sendo esta interacdo crucial para a progressao da fase S e a replicagéo
do DNA °'. A quantidade de UPF1 nas fases M e inicio da fase G1 (fase G1 do ciclo
celular, G do inglés gap) do ciclo celular é baixa, comecando a aumentar a meio de G1
e atingindo o seu nivel mais alto durante a fase de sintese do ciclo celular (S) ®*. Em
situacdes de défice de UPF1, pode ocorrer uma paragem precoce da fase S do ciclo
celular, interrompendo assim o processo de replicacdo do DNA ®*. UPF1 esta também
envolvida na reparacdo do DNA durante a fase S do ciclo celular, pois quando esta se
encontra em baixos niveis provoca a paragem do ciclo celular em fase S e reparacéo
do DNA mediado pela proteina cinase ataxia telangiectasia mutadas (ATM do inglés
ataxia telangiectasia mutated kinase) e relacionada a ATM e Rad3 (ATR) ®*®. A ATR

responde principalmente a paralisacao da replicagcdo do material genético, interferindo
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na resposta a quebras na dupla hélice de DNA °®. A fosforilacdo da histona H2AX pela
cinase ATR vai provocar a formagéo de y-H2AX desempenhado um papel fundamental
no recrutamento e acumulacdo de proteinas de reparacdo de DNA nos locais de
quebra da dupla hélice de DNA °°. Por tudo o que foi referido acredita-se que esta
proteina € importante na reparacdo do DNA e na manutencdo da integridade do

mesmo %7,

A homeostase dos telémeros € outra das importantes funcdes que UPF1 desempenha
na célula 28, Estas estruturas sdo essenciais para a estabilidade dos cromossomas.
Em 2007, foi demonstrado por Azzalin e seus colaboradores que os telémeros de
mamiferos sdo transcritos em moléculas de RNA constituidos por repeticBes
teloméricas (TERRA, do inglés Telomeric repeat-containing RNA) #%° As moléculas
TERRA ligam-se a cromatina nos telomeros desprotegendo as extremidades do

28

cromossomas “°. As proteinas SMG1, SMG6 e UPF1 regulam negativamente a

associacdo TERRA a cromatina, protegendo assim as extremidades dos
cromossomas da perda de telémeros . Foi também demonstrado que a replicagéo
eficiente de telémeros requer a existéncia da proteina UPF1 °® pois quando esta se
encontra em niveis baixos, os telomeros sao frageis refletindo defeitos associados a

sua replicacéo %,
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Figura 5: A proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1) e SMG1 estdo na interface de
processos importantes para a regulacdo génica e do genoma em células de mamiferos. A UPF1
esta envolvida em mdltiplas vias de vigilancia de &cido ribonucleico (RNA) e &cido desoxirribonucleico
(DNA). A UPF1 participa no processo de degradacéo do acido ribonucleico mensageiro (mMRNA do inglés
messenger ribonucleic acid) quando este € portador de um coddo de terminacdo prematuro (PTC do
inglés premature termination codon); a UPF1 é fosforilada pela SMG1, o que desencadeia a degradacéo
do mRNA portador de muta¢des nonsense (NMD do inglés nonsense-mediated mRNA decay); a UPF1
participa também na degradagdo do mRNA mediada pela proteina de ligacdo ao RNA, Staufen 1 (STAU1
do inglés double-stranded RNA-binding protein Staufen) (SMD do inglés Staufenl-mediated mRNA decay)
e na degradacdo do mRNA histénico, durante o qual a proteina UPF1 se liga a proteina de ligacdo ao
stem-loop (SLBP do inglés stem-loop binding protein) do mRNA. A UPF1 interfere também na replicacao
e reparagdo do DNA, estando associada a DNA polimerase (Pol) 6. Finalmente, as proteinas UPF1 e
SMG1 parecem funcionar na estabilidade do genoma, modulando a funcao da telomerase e regulando o
comprimento dos telémeros s

1.5.2 Traducdo mediada por IRES e UPF1

Tal como foi referido anteriormente, a traducdo mediada por IRES ocorre quando a

traducdo dependente de cap é inibida por condicdes ambientais hostis %70 A

7

maioria dos IRES celulares & encontrada em mRNA cujos produtos proteicos sao

necessarios para o crescimento celular e controlo da morte celular ****.

Sabe-se que a traducdo mediada por IRES é um importante mecanismo celular na
regulacdo da expressdo génica com significado em condi¢Bes fisioldgicas e/ou de

stress %3,
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UPF1 é uma proteina envolvida em varios mecanismos celulares, descritos
anteriormente com mais detalhe no capitulo 1.5.1 Proteina UPF1. Estudos recentes
propuseram que 0 mais provavel é que esta proteina use este mecanismo alternativo
de iniciacdo da traducdo para regular a sua expressdo em situacbes em que a
homeostase celular é afetada *’. De facto, observou-se que a atividade de traducéo
independente de cap mediada pela 5UTR do transcrito de UPF1 ocorre e é
semelhante em linhas celulares de cancro colo-retal e cancro do colo do Utero,
confirmando a capacidade da 5UTR de UPF1 mediar o inicio da traducdo
independente da estrutura cap *’. Tendo em conta que foram testadas vérias linhas
celulares, pode-se assim afirmar que a traducéo independente de cap de UPF1 nao é
especifica de tecido, mas um mecanismo omnipresente em todos os tipos celulares,
servindo como mecanismo regulador para sustentar a sintese de proteinas em
situacdes nas quais a proteina € necessaria, mas o0 mecanismo canonico de tradugéo
néo é exequivel ’. E o caso da progressdo entre as fases S e G2 no ciclo celular em
que a proteina UPF1 é necesséria e 0s seus nhiveis de expressdo sdo mantidos .
Além disso, esta proteina € expressa ha maioria dos tecidos em niveis médios a altos,
sugerindo que a sua regulagcdo deve ocorrer de maneira semelhante em diferentes

tecidos *’.

Foi também observado que a regiao 5UTR de UPF1 tem um promotor criptico
(essencial em toda a sua sequéncia) apresentando assim a capacidade de promover o

inicio da transcri¢éo a jusante do IRES *'.

Ainda sdo necesséario estudos mais aprofundados, no entanto, a estimulagéo
controlada ou a represséo do inicio da traducdo ndo canonica de proteinas, como a
UPF1, pode ser util para desenvolver novas terapias no combate a determinadas

patologias, nomeadamente, o cancro *’.

1.5.3 UPF1 e cancro

O cancro é uma das principais preocupacdes médicas mundiais, segundo a Agéncia
Internacional para a Investigagcdo do Cancro, da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). A mortalidade no ultimo ano atingiu aproximadamente de 10 milhdes de

pessoas e surgiram cerca de 19 milhées de novos casos da doenca.

A instabilidade do genoma € um pré-requisito para o desenvolvimento desta patologia
surgindo quando os sistemas de vigilancia, protecdo e manutencdo do genoma

falham, ndo conseguindo manter a sua integridade. A ineficacia destes sistema deve-
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se a defeitos herdados ou induzidos pela exposicdo a agentes ambientais (por ex.,

produtos quimicos, agentes bioldgicos e radiagéo) >

Tendo em conta o que ja foi referido, pode-se afirmar que UPF1 é considerada um
potencial supressor de tumor, pois regula negativamente a proliferacdo de células
malignas **"*. No entanto, estes genes nas células cancerigenas geralmente sofrem

mutacdes genéticas e modificacdes epigenéticas aberrantes ™.

A primeira publicacdo que refere a relacdo entre UPF1 e cancro foi descrita em

" O CAP é um tumor bastante

carcinoma adenoescamoso pancreatico (CAP)
agressivo, com prognostico reservado e elevado potencial metastatico. Liu e seus
colaboradores, detetaram que UPF1 é regulada negativamente no CAP e o gene de
UPF1 est4d comummente mutado neste tipo de tumor “®. Estas mutacdes vao alterar a
funcionalidade da proteina resultante, perturbando assim o processo de NMD, visto
UPF1 ser a proteina principal na regulacdo do mesmo %%, A descoberta de mutacdes
no gene UPF1 em CAP representa o primeiro exemplo conhecido de alteragbes
genéticas que podem interferir com o NMD, sendo consideradas, as primeiras

assinaturas moleculares deste tipo de carcinoma 2°3%7°,

A regulacdo negativa de UPF1 também foi observada em carcinoma hepatocelular
(CHC) ®. Chang e seus colaboradores verificaram que a regulacdo negativa de UPF1
estava associada a progressao maligna do CHC. O silenciamento epigenético do gene
UPF1 foi observado em linhas celulares de CHC com baixa expresséo proteica de
UPF1. Conclui-se assim, que o silenciamento de UPF1 pode ser necessario para a
tumorigénese e tem potencial para ser desenvolvido como um biomarcador para o
fen6tipo maligno do CHC, possuindo relevancia na previsdo do progndstico e
monotorizacdo da progressdo tumoral ?°. Foi também demonstrado que a regulago
negativa de UPF1 esta associado a diminuicdo da sobrevida das pacientes com este

tipo de carcinoma .

Segundo outros estudos, a regulacao negativa da UPF1 estd também associada a
cancro gastrico e correlacionada negativamente com a expressdo do transcrito 1
associado a metastases do adenocarcinoma pulmonar (MALAT1 do inglés metastasis
associated lung adenocarcinoma transcript 1) **. Este estudo refere que a baixa
expressdo de UPF1 interfere com o processo de NMD tal como acontece no CAP,
impedindo a degradacdo de MALAT1, sobre-expresso nas células cancerigenas *.

Ficou provado que UPF1l consegue controlar a expressdo de MALAT1 e
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consequentemente a via UPF1/MALATL1 pode ser um alvo terapéutico para o cancro

gastrico ®.

1.6 IRES e alvos terapéuticos

Como mencionado anteriormente, uma traducdo de mRNA mediada por IRES pode
contribuir para o desenvolvimento de patologias, nomeadamente cancro “>*°. Por este
motivo, elementos IRES podem ser estudados com um objetivo terapéutico ”’. Estes
estudos estdo centralizados em descobrir drogas/antagonistas que interrompam ou
impecam as interacdes do IRES com o ribossoma e/ou com fatores auxiliares na sua
funcéo . Temos como exemplos a utilizag&o de oligonucleotidos antisense que atuam
de duas formas diferentes, orientando e destruindo os IRES através de RNAses ou
impedindo a interagdo do IRES com o ribossoma e a utilizagdo de inibidores de
pequenas moléculas, cujo mecanismo de acdo ainda estd em estudo, no entanto
acredita-se que estes mecanismos sejam usados para impedir a ligacdo do ribossoma
com o mRNA, tendo assim a capacidade de inibir alguns IRES celulares cancerigenos,

nomeadamente c-myc e VEGF .

Apesar de tudo o que foi publicado, as terapias até agora existentes apresentam como
maior dificuldade a entrega eficiente das moléculas terapéuticas nas células alvo,

sendo necessario realizar mais estudos nesta area .

Por outro lado, os IRES podem ser utilizados para desenhar vetores multicistronicos

para promover a traducdo de véarios genes utilizando o mesmo mRNA (Figura 6) .

Gene A Gene B Gene C
IRES 1 IRES 2
Translation

initiations

AUG STOP AUG

n

TO

%

AUG STOP

| | |
Proteins ‘ @ O

Figura 6: Vetor multicistrénico baseado na entrada interna do ribossoma (IRES do inglés internal
ribosome entry site). O vetor baseado em IRES contém varios genes, separados por IRES, que estdo

23



|Tradugédo independente de cap da proteina humana up-frameshift 1 (UPF1) e cancro.

sob o controlo do mesmo promotor representado por Pr. Com esta unidade de transcrigédo, um Gnico acido
ribonucleico mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid) pode codificar genes diferentes. O
inicio da tradugdo ocorre na extremidade 5 pelo mecanismo dependente de cap, resultando na tradugéo
da primeira grelha de leitura (gene A). Ocorre o inicio de traducéo independente de cap em cada IRES
clonado, resultando na traducdo dos genes B e C, .

Como exemplo concreto desta metodologia, temos o vetor dicistrénico a expressar
FGF2 e a induzir um angiogénico rico em cisteina 61 (Cyr61 do inglés cysteine-rich
angiogenic inducer 61) num modelo de musculo isquémico dos membros posteriores
de camundongo, estimulando assim a angiogénese °. O uso deste vetor dicistronico
provou ser mais eficiente e exibir menos efeitos secundarios (mais seguro nos

ensaios clinicos) do que o uso de dois vetores monocistrénicos *°.

Existe uma grande especificidade de tradugéo tendo em conta o tecido e células onde
determinado gene é expresso . Este conceito de especificidade traducional do tecido

pode ser aplicada a terapéutica, acoplando IRES e promotores especificos de

determinado tecido criando assim vetores com maior seguranca e especificidade .

Dado que a traducao mediada por IRES é preferencial em condigbes de stress, 0s
vetores multicistronicos utilizando IRES podem ser utilizados no tratamento de
patologias onde o ambiente celular é desfavoravel como € o caso de patologias

isquémicas e cancro '®.
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2. Objetivos

Sob condi¢des desfavoraveis e privagdo de energia, a traducdo dependente de cap €
inibida e é a traducdo mediada por IRES que auxilia a sintese de proteinas-chave
envolvidas na resposta ao stress, crescimento celular e apoptose **“°*°. No cancro,
existem muitos MRNA, cuja expresséo esta desregulada e em que a tradugéo se inicia
com elementos IRES, o que pode contribuir para o desenvolvimento e a progresséo

tumoral %

A traducdo mediada por IRES parece desempenhar um papel
fundamental na promogdo da tumorigénese. E de extrema importancia o estudo da
regulacéo destes mMRNA tendo em conta os diferentes stresses a que as células sao

expostas e como a transformagéo neoplasica é desencadeada.

A UPF1 é uma proteina envolvida em diversos mecanismos relacionados com o
crescimento celular e manutencao da integridade gendmica e, como tal, é considerada

por alguns autores como uma proteina supressora de tumores 2°4261.62,

O grupo de investigacdo onde desenvolvemos o projeto verificou que a 5UTR de
UPF1 tem a capacidade de desencadear um mecanismo de traducdo mediado por

IRES; no entanto, ainda ndo sabemos qual a funcdo biolégica deste mecanismo o

O nosso objetivo geral foi investigar a funcéo biologica do IRES existente na 5’UTR de

UPF1 no processo de NMD. Para tal, propusemos os seguintes objetivos especificos:

Testar a relevancia da traducédo independente de cap de UPF1 para o NMD
guando as células sao submetidas a condi¢cbes de stress que inibem o inicio da
traducdo dependente de cap.

e Abordar as consequéncias funcionais da traducdo independente de cap de
UPF1 na progresséo do ciclo celular.

e Avaliar se/como a tradugdo nd&o-canonica de UPF1 contribui para a
sobrevivéncia, mobilidade, proliferacdo e capacidade de invasdo das células
cancerigenas.

e« Compreender ainda um possivel mecanismo que contribua para a

sobrevivéncia/morte das células cancerigenas ou para a sua

resisténcia/eficacia a terapéutica.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Construcéo dos plasmideos

O plasmideo monocistrénico com a ORF de UPF1 (pcDNA3-NG-UPF1-WT-Flag) foi
gentilmente cedido pelo Dr. Miahlemann, University of Bern, Switzerland. Este
plasmideo foi modificado no laboratério pela doutora Rafaela Lacerda, através da
técnica de SOEing PCR (PCR do inglés polymerase chain reaction), tendo sido
clonada a 5’'UTR da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin) (controlo
negativo) e a S UTR de UPF1l a montante da ORF de UPF1, originando dois
plasmideos distintos, pH3-HBB-UPF1-Flag e pH3-UPF1-UPF1-Flag, respetivamente
(Figura 7). Um hairpin loop estavel foi clonado a montante das 5’UTR de ambos os

plasmideos para impedir a reiniciacao da tradugao.

cw — ORF UPF1 pcDNA3-NG-UPF1-WT-Flag

CMV HBB 5'UTR ORF UPF1 pH3-HBB-UPF1-Flag

cMv Em ORF UPF1 Flag pH3-UPF1-UPF1-Flag

Figura 7: Representagcdo esquematica das construgdes plasmidicas monocistronicas com a grelha
de leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés
up-frameshift 1). Cada unidade transcricional usa o promotor do citomegalovirus (CMV), representado
pela primeira caixa cinzenta a esquerda da figura. As caixas pretas representam as diferentes sequéncias
clonadas a montante do codao de iniciacdo de UPF1. pH3-HBB-UPF1-Flag representa o plasmideo com a
regido 5 transcrita ndo-traduzida da beta-globina humana (HBB 5UTR), representando o controlo
negativo para a traducdo independente de cap e pH3-UPF1-UPF1-Flag representa o plasmideo clonado
com 5UTR de UPF1l. Ambos os plasmideos contém a sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria
formada no mRNA) estavel, que impede a reiniciagdo da tradugdo, clonada a montante da 5’UTR. Os trés
plasmideos representados na figura apresentam a ORF UPF1 (caixas cinzento-claras) ligada a sequéncia
Flag. O marcador Flag esta representado pelas caixas cinzentas a direita com «Flag» em branco, clonado
em fase com a ORF de UPF1, a jusante desta.

Ty

Como estratégia alternativa, foi construido no ambito deste projeto um plasmideo
dicistronico, em que o primeiro cistrdo é traduzido de forma dependente de cap e o
segundo cistrdo de forma independente de cap. Para este efeito, foi utilizado um
plasmideo contendo a ORF da proteina fluorescente verde (GFP do inglés green
fluorescent protein), gentilmente cedido pelo doutor Marco Candeias, Universidade de
Quioto, Japao. O plasmideos contendo a ORF de GFP e os plasmideos pH3-HBB-
UPF1-Flag e pH3-UPF1-UPF1-Flag foram digeridos com a enzima de restricdo HindllI

(New England Biolabs). O produto da digestéo foi separado por electroforese em gel
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de agarose 1,5% e as bandas correspondentes a GFP (720 pares de bases (bp do
inglés base pair)) e aos plasmideos pH3-HBB-UPF1-Flag e pH3-UPF1-UPF1-Flag
linearizados (~9 quilo pares de base (kb do inglés quilo base pair)) foram isoladas. As
bandas foram purificadas utilizando o kit DNA Clean & Concentrator™ -5 (Zymo
Research). A quantificacdo do DNA plasmidico foi realizada usando o aparelho
NanoDrop™ (Thermo Scientific), medindo a absorvancia a 260 nanémetros (nm). Ap6s
a quantificagdo, os fragmentos foram ligados na proporgdo 7:1 (inserto:vetor)
utilizando a enzima T4 ligase (NZYtech). Posteriormente, as células competentes de
E. coli NZY5a (NZYTech) foram transformadas com as construgbes acima
mencionadas. As bactérias foram cultivadas em placas de agar Luria-Bertani (LB)
suplementadas com 100 ug/mL de ampicilina, over-night (ON) a 37 °C. ApGs este
periodo, foram selecionadas 4 col6nias de cada placa e o DNA plasmidico foi extraido
utilizando o kit de NZYMiniprep (NZYTech) de acordo com as instrugfes do fabricante.
A selecdo das colbnias positivas foi realizada por digestdo enzimatica com a enzima
Hindlll, sendo o critério de selecdo a presenca de uma banda com ~720 bp, que
corresponderia & ORF de GPF. O DNA plasmidico dessas colénias foi sequenciado
por sequenciacdo de Sanger. Os plasmideos resultantes foram designados pGFP-H3-
HBB-UPF1-Flag e pGFP-H3-UPF1-UPF1-Flag (Figura 8).

cmv orrupr1 B poFP-Ha-HBB.UPF1-Fiag
cMv -—_—E—m ORF UPF1 m— PGFP-H3-UPF1-UPF1-Flag

Figura 8: Representacdo esquematica das construcdes dicistronicas. GFP (do inglés green
fluorescente protein) representa o cistréo traduzido de forma dependente da estrutura cap, que codifica
para a proteina verde fluorescente (caixas cinzento-escuras). ORF UPF1 representa a grelha de leitura
aberta (ORF do inglés open reading frame) da regido codificante da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do
inglés up-frameshift 1) (caixas cinzento-claras a direita na figura). As caixas cinzento-claras a esquerda na
figura representam o promotor do citomegalovirus (CMV). As caixas pretas representam as diferentes
sequéncias clonadas a montante do codao de iniciacdo de UPF1. pGFP-H3-HBB-UPF1-Flag representa o
plasmideo com a regido 5 transcrita ndo-traduzida da beta-globina humana (HBB 5’'UTR) e pGFP-H3-
UPF1-UPF1-Flag representa o plasmideo com a 5UTR de UPF1l. Ambos os plasmideos contém a
sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA) estavel, que impede a reiniciacdo da
traducdo, clonada a jusante do cistrdo da GFP. Ambos os plasmideos tém um marcador Flag (caixas
cinzentas com «Flag» em branco) clonado em fase com a ORF de UPF1, a jusante desta. Estes
construtos tém como finalidade testar a funcéo biologica da traducéo independente da estrutura cap.

Todos os plasmideos foram sequenciados pelo método de Sanger para verificar a
correcdo das sequéncias. Foram utilizados primers para diferentes locais dos

plasmideos em estudo (

Tabela 1). Os primers #1, #2, #3, #4 e #5 utilizaram-se para verificar a sequéncia

inicial do plasmideo, nomeadamente a integridade do promotor, sequéncia de hairpin,
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sequéncia da respetiva 5’UTR clonada e ATG no seu contexto de iniciacdo de
traducédo. Foram verificadas as regides de juncdo entre as diferentes sequéncias
anteriormente referidos, bem como a grelha de leitura aberta de UPF1. Os primers #6
e #7 foram utilizados para verificar a regido final do gene permitindo observar a

presenca do Flag e codéao stop.

Tabela 1| Primers utilizados na sequenciagéo dos plasmideos em estudo.

Designacao do Primer Sequéncia do primer na dire¢dao 5°— 3’

#1 TTGACGCAAATGGGCGGTAG

#2 GAGTTCGAGTTCACCGACTTTACT
#3 GAACCCACTGCTTACTGGCTTATCG
#4 GTCTTGGCTACACTGTCGTCCACA
#5 TAATACGACTCACTATAGGG

#6 CTAGAAGGCACAGTCGAGG

#7 AATCACAAATCGACGTGGCGCTCTC

3.2 Cultura celular

As células derivadas de uma linha celular de cancro cervical humano (HelLa do inglés
human cervical cancer-derived cell line) foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco) suplementado com soro bovino fetal (FBS do inglés
fetal bovine serum) (Gibco) a 10% volume/volume (v/v). As células foram mantidas a
37 °C com 5% de diéxido de carbono (CO,) em atmosfera humida; o meio foi trocado a
cada dois ou trés dias dependendo da confluéncia celular. Para transfegéo, as células
foram cultivadas em placas de 35 milimetros (mm) durante 24 h, atingindo confluéncia
celular de ~30-40%, para transfecdo com acido ribonucleico de interferéncia (siRNA do
inglés small interfering RNA), ou ~70-80%, para transfecdo com DNA plasmidico ou

MRNA transcrito in vitro.

3.3 Transcrig&o in vitro

O primeiro passo da transcricdo in vitro passa pela linearizacdo do plasmideo, para tal
utilizou-se a enzima de restricdo Pvul (New England Biolabs) cujo local de restricao
esta apos a sequéncia Flag. Os fragmentos linearizados foram purificados com DNA
Clean & Concentrator ™-5 (Zymo Research) e 1 ug deste produto purificado foi
transcrito in vitro com o kit T7 Quick High Yield RNA Synthesis (New England Biolabs)

de acordo com as instrucbes do fabricante. Para cada mRNA transcrito, foram
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utilizadas duas estruturas cap diferentes, de acordo com as instrucdes do fabricante
(New England Biolabs). m’G(5")ppp(5)G RNA (m’G do inglés 7-methylguanosine)
representa uma estrutura andloga ao cap e G(5)ppp(5)A RNA, representa uma
estrutura nao-funcional andloga ao cap. As amostras de RNA foram tratadas com
Turbo DNase (Ambion) para degradar possiveis vestigios de DNA nas amostras e, em
seguida, foram poli-adeniladas com E. coli Poly(A) Polymerase (New England Biolabs),
de acordo com as instrugcdes do fabricante. Os transcritos resultantes foram
purificados por extracdo com fenol/cloroférmio (pH 4,7, Ambion), precipitados com
etanol absoluto e eluidos em &gua livre de RNAses de acordo com procedimentos
convencionais. A qualidade de todos os transcritos obtidos foi analisada por

eletroforese em gel desnaturante de agarose-formaldeido.

3.4 Desenho de siRNA para a 3’'UTR do mRNA de UPF1

Com o objetivo de avaliar apenas a traducédo independente de cap de UPF1, foi
necessario fazer KD do mRNA endégeno de UPF1l. Para esse efeito, foram
desenhados siRNA dirigidos a 3’UTR do mRNA referido anteriormente.
Para desenhar 0s SiRNA recorreu-se ao software
http://www.rnaiweb.com/RNAI/siRNA_Design/, seguindo as seguintes indicagdes:
¢ Identificar uma regidao AA (N19), TT ou NA (N21) ou NAR (N17) YNN, onde N
€ gualquer nucledétido, R é purina (A, G) e Y é pirimidina (C, U)
¢ SiRNA com contetdo de G + C entre 35-60%
¢ Evitar locais de 4 ou mais repeticdes de nucleétidos
o Evitar sequéncias que compartilhem um certo grau de homologia com outros
genes
Para avaliar a homologia com outras sequéncias, foi utilizada a ferramenta NCBI Blast
(Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn)). Apds avaliar estas caracteristicas, foram
identificados 2 siRNA que cumpriam todos o0s critérios acima mencionados (Tabela 2).
Aos siRNA foram adicionados prolongamentos de 3'-dTdT, sendo sintetizados em

duplex e anelados (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 2| siRNA direcionados a 3’'UTR de UPFL1.

Designacgao do siRNA SiRNA na diregao 5 —3’ Conteudo GC
siRNA UPF1 3’'UTR 1 CGCCUGGCUUGGGGUGUCA 56.5%
SiRNA UPF1 3’UTR 2 GAGCUAAGCAACGUGGC 47.8%
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3.5 Transfecdo celular com DNA plasmidico, mRNA transcrito
in vitro ou siRNA

A transfecdo celular foi realizada utilizando o reagente de transfecdo Lipofectamine
2000 (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Transfetou-se 1,5 ug de
DNA ou 4 pg de mRNA transcrito in vitro. Sumariamente, por cada placa de 35 mm: o
material a transfetar foi diluido em 250 mL de meio Optimem (solugédo 1) e 4 mL de
Lipofectamine foram diluidos em 250 mL de Optimem (solu¢do 2). Ap6és 5 minutos
(min) de incubacgéo da solugéo 2, juntaram-se ambas as solu¢des e deixou-se incubar
por 20 min a temperatura ambiente (TA). Durante o periodo de incubacéo efetuou-se a
troca de meios as placas de cultura celular. Apos o periodo de incubagéo a transfecéo
celular foi realizada gota a gota e as células foram incubadas entre 20 a 24 h no caso
da transfecéo ser realizada com DNA plasmidico e entre 4 a 8 h se a transfecao for
com mRNA transcrito in vitro. Durante os periodos anteriormente referidos as células

foram mantidas a 37 °C com 5% de CO, em atmosfera humida.

No caso dos siRNA, as células foram transfretadas com 200 pmol de cada siRNA.
Vinte e quatro horas apoés a primeira transfecdo as células foram transfetadas com um
reforgo do siRNA (50 pmol, 75 pmol ou 100 pmol) juntamente com os plasmideos de
interesse. As células foram colhidas 48 h ap6s a primeira transfecdo com siRNA.
Quando a atividade experimental necessita de uma transfecdo de mRNA e 0 mesmo é
transcrito in vitro, a transfecéo é realizada ~40 h apés a transfecdo com o siRNA e as

células sédo colhidas 4 a 8 h apos a ultima transfecao.

3.6 Western blot

As amostras foram lisadas em tampé&o de amostra de Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)
(5%, vlv; NZYTech) e posteriormente desnaturadas a 95 °C durante 15 min. As
proteinas da amostra foram separadas de acordo com o peso molecular através da
eletroforese em gel de 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE) durante 1 h com uma
voltagem de 100 volts e transferidas cerca de 1 h para membranas de difluoreto de
polivinilideno (PVDF; Bio-Rad) a uma amperagem fixa de 20 miliamperes. As
membranas foram previamente ativadas com metanol e apos transferéncia foram
bloqueadas tendo em conta as proteinas a detetar (Tabela 3). ApGs bloqueio da
membrana, 0os anticorpos primarios e secundarios foram incubados de acordo com as

indicacdes do fabricante.
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Tabela 3| Anticorpos usados neste estudo e condi¢g8es de utilizagdo dos mesmos na técnica de
Western blot. Os anticorpos anti-UPF1 e anti-Flag foram utilizados como anticorpos primérios e os
anticorpos anti-lgG de rato e anti-IgG de coelho foram utilizados como anticorpos secundarios; o anticorpo
anti-a-tubulina foi utilizado como controlo interno da quantidade de proteina analisada em cada canal

Anticorpo Diluicéo Tampado a utilizar Condigdes

BSA 5% peso/volume (p/v) em 1x
1: 250 (v/v) TBS Tween a 0,1% (v/v) (Sigma- ON, 4 °C
Aldrich)

Anti-UPF1 (sintetizado em
coelho, Cell Signaling)

Leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em
Anti-FLAG (sintetizado emrato, | 1:1000 | 1x (v/v) TBS Tween 20 a 0,1% (v/v) lhaTA
Sigma-Aldrich) (Sigma-Aldrich)

Leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em
1:50 000 | 1x (v/v) TBS Tween 20 a 0,1% (v/v) 1haTA
(Sigma-Aldrich)

Anti-a-tubulina (sintetizado em
murganho, Sigma-Aldrich)

. . o
Anti-IgG de rato (anticorpo Leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em 1h & TA, com

- . 1: 4000 1x (v/iv) TBS Tween 20 a 0,1% (v/v)
secundario conjugados com agitacdo suave

peroxidase, Bio-Rad) (Sigma-Aldrich)

. . o
Anti-lgG de coelho (anticorpo Leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em 1h & TA. com

- . 1:3000 1x (v/v) TBS Tween 20 a 0,1% (v/v) )
secundario conjugados com agitacdo suave
. . i -Aldrich
peroxidase, Bio-Rad) (Sigma-Aldrich)

A imunodetegéo foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando o sistema de
luminescéncia eletroquimica (ECL). Foram utilizados quatro reagentes: reagente ECL,
luminol, peroxido de hidrogénio e &cido cumérico que originaram duas solugdes
extemporaneas colocadas em contacto com a membrana de PVDF. A degradacdo do
peroxido de hidrogénio em hidrogénio e oxigénio foi provocada pela peroxidase
existente nos anticorpos secundarios; O oxigénio reagiu com o luminol queimando a
chapa de revelacdo (chapa de raio X) tendo em conta a quantidade de proteina
existente. O tempo de contacto entre solugcbes e membrana depende do anticorpo a
revelar. As chapas de raio X foram reveladas no processador de raios X da Kodak
Medical (Carestream Health).
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3.7 Extracdo de RNA

Para efetuar a extragdo de RNA as células foram lisadas com um tampéao de lise (PLB
do inglés passive lysis buffer). O RNA total das células transfetadas foi isolado
utilizando o kit de extracdo de RNA Nucleospin Il (Macherey-Nagel), seguindo as
instru¢@es do fabricante. Quando necessério, as amostras foram tratadas com DNase |
livre de RNases (Ambion) e o RNA foi purificado com igual quantidade de
fenol/cloroférmio, pH 4,7 (Ambion), precipitado com etanol absoluto e eluido em agua
livre de RNases de acordo com procedimentos padréo.

3.8 Sintese de cDNA e PCR em tempo real (RT-qPCR)

A cadeia simples de DNA complementar do mRNA (cDNA, do inglés mRNA-
complementary DNA) foi sintetizada com 1 ug de RNA total pela transcriptase reversa
(RT, do inglés reverse transcription, NZYtech) de acordo com as instru¢bes do
fabricante. A reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR do inglés
Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction ) foi realizada num equipamento
ABI7500 (Applied Biosystems) com SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). A expressao do gene alvo foi normalizada a do gene GAPDH e os dados
foram analisados pelo método AACt %,

Os valores de Ct dos amplicbes de mRNA de UPF1 ou GADD45A foram comparados
com o respetivo homélogo nas condi¢des de siRNA de Lucifrase (Luc), arbitrariamente
definidos como 1. As eficiéncias de amplificagdo de cada par de primers foram
determinadas pelas respetivas curvas de calibracdo. As sequéncias dos primers
utilizados estdo disponiveis na Tabela 4. E de ressalvar que foram realizadas 3
experiéncias independentes e como controlo de contaminagdo com DNA, foi realizado

um PCR em que ndo incluimos a enzima transcriptase reversa na sintese de cDNA.

Tabela 4| Sequéncias de primers utilizados na gPCR na dire¢ao 5— 3’.

Designhacéo do

) Primer Foward_F Primer Reverse_ R
Primer
UPF1-RT CTACCAGGAGGTGGAGATCG GCACACAGGACAGGATGATG
GADDA45A-RT GGAGGAATTCTCGGCTGGAG CGTTATCGGGGTCGACGTT
GAPDH-RT CCATGAGAAGTATGACAACAGCC | GGGTGCTAAGCAGTTGGTG
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3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste t de Student foi
utilizado para estimativa da significancia estatistica. Para a andlise estatistica foi

definida uma significancia de p <0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados anteriores

4.1.1 Capacidade da 5’UTR de UPF1 de induzir a atividade de
FLuc num contexto dicistronico

Foi estudado na tese de doutoramento da doutora Rafaela Lacerda, a capacidade da
5UTR de UPF1 para iniciar a traducdo independente de cap. Para testar esta
capacidade foram utilizadas as constru¢des plasmidicas presentes na Figura 9. Nestes
construtos, a traducdo de Renilla luciferase (RLuc) é dependente de cap
representando um controlo interno a atividade experimental, no entanto, a Firefly
luciferase (FLuc) é traduzida de maneira independente de cap, apenas se a sequéncia
clonada a montante desta o permitir. E de salientar que a transcricdo do construto
dicistronico esta sob o controlo do promotor e intensificador SV40 e que o hairpin

clonado a jusante da ORF de RLuc impede eventos de reiniciagdo da traducao.

)

PR_F - _D_‘ RLuc |._ | FLuc R
)

pR_HMBB_F _ _ _ _D._‘ Riue | LIEEEDR FLuc R
)

PR_MYC_F _ _ _ _D_{ (T LY c-MYCIRES FLuc I
)

PR_EMCV_F_ _ _ —D—{ Rie LGRS FLuc -
)

PR_UPF1_F _ __ —D—{ Rlue [P werisutr | FLuc - --

Figura 9: Representagdo esquemaética dos vetores utilizados para verificar se a regido 5’ transcrita
ndo-traduzida (UTR do inglés untranslated region) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-
frameshift 1) é capaz de iniciar a traducédo independente de cap. RLuc (Renilla luciferase) é o cistréo
traduzido de forma dependente de cap - caixa amarela. FLuc (Firefly luciferase) é o cistrdo traduzido de
forma independente de cap — caixa verde. Os tridngulos pretos com “P” branco simbolizam o promotor de
SV40. As caixas existentes em diferentes tons de azul representam as diferentes sequéncias clonadas a
montante do codao de iniciacdo (ATG) de FLuc. pR_F é o vetor vazio; pR_HBB_F, é o vetor contendo o
5’'UTR da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), e é o controlo negativo da atividade
independente de cap; pR_MYC_F é o vetor que contem o local interno de entrada do ribossoma (IRES do
inglés internal ribosome entry site) de c-MYC e o controlo positivo para a atividade independente de cap;
pR_EMCV_F é o vetor que contem o IRES de EMCV e o controlo positivo da atividade de IRES viral;
pR_UPF1_F, o vetor que contem a 5'UTR de UPF1, sequéncia em estudo. Todas as constru¢des contém

um hairpin estavel a jusante do cistrdo RLuc para impedir a reiniciacdo da traducdo (Figura adaptada de
17
).
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Tendo por base o que foi escrito anteriormente foram utilizados 5 construtos
diferentes, nomeadamente, o vetor vazio, pR_F, controlo negativo para qualquer
atividade ndo candnica, pois ndo contém nenhuma insercao entre as sequéncias das
ORF de RLuc e FLuc. O vetor que contém a 5'UTR de HBB, pR_HBB_F, foi
considerado o controlo negativo para o inicio da traducdo ndo canonica, porque ndo
pode mediar mecanismos alternativos de inicio da traducdo. O controlo positivo para a
atividade de traducdo ndo candnica € o construto pR_MYC_F que contém uma
sequéncia IRES na 5'UTR de c-Myc . Como controlo positivo viral, foi utilizado o
construto pR_EMCV_F onde a sequéncia IRES presente é um elemento muito forte %,
fornecendo um controlo confidvel de que o sistema esta a funcionar corretamente. Por

fim, o construto pR_UPF1_F representa o vetor que foi estudado.

Apbs estabelecidos todos os controlos positivos e negativos necessarios para avaliar a
capacidade da 5'UTR de UPFL1 iniciar a tradugdo independente de cap, foram
transfetadas trés linhas celulares - Hela, linha celular derivada da mucosa intestinal
normal (NCM460 do inglés Human normal intestinal mucosa-derived cell line) e linha
celular derivada de carcinoma colorectal pré-metastatico (HCT116 do inglés Human
pre-metastatic colorectal carcinoma-derived cell line) - com o0s construtos presentes na
Figura 9. Por ensaios de luminometria, foi comparada a atividade relativa de FLuc de
cada uma das construcdes transfetadas com a expressao do vetor vazio. Em todas as
linhas celulares testadas, houve um aumento significativo na atividade relativa
(FLuc/RLuc) de pR_UPF1_F em comparag¢do com a de pR_F (Figura 10).

i Hela cells
M NCM460 cells
M HCT116 cells

120

Lad

100

FLuc/RLuc relative |uciferase activity (arbitrary units)

Figura 10: A expressédo da proteina reporter FLuc (Firefly luciferase) é mediada pela regido 5'
transcrita ndo traduzida (UTR do inglés untranslated region) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do
inglés up-frameshift 1) num contexto dicistronico. As células HelLa (barras verdes), NCM460 (barras
azuis) e HCT116 (barras vermelhas) foram transfetadas com o plasmideo contendo a 5'UTR de UPF1
(PR_UPF1_F) ou com um dos controlos usados na experiéncia: pR_F (plasmideo vazio), pR_HBB_F
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(plasmideo contendo a 5'UTR de HBB), pR_MYC_F (plasmideo contendo o IRES de c-Myc) ou
pR_EMCV_F (plasmideo contendo o IRES de EMCV). Os dados apresentados sdo o resultado de pelo
menos trés experiéncias independentes. Asteriscos (*) indicam significancia estatistica em relacdo ao
vetor vazio. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Figura adaptada de **).

Os resultados obtidos foram indicativos de que a 5'UTR de UPF1 foi capaz de iniciar
um mecanismo de traducdo ndo candnico responsavel pelo aumento da medicao de
atividade de FLuc. Além disso, este mecanismo parece ter sido mais forte nas células
normais, NCM460, do que nas células cancerigenas (HeLa e HCT116), pois o
aumento da atividade relativa de FLuc foi muito maior no primeiro tipo celular do que
no ultimo. Em relacédo as constru¢des que contém os controlos positivos e negativos
escolhidos para a atividade independente de cap, foi observado um aumento
significativo na atividade relativa de FLuc de construtos contendo as sequéncias IRES
de c-MYC e EMCV, mas ndo da que contém a sequéncia 5’UTR de HBB. Assim, 0s
resultados obtidos foram concordantes com os resultados esperados. A atividade
relativa de FLuc de pR_HBB_F foi semelhante a de pR_F em todas as linhas celulares
confirmando que a sequéncia 5’'UTR de HBB néo é capaz de mediar a tradugdo ndo
canonica. Nas trés linhas celulares analisadas, a atividade relativa de FLuc de
pR_UPF1_F foi maior que a de pR_MYC_F, mas menor que a de pR_EMCV_F.
Resumindo, o resultado desta experiéncia permitiu identificar a capacidade que a
5'UTR de UPF1 tem de induzir a expressao ndao canénica de FLuc tal como o IRES
existente em c-Myc e EMCV.

4.1.2 A existéncia de um promotor criptico na 5UTR de UPF1

O sistema dicistrénico, quando utilizado, pode gerar resultados falso-positivos devido a
existéncia de promotores cripticos. A existéncia de um promotor criptico na sequéncia
que foi estudada poderia originar um transcrito monocistrénico que codificasse apenas
FLuc, através do mecanismo de traducdo dependente de cap. Isto aumentaria
drasticamente os niveis de proteina FLuc medidos por ensaios de luminometria, pois
seriam o0 resultado do inicio da tradugdo dependente de cap do transcrito
monocistrénico juntamente com a possivel expressdo de FLuc resultante de um

mecanismo de traducéo independente de cap.

Para verificar se esta possibilidade existia, foi criada uma constru¢éo plasmidica sem
promotor contendo a 5'UTR de UPF1 para descartar a presenca de falsos positivos.
Como controlo positivo foi utilizado um construto contendo a 5'UTR de homélogo mutL
1 (MLH1 do inglés mutL Homolog 1), estudado e descrito como contendo um promotor
criptico %*%* (Figura 11).
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Figura 11: Representacdo esquematica das construcdes usadas para verificar se a regido 5'
transcrita ndo traduzida (UTR do inglés untranslated region) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do
inglés up-frameshift 1) contém um promotor criptico. RLuc (Renilla luciferase) é o cistrédo traduzido
dependente de cap - caixa amarela; FLuc (Firefly luciferase) é o cistrdo traduzido de forma independente
de cap. Os tridangulos pretos com “P” branco simbolizam o promotor SV40. As caixas em diferentes tons
de azul representam as diferentes sequéncias clonadas a montante do codao de iniciacdo, ATG de FLuc.
pR_F é o vetor vazio; pR_UPF1_F, o vetor que contém a 5'UTR de UPF1 sendo a sequéncia em estudo;
pR_MLH1_F, é o vetor que contém a 5'UTR de MLH1, e é o controlo positivo para a presenca de
promotor criptico. p-R_F, p-R_UPF1_F e p-R_MLH1_F s&o os plasmideos sem promotor. Todas as
constru¢des contém um hairpin estavel a jusante do cistrdo RLuc para impedir a reiniciacdo da tradugdo
(Figura adaptada de *").

Foram realizados ensaios laboratoriais nas trés linhas celulares referidas na
experiéncia anterior (HeLa, NCM460 e HCT116). As linhas celulares foram co-
transfetadas com cada uma das construgBes dicistronicas usadas para avaliar a
presenca de promotores cripticos e com o plasmideo que codifica a B-galactosidase
(pSV-B-Galactosidase da Promega, para controlar a eficiéncia de transfecéo celular).
Foram medidos os niveis relativos de expressdo de RLuc e FLuc em todas as linhas
celulares usadas anteriormente (Figura 12). Foi verificado que FLuc é expressa a partir
de construtos sem promotor contendo a 5'UTR de UPF1, o que indicou que esta
sequéncia foi capaz de conduzir a transcricdo e a producdo concomitante de um
transcrito monocistrénico que pode ser traduzido canonicamente (Figura 12). De facto,
os niveis de atividade relativa de FLuc do construto contendo o 5'UTR de MLH1 sem
promotor foram significativamente maiores que os do pR_F. Os niveis de atividade
relativa de FLuc de pR_MLH1_F também foram significativamente maiores do que os
do vetor vazio, como esperado, devido a presencga do promotor criptico anteriormente
descrito #¥#. Curiosamente, o pR_UPF1_F sem promotor também teve uma atividade
da proteina repérter FLuc em niveis significativamente maiores que os do p-R_F, em

todas as linhas celulares testadas. Este resultado sugeriu que a sequéncia 5'UTR de
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UPF1 contém uma regido promotora criptica que originou um transcrito monocistrénico
cuja traducédo ocorre de maneira dependente de cap. A presenca desse promotor
criptico originou resultados falso-positivos do sistema dicistronico, pois 0s niveis
relativos de expressdo de FLuc medidos a partir do transcrito monocistrénico que
codifica a ORF de FLuc mascaram apenas os niveis de atividade relativos de FLuc
derivados de um mecanismo putativo de iniciacdo da tradugdo mediado por 5'UTR de

UPF1 e o ultimo ndo pode ser detetado.

Para ultrapassar este problema, todas as experiéncias realizadas com a finalidade de
avaliar a traducéo independente de cap da 5'UTR de UPF1 foram realizadas utilizando

MRNA transcritos in vitro, para descartar a influéncia do promotor criptico.
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Figura 12: A regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR do inglés untranslated region) da proteina up-
frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1) contém um promotor criptico ativo em todas as
linhas celulares testadas. As células HelLa (A), NCM460 (B) e HCT116 (C) foram transfetadas com
construgdes contendo promotor (pR_F, pR_UPF1_F e pR_MLH1_F) ou constru¢gdes sem promotor (p-
R_F, p-R_UPF1_F e p-R_MLH1_F) e co-transfetadas com o plasmideo que codifica a -galactosidase
(vetor de controlo pSV-B-Galactosidase), um controlo interno para a eficiéncia da transfecdo. Os niveis
relativos de expressdo de RLuc (Renilla luciferase, verde escuro, azul escuro e vermelho) e FLuc (Firefly
luciferase, verde claro, azul claro e rosa) foram obtidos normalizando cada um deles ao de B-
galactosidase, todos medidos por ensaios de luminometria. Os dados apresentados sdo o resultado de
pelo menos trés experiéncias independentes. Asteriscos (*) indicam significancia estatistica em relagdo ao
vetor vazio. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Figura adaptada de **).
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4.2 Estabelecimento das condi¢cdes experimentais

Com este trabalho pretendemos compreender a relevancia biolégica do IRES existente
na 5’UTR de UPF1. Comegamos por investigar a contribuicdo de UPF1 traduzida de
forma néo canodnica na funcionalidade do mecanismo de NMD (Figura 13). Sabemos
que a UPF1 é a proteina principal no processo de NMD, como tal se esta estiver
silenciada, existe uma inibicio de NMD e consequente aumento dos seus alvos
naturais na célula. Contrariamente se UPF1 estiver a funcionar devidamente na célula
o0 processo de NMD ocorre sem interferéncia levando a uma diminuicdo da
concentracdo dos seus alvos naturais. Nesta experiéncia o que pretendemos é
silenciar a proteina UPF1 enddgena e promover a tradugdo de UPF1l de forma
independente de cap. Tendo em conta o que foi referido, quando realizamos o KD de
UPF1 endégena inibimos o processo de NMD e consequentemente os seus alvos
naturais ndo sao degradados. Ao promover a expressdao de UPF1l de forma
independente de cap esperamos que o processo de NMD seja restabelecido e
consequentemente 0s niveis dos seus alvos naturais voltem a diminuir. Assim,
conseguimos verificar se o IRES existente na 5UTR de UPFl1 é eficaz no

restabelecimento do mecanismo de NMD.

A knock-down de UPF1 endogena e estimulacao
knock-doumE SN da traducao de UPF1 independente de cap

Traducao independente de cap

Figura 13: Resumo do percurso experimental para verificar a eficiéncia do local interno de entrada
do ribossoma (IRES do inglés internal ribosome entry site) existente na regidao 5’ transcrita nao-
traduzida (UTR do inglés untranslated region) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-
frameshift 1). Ao realizar o silenciamento da traducdo de UPF1 enddgena é esperado que 0s niveis da
proteina UPF1 baixem e haja uma inibicdo do processo de degradacéo do acido ribonucleico mensageiro
(mRNA do inglés messenger ribonucleic acid) mediado por muta¢cdes nonsense (NMD do inglés
nonsense-mediated mRNA decay), consequentemente 0os MRNA alvo naturais de NMD n&do séo
degradados. Para promover a traducdo independente de cap, devemos silenciar a tradugcdo da UPF1
enddgena e promover a tradugdo ndo canonica desta proteina. Posteriormente, se UPF1 traduzida de
forma independente de cap for funcional na célula, esperamos que os niveis dos alvo naturais de NMD
baixem.

Para bloguear a expresséo da UPF1 enddgena, realizamos um KD do mRNA de UPF1
utilizando siRNA. Para promover a traducdo independente de cap, transfetamos as

células com os mMRNA transcritos in vitro a partir dos construtos da Figura 7, contendo
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a ORF de UPF1, prontos a serem traduzidos pela maquinaria celular. O mRNA
transfectado foi transcrito in vitro de forma a controlar falsos positivos, adicionando um

analogo de cap nao funcional, ndo identificado pela maquinaria celular.

Iniciamos o nosso trabalho laboratorial com o estabelecimento de todas as condicfes
experimentais necessarias, homeadamente, sequenciacdo das construcdes
plasmidicas existentes, verificacdo do tag Flag e selecdo do siRNA mais eficaz no KD

de UPF1 enddgeno.

4.2.1 Sequenciacgao das construcdes plasmidicas

Sequenciamos as construgdes plasmidicas, a utilizar a posteriori, pela metodologia de
sequenciacao de Sanger e verificAmos a sua integridade.

Na metodologia de sequenciagdo utilizdmos os primers referidos na tabela 1 e
verificAmos a integridade e existéncia de hairpin, ORF de UPF1, 5UTR HBB, 5UTR
UPF1 e tag Flag, Figura 14 a Figura 21.

ORF UPF1

l,.l,.ln:ﬂﬂm,uwm,UL.L,,.J .unﬂ.mz.,h.L,.MMmllulmaﬂuum

Figura 14: Cromatograma da sequenciag¢do do plasmideo pcDNA3-NG-UPF1-WT-Flag com o primer
#2. Cada pico colorido do cromatograma representa um nucleétido diferente, verde representa adenina
(A), azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢cdo dos nucleétidos na sequenciagdo. pcDNA3-NG-
UPF1-WT-Flag, representa o plasmideo monocistrénico que contém a grelha de leitura aberta (ORF do
inglés open reading frame) do gene de up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1) e a jusante o
marcador tag Flag clonado em fase com a ORF de UPF1. Verificagdo da integridade de parte da ORF de
UPF1, representada pela linha verde.
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ORF UPF1 tag Flag I

\ bl bl

Figura 15: Cromatograma da sequenciacéo do plasmideo pcDNA3-NG-UPF1-WT-Flag com o primer
#7. Cada pico colorido do cromatograma representa um nucleétido diferente, verde representa adenina
(A), azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posicdo dos nucledtidos na sequenciagdo. pcDNA3-NG-
UPF1-WT-Flag, representa o plasmideo monocistronico que contém a grelha de leitura aberta (ORF do
inglés open reading frame) do gene de up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1) e a jusante o
marcador tag Flag clonado em fase com a ORF de UPF1. Verificagdo da transi¢do entre a ORF de UPF1
e o tag Flag. Visualizacédo do tag Flag de forma integra. O tag Flag esta representado pela linha cor de
laranja terminando a sua sequéncia com o coddo stop (TAA). A linha verde representa a parte final da
ORF de UPF1.

Hairpin

110 120 130 140 150 160 170 180 190
crrce TTCTGCAGTPCGACGGTACC TG ACGC GCGCGCGC GTGEAGC GC GC GC GC GAAAGG ATCCATGEACCGE TCGAGCCC

Figura 16: Cromatograma da sequenciagao do plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag com o primer #1.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucleétido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢cdo dos nucledtidos na sequenciagao. pH3-HBB-UPF1-
Flag, representa o plasmideo monocistronico com a regido 5’ transcrita n&do-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), clonada a montante da
grelha de leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene de up-frameshift 1 (UPF1 do inglés
up-frameshift 1). O plasmideo contém um marcador Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e
uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA) estavel, clonada a montante da
respetiva 5’UTR que impede a reiniciacdo da tradugéo. Este construto representa o controlo negativo para
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a traducgédo independente de cap. A linha azul na figura representa a estrutura loop hairpin formada em
torno da sequéncia TGA visivel na posi¢éo 152-154.

5’'UTR HBB | ORF UPF1
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Figura 17: Cromatograma da sequencia¢gdo do plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag com o primer #3.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucledtido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢cdo dos nucleétidos na sequenciagao. pH3-HBB-UPF1-
Flag, representa o plasmideo monocistrénico com a regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), clonada a montante da
grelha de leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene de up-frameshift 1 (UPF1 do inglés
up-frameshift 1). O plasmideo contém um marcador Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e
uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA) estavel, clonada a montante da
respetiva 5’UTR que impede a reiniciacdo da tradugéo. Este construto representa o controlo negativo para
a traducdo independente de cap. Verificagdo da sequéncia 5UTR de HBB, representada pela linha
vermelha (50 nucleétidos) e inicio da ORF de UPF1 representada pela linha verde, justaposta a 5’UTR de
HBB.
ORF UPF1
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Figura 18: Cromatograma da sequenciagdo do plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag com o primer #3.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucledtido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢do dos nucleétidos na sequenciagdo. pH3-HBB-UPF1-
Flag, representa o plasmideo monocistrénico com a regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), clonada a montante da
grelha de leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene de up-frameshift 1 (UPF1 do inglés
up-frameshift 1). O plasmideo contém um marcador Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e
uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA) estavel, clonada a montante da
respetiva 5’UTR que impede a reiniciagdo da tradugdo. Este construto representa o controlo negativo para
a traducao independente de cap. Verificagdo de parte da ORF de UPF1, representada pela linha verde.
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43



|Tradugédo independente de cap da proteina humana up-frameshift 1 (UPF1) e cancro.

Hairpin
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Figura 19: Cromatograma da sequenciacdo do plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag com o primer #1.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucledtido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posicao dos nucleétidos na sequenciacdo. pH3-UPF1-UPF1-
Flag, € um plasmideo monocistrénico com a regido 5 transcrita nao-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), clonada a montante da grelha de
leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene UPF1. O plasmideo contém um marcador
Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria
formada no mRNA) estavel, clonada a montante da respetiva 5’UTR que impede a reiniciagédo da
traducdo. Este construto é o plasmideo em estudo para a tradugdo independente de cap. A linha azul na
figura representa a estrutura loop hairpin formada em torno da sequéncia TGA visivel na posi¢do 147-149.

S'UTR UPF1
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Figura 20: Cromatograma da sequenciagdo do plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag com o primer #3.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucledtido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢édo dos nucleétidos na sequenciacéo. pH3-UPF1-UPF1-
Flag, € um plasmideo monocistréonico com a regido 5 transcrita nado-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), clonada a montante da grelha de
leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene UPF1. O plasmideo contém um marcador
Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria
formada no mRNA) estavel, clonada a montante da respetiva 5UTR que impede a reiniciacdo da
traducdo. Este construto é o plasmideo em estudo para a traducéo independente de cap. Verificacdo do
inicio da 5’UTR de UPF1 representada pela linha amarela, esta estrutura tem cerca de 276 nucle6tidos.
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Figura 21: Cromatograma da sequenciagdo do plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag com o primer #3.
Cada pico colorido do cromatograma representa um nucleétido diferente, verde representa adenina (A),
azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A
numeracao existente na figura representa a posi¢do dos nucleétidos na sequenciacéo. pH3-UPF1-UPF1-
Flag, € um plasmideo monocistronico com a regido 5 transcrita nao-traduzida (UTR do inglés
untranslated region) da up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), clonada a montante da grelha de
leitura aberta (ORF do inglés open reading frame) do gene UPF1. O plasmideo contém um marcador
Flag, clonado em fase e a jusante da ORF de UPF1 e uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria
formada no mRNA) estavel, clonada a montante da respetiva 5’UTR que impede a reiniciagédo da
traducdo. Este construto é o plasmideo em estudo para a traducéo independente de cap. Verificagcdo do
fim da 5UTR de UPF1 representada pela linha amarela que € seguida do inicio da ORF de UPF1,
representada pela linha verde, iniciando a sua sequéncia com o codéo ATG.

4.2.2 Verificacao do tag Flag por WB

ApGs verificarmos as sequéncias dos plasmideos em estudo, procedemos a
verificacdo da detecdo do tag Flag pela técnica de WB. No plasmideo original, o
marcador Flag foi clonado em fase com a ORF de UPF1, justaposto ao final da mesma
antes do seu codao stop. Um codao stop foi adicionado ao final do tag Flag,
originando, assim, uma proteina de fusdo UPF1-Flag. A dete¢&o do tag Flag permite-

nos detetar a nossa proteina de estudo, UPFL1.

Para a realizacdo desta experiéncia transfetamos 1,5 ug de DNA plasmidico pH3-
HBB-UPF1-Flag ou pH3-UPF1-UPF1-Flag em células HeLa. As células foram colhidas
24 h ap6s a transfecao e realizamos um WB, (Figura 22). Como controlo negativo da
detecdo do tag Flag, usamos células que nao foram transfetadas, identificadas na
Figura 22 com NT (ndo transfetadas). A verificacdo do tag Flag permite detetar a
proteina de fusdao UPF1-Flag transfectada nas células e traduzida independente de
cap. Utilizamos a proteina a-tubulina como controlo interno da quantidade de proteina

analisada em cada canal.

Em ambos os plasmideos transfectados, verificAmos a existéncia da proteina de fusdo
UPF1-Flag através da detecdo do tag Flag, estes resultados permitem-nos afirmar

gue, esta proteina esté a ser produzida por ambos os plasmideos transfectados.
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Figura 22: Avaliagdo da expressdo da proteina de fusdo up-frameshift 1 — Flag (UPF1-Flag) em
células derivadas de uma linha celular de cancro cervical humano (HeLa do inglés human cervical
cancer-derived cell line). Foram transfectados os dois plasmideos em estudo, pH3-HBB-UPF1-Flag e
pH3-UPF1-UPF1-Flag. pH3-HBB-UPF1-Flag representa o plasmideo com a regido 5 transcrita ndo-
traduzida (UTR do inglés untranslated region) da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-
globin), representando o controlo negativo para a tradugdo independente de cap e pH3-UPF1-UPF1-Flag
representa o plasmideo clonado com 5’UTR de UPF1. Ambos os plasmideos contém a sequéncia de um
hairpin (estrutura secundéaria formada no mRNA) estavel, que impede a reiniciacao da traducao, clonada a
montante da 5’UTR e contém a ORF de UPF1 ligada a sequéncia Flag. O marcador Flag esta clonado em
fase com a ORF de UPF1, a jusante desta. Foram também avaliadas células ndo transfetadas,
identificadas com NT. A dete¢do da proteina de fusdo com 140 kDa foi observada especificamente nas
células onde os plasmideos foram transfectados. Nao se observou a dete¢do da proteina nas células NT.
A proteina a-tubulina (55 kDa) foi detetada uniformemente no WB servindo como controlo interno da
quantidade de proteina analisada em cada canal.

Apenas o plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag deveria levar & expressdo da proteina
UPF1-Flag, no entanto a transfecdo com o plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag também
permitiu a detecdo da mesma. Quando construimos o plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag
a intencdo era que este construto servisse como controlo negativo no nosso estudo,
pois a presenca do hairpin e da 5’UTR de HBB em conjunto, serviam como controlo

negativo a traducao independente de cap.

As estruturas de hairpin sdo frequentemente utilizadas como uma ferramenta de
inibicdo a traducdo dependente de cap por dissociagdo das subunidades ribossomais.
No entanto, a maquinaria celular conseguiu traduzir a proteina a partir do DNA
plasmidico transfectado. A 5UTR de HBB n&o tem capacidade de ser traduzida de
maneira independente de cap, sendo traduzida apenas via candnica. A presenca da
proteina de fusdo, UPF1-Flag, indicou-nos que o hairpin ndo estava a funcionar

devidamente, permitindo a traduc&o dependente de cap.

Existe um intervalo entre o promotor T7 e a estrutura hairpin (47 nucledétidos), bem
como entre a estrutura hairpin e a 5’UTR de HBB. Para que a estrutura hairpin seja
funcionalmente eficaz é necessario que esta se encontre na extremidade 5 do mRNA,
0 que ndo acontece — o intervalo entre a estrutura cap e o codao de iniciagdo (AUG) é

superior a 40 nucledtidos e, como tal, segundo a bibliografia estudada, o hairpin ndo
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esta a ser suficientemente forte para impedir que o ribossoma continue a leitura da

5'UTR permitindo a traduc&o candnica °.

Ao analisar os resultados de WB, verificAmos a presenca de proteina de fusdo UPF1-

Flag, quando as células sao transfetadas com o construto, pH3-UPF1-UPF1-Flag.

A presenca da proteina UPF1-Flag estava relacionada com trés acontecimentos
distintos: a) a estrutura hairpin ndo estava a funcionar, permitindo a reiniciagdo da
traducao; b) o promotor criptico existente na 5UTR de UPF1l estava a originar
transcritos com a capacidade de traducao candnica ou c) o IRES presente na 5UTR

de UPF1 estava a permitir a traduc&o independente de cap *'.

Tal como no plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag, no plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag
existe um intervalo de nucleétidos entre o promotor T7 e a estrutura hairpin (47
nucleétidos), bem como entre a estrutura hairpin e a 5UTR de UPF1 (25 nucleétidos)
(hairpin - ATG UPF1 — 300 nucleétidos). A estrutura hairpin ndo esta a ser
suficientemente forte para impedir que o ribossoma continue a leitura da 5UTR e
consequentemente impedir a tradugdo canodnica em nenhum dos plasmideos
estudados ®. Para que a estrutura hairpin passasse a ser funcional era necessario

eleminar o intervalo entre sequéncias nos plasmideos.

A detecdo da proteina de fusdo pode também estar relacionada com o promotor
criptico existente na 5UTR de UPF1 e com a capacidade deste originar transcritos
com a capacidade de traducdo candnica, este resultado ja estava previsto em
trabalhos anteriores desenvolvidos no laboratério. Para contornar esta situagéo
pudemos transfetar as células com mRNA transcrito in vitro, eliminando a hipétese da

traducao a partir do promotor criptico existente na 5’UTR de UPF1.

O ideal seria de facto apenas existir proteina de fusdo UPF1-Flag devido a tradugéo

independente de cap através do IRES presente na 5’UTR de UPF1.

Apesar de todos os resultados apresentados e discutidos, o objetivo da atividade
experimental foi conseguido, pois foi possivel detetar a nossa proteina em estudo,

UPF1 através da detecao do Flag.

4.2.3 Teste da eficiéncia dos siRNA no silenciamento de
UPF1

Com o objetivo de silenciar a traducdo de UPF1 enddgena, decidiu-se utilizar a técnica
de silenciamento com siRNA. A 3'UTR dos construtos transfectados é diferente da

3’'UTR de UPF1 endbgeno, como tal, decidimos que este seria o local preferencial de
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ancoragem do siRNA afetando apenas UPF1 enddgeno e deixando assim, o mRNA

dos construtos transfectados imune ao KD e livres para uma traducdo ndo candnica.

Uma das regras para desenhar siRNA é nao atingir as UTR do transcrito, pois existe
uma grande diminuicdo do KD causado pelo siRNA. No entanto, a Unica sequéncia
que diferenciava o mRNA endogeno dos transcritos transfectados era a 3'UTR, como
tal, foram entdo desenhados dois siRNA para a 3'UTR de UPF1 enddgeno, a fim de
silenciar a traducdo da proteina, siRNA UPF1 3'UTR 1 e siRNA UPF1 3UTR 2. A
eficacia destes dois siRNA foi testada comparativamente a um siRNA que tem a ORF
da UPF1 como local de ancoragem — siRNA UPF1 AAT.

Para verificar a eficacia destes siRNA foi efetuado um ensaio experimental com
transfecdo de 200 pmol de cada siRNA mencionado anteriormente e, refor¢co de
transfecdo, 24 h depois com 50 pmol de cada siRNA. As células foram colhidas 24 h

apos a transfecao e foi realizado um WB (Figura 23A).

Como controlo negativo de silenciamento da proteina utilizdmos as células que apenas
foram transfetadas com o siRNA da luciferase, provocando o stress de transfecdo mas
sem resultado esperado no silenciamento da traducdo da proteina em estudo, (SIRNA
LUC). Como controlo positivo para o silenciamento da tradugéo proteica de UPF1
temos o siRNA dirigido & ORF da proteina, (sSiRNA UPF1 AAT). Como controlo do WB
utilizdmos a detecao da proteina a-tubulina, sendo considerada um controlo interno da
gquantidade de proteina analisada em cada canal. Foram realizadas trés experiéncias

independes em células HelLa.

Através da andlise do WB conseguimos verificar que dos siRNA desenhados para a
3UTR de UPF1, o que apresenta um silenciamento mais eficaz, ou seja mais
concordante com o silenciamento da proteina pelo siRNA UPF1 AAT é o siRNA UPF1
3UTR 1. Em contrapartida, o siRNA UPF1 3'UTR 2 apresenta resultados mais
concordantes com o nosso controlo negativo, SiRNA LUC, existindo um silenciamento
menos eficiente. A detecéo da proteina a-tubulina indica-nos a quantidade de proteina

aplicada no gel, e serve também como controlo interno a técnica de detecao.

Para confirmar a eficacia e a especificidade dos siRNA, procedemos a andlise do
MRNA de UPF1 por RT-gPCR. Para tal, extraimos RNA total do restante das
amostras utilizadas na experiéncia da Figura 23A, sintetizamos cDNA e procedemos
ao RT-gPCR utilizando primers especificos para UPF1 e GAPDH (controlo interno).
Os niveis de mRNA de UPF1 foram normalizados aos niveis de GAPDH e

posteriormente comparados com 0s niveis em que ndo houve silenciamento de UPF1
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(LUC, controlo), representado com niveis relativos de mRNA igual a 1. Como
observado no grafico da Figura 23B, os niveis relativos de mRNA de UPF1 com o
silenciamento de siRNA UPF1 AAT tiveram uma reducdo de 60%, enquanto que 0s
siRNA para a 3’'UTR 1 e 2, tiveram uma reducdo de aproximadamente 40% nos niveis
de mRNA detetados.
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Figura 23: Avaliacdo da expressao da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), e
dos niveis de &cido ribonucleico mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid) de
UPF1 apés silenciamento com &cido ribonucleico de interferéncia (siRNA do inglés small
interfering RNA) em células derivadas de uma linha celular de cancro cervical humano (HelLa do
inglés human cervical cancer-derived cell line). A - Avaliacdo da expressdo da proteina UPF1
enddgena, apos silenciamento com siRNA em células HelLa por Western blot (WB) para detecdo da
proteina UPF1 (140 kDa) apds silenciamento da mesma com siRNA dirigidos a 3UTR ou a ORF de
UPF1. Para silenciamento de UPF1 foram utilizados 3 siRNA: dois siRNAs dirigidos a 3'UTR, designados
de siRNA UPF1 3'UTR 1 e siRNA UPF1 3'UTR 2 (siRNA a testar) e um siRNA dirigido a ORF, designado
por siRNA AAT, servindo como controlo positivo ao silenciamento de UPF1. Foi utilizado um siRNA da
LUC servindo como controlo negativo. A dete¢cdo da proteina a-tubulina (55 kDa) no WB serve como
controlo interno da quantidade de proteina analisada em cada canal na técnica de WB. A presenga ou
auséncia do siRNA transfectado é identificada na figura pelos sinais + (presenca) e — (auséncia). B -
Analise dos niveis de mMRNA de UPF1 enddgena ap0s silenciamento com siRNA em células Hela através
da técnica de PCR em tempo real utilizando a transcriptase reversa (RT-qPCR). Analise os niveis de
mRNA de UPF1 existentes apds o silenciamento da proteina com o siRNA correspondente. No eixo das
abcissas temos representados os diferentes siRNA utilizados: siRNA LUC (controlo negativo), siRNA
UPF1 AAT (siRNA dirigido a ORF de UPF1, serve como controlo positivo ao silenciamento de UPF1),
siRNA UPF1 3UTR 1 e siRNA UPF1 3UTR 2 (siRNA dirigidos a 3'UTR de UPF1). No eixo das
coordenadas temos representado os niveis relativos de mRNA de UPF1l, onde o maximo esta
representado por 1.0. O * representa os resultados estatisticamente significativos, com p<0,05.

Como esperavamos, os siRNA desenhados para 0o mRNA de UPF1 fizeram diminuir o
nivel de mRNA de UPFL1. Os niveis de mRNA de UPF1 apés KD com o siRNA dirigido
a regiao codificante de UPF1 sdo menores, ou seja o SiRNA é mais eficaz, do que com
o KD com siRNA dirigido & 3'UTR, tal como esperavamos . Em relacdo aos siRNA
dirigidos a 3'UTR, estes apresentaram uma eficiéncia de KD semelhante quando

observamos os niveis de mRNA de UPF1. Tendo em conta o que referimos
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anteriormente e os niveis proteicos de UPF1 apresentados por WB, decidimos utilizar
0 siRNA UPF1 3UTR 1.

Apos escolha do siRNA mais adequado, verificamos qual o reforco de siRNA mais
eficaz no silenciamento de UPF1, tendo em conta que o pretendiamos era 0 maximo

de silenciamento possivel de UPF1 enddgeno e o minimo de morte celular.

Nos mesmos termos da atividade experimental anterior, transfetamos células HelLa e
realizamos uma experiéncia onde testdmos 3 reforcos diferentes de siRNA: 50 pmol,

75 pmol e 100 pmol.

Ao observarmos o0s resultados da técnica de WB representados na Figura 24,
verificamos, que tendo em conta a morte celular provocada pelo stress induzido nas
células com a transfecdo, visivel através dos niveis de proteina existentes com o
silenciamento de siRNA LUC, o siRNA UPF1 3'UTR 1 com o reforco de 75 pmol ¢é a

condigéo de silenciamento que apresenta melhores resultados de KD.
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Figura 24: Avaliacdo da expressdo da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1)
enddgena, apos silenciamento com &cido ribonucleico de interferéncia (siRNA do inglés small
interfering RNA) com diferentes reforcos em células derivadas de uma linha celular de cancro
cervical humano (HeLa do inglés human cervical cancer-derived cell line). A — reforco com 50 pmol
de siRNA, B — reforco com 75 pmol de siRNA; C - reforco com 100 pmol de siRNA. Western blot para
detecdo da proteina UPF1 (140 kDa) apods silenciamento da mesma com siRNA dirigidos a 3UTR e a
ORF de UPFL1. Para silenciamento de UPF1 foram utilizados 3 siRNA: dois siRNA dirigidos a 3’'UTR de
UPF1, designados de siRNA UPF1 3'UTR 1 e siRNA UPF1 3'UTR 2 e um siRNA dirigido a ORF,
designado por siRNA AAT, servindo como controlo positivo ao silenciamento de UPF1. Foi utilizado um
siRNA da LUC servindo como controlo negativo. A transfecdo celular foi realizada com 200 pmol de
siRNA e o reforco de silenciamento com 50 pmol, 75 pmol ou 100 pmol do correspondente siRNA. A
detecdo da proteina a-tubulina (55 kDa) no WB serve como controlo interno da quantidade de proteina
analisada em cada canal. A presenca ou auséncia do siRNA transfectado é identificada na figura pelos
sinais + (presenca) e — (auséncia).

A transfecédo celular de siRNA requer a utilizacdo de um reagente de transfecao, neste
caso, utilizamos, Lipofectamine 2000. A administracdo destes componentes nas

células pode causar morte celular, tendo em conta a concentracdo de ambos e o

tempo de exposicdo das células aos mesmos ¥'.

Nas células transfetadas com o siRNA LUC, nos refor¢cos de 50 pmol e 75 pmol, o
stress provocado nas células com a transfecdo ndo € significativo relativamente a

morte celular, no entanto, quando as células sdo transfetadas com o reforco de 100
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pmol de siRNA, a morte celular ja é evidente, sendo comprovada pelos baixos niveis
de expressao de a-tubulina. Como esperdvamos o silenciamento com o siRNA UPF1
AAT € bastante eficaz com todos os reforgos utilizados. Comparando este
silenciamento com o silenciamento do siRNA UPF1 3'UTR 1, este ultimo apresenta
melhores resultados com o reforco de 75 pmol tendo em conta o silenciamento da

proteina.

Apbs analisarmos tudo o que foi descrito anteriormente, resolvemos utilizar siRNA
UPF1 3'UTR 1 com reforco de 75 pmol. Este siRNA apresenta os melhores resultados
tento em conta a eficacia do silenciamento da proteina enddgena e reduzida morte

celular provocada pelo stress de transfecéo.

4.3 Relevancia biolégica do IRES presente na 5’UTR de UPF1
no processo de NMD

ApOs estabelecer as condi¢cdes experimentais, iniciAmos as experiéncias para
perceber o papel da traducdo independente de cap de UPF1 no processo de NMD.
Para realizar esta experiéncia, procedemos ao KD de UPF1 endbégena, como descrito
no subcapitulo 4.2.3 Teste da eficiéncia dos siRNA no silenciamento de UPF1, sobre-
expressamos 0 mMRNA de UPFL1 utilizando os transcritos da Figura 25 e detetamos os
niveis de GADD45A, alvo natural do NMD %, por RT-qPCR. Os resultados podem ser

observados na Figura 26.

Como referimos inicialmente, foi descrito que existe um promotor criptico na 5’UTR de
UPF1 ", como tal, para realizarmos a atividade experimental que permite verificar a
funcionalidade de UPF1 traduzida de forma independente de cap no processo de
NMD, utilizdmos mRNA traduzidos in vitro com dois cap diferentes. O cap m’'G
(5)ppp(5)G, estrutura funcional analoga ao cap celular, naturalmente reconhecida
pela maquinaria celular, nomeadamente maquinaria de traduc&o eucaridtica e o cap
G(5)ppp(5")A, estrutura ndo funcional, que ndo é reconhecida pela maquinaria celular,
para existir proteina como produto final € necessario que ocorra uma traducao

independente de cap.

AplOs obtengdo dos transcritos a utilizar nas experiéncias (Figura 25) e com as
condicBes de silenciamento de UPF1 enddgena definidas, procedemos a atividade

experimental realizando trés experiéncias independentes em células Hela.
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;- ORF UPF1
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Figura 25: Transcritos obtidos in vitro a partir dos plasmideos pH3-UPF1-UPF1-Flag e pH3-HBB-
UPF1-Flag. De cada plasmideo obtivemos dois transcritos que diferem no cap, ou seja do plasmideo
pH3-HBB-UPF1-Flag, obtivemos o transcritos 5G_HBB_Flag e o 5A_HBB_Flag; do plasmideo pH3-
UPF1-UPF1-Flag, obtivemos o transcrito 5G_UPF1_Flag e o 5’A_UPF1_Flag. Os acidos ribonucleicos
mensageiro (MRNA do inglés messenger ribonucleic acid) 5G_HBB_Flag e 5G_UPF1_Flag, apresentam
no inicio do transcrito o cap candénico representado pela estrutura circular a cinzento claro (m7G do inglés
7-methylguanosine). Os mRNA 5’A_HBB_Flag e o 5A_UPF1_Flag apresentam no inicio do transcrito um
cap analogo nao funcional ao cap canodnico, estando representado por um X a preto e impedindo a
traducdo candnica. Todos os transcritos apresentam a grelha de leitura aberta (ORF inglés open reading
frame) da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), representada por uma caixa cinzenta
claro com “ORF UPF1” a preto; A ORF de UPF1 esta ligada a sequéncia Flag, esta representado com
uma caixa cinzenta com “Flag” branco. O marcador Flag esta clonado em fase com a ORF da UPF1, a
jusante desta. Os quatro mRNA apresentam um hairpin, a montante da respetiva regido 5’transcrita ndo
traduzida (UTR do inglés untranslated region), esta estrutura estavel visa impedir a reiniciacdo da
traducdo. A caixa negra representa as 5’UTR clonadas nos plasmideos a montante da ORF de UPF1.
Estdo representadas, duas 5’'UTR diferentes, os construtos com a 5’UTR da beta-globina humana (HBB
do inglés human beta-globin) funcionam como controlos negativos, visto esta estrutura ndo ter a
capacidade de promover a tradugdo ndo candnica, em contrapartida os transcritos com a 5’UTR de UPF1
tém a capacidade de promover a tradugdo independente de cap, pois esta regido apresenta um local
interno de entrada de ribossoma (IRES do inglés internal ribosome entry site).

Realizamos um WB para avaliar a eficiéncia do KD de UPF1 enddgena e a expressao
de UPF1 traduzida de forma independente de cap, (Figura 26A).

Por WB avalidmos a eficiéncia do KD de UPF1 e a sobre expressdo da proteina
traduzida de forma ndo candnica, através da detecdo da proteina de fusdo UPF1-Flag
com o anticorpo anti-Flag. Detetdmos a proteina de fusdo UPF1-Flag em todas as
amostras analisadas, inclusive nos controlos negativos, ou seja, em células
transfetadas com mRNA que tinham a 5UTR de HBB (traduzido apenas de forma
candnica) quer com cap G, quer com cap A. O KD de UPF1 funcionou de maneira
eficiente, uma vez que vemos uma maior expressdo da proteina UPF1l (quatro
primeiras colunas) nas amostras em que usamos o SiRNA contra a LUC quando
comparado com as amostras seguintes tratadas com o siRNA UPF1 3'UTR 1, Figura
26A.

Posteriormente, verificamos o impacto do IRES presente na 5UTR de UPF1 no
processo de NMD através da avaliagdo dos niveis de expressdo do mRNA de
GADD45A, que é um alvo natural do NMD %%, Os niveis relativos de expresséo do
MRNA de GADD45A foram menores com o KD da LUC quando comparados com 0s
observados em condi¢cdes de KD de UPF1, como era esperado, uma vez que este é

D 88,89

um alvo natural do NM . No entanto, quando comparamos as amostras que
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tiveram o KD de UPFl entre si, ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas entre as que foram transfetadas com mRNA com a 5’UTR de HBB e com
a 5’UTR de UPF1, Figura 26B.
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Figura 26: Avaliacdo da proteina up-frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), traduzida
através do local interno de entrada do ribossoma (IRES do inglés internal ribosome entry site).
Todos os transcritos apresentam a grelha de leitura aberta (ORF inglés open reading frame) da proteina
UPF1 ligada a sequéncia Flag clonada em fase e a jusante desta. Os quatro mRNA apresentam um
hairpin a montante da respetiva regido 5’ transcrita ndo traduzida (UTR do inglés untranslated region),
esta estrutura estavel visa impedir a reiniciagdo da tradugdo. Os transcritos apresentam duas 5’UTR
diferentes, clonadas nos plasmideos a montante da ORF de UPF1. Os transcritos 5A_HBB_Flag e
5'G_HBB_Flag apresentam a 5'UTR da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), que
funciona como controlo negativo, visto esta estrutura nédo ter a capacidade de promover a traducdo nao
canonica. Em contrapartida os transcritos 5°G_UPF1_Flag e 5’A_UPF1_Flag apresentam a 5UTR de
UPF1 e tém a capacidade de promover a traducao independente de cap, devido ao IRES existente nesta
regido. Os transcrito 5°G apresentam um cap funcional na extremidade 5’ reconhecido pela maquinaria
celular. Os transcrito 5’A apresentam um analogo ao cap funcional na extremidade 5’ ndo reconhecido
pela maquinaria celular, impedindo a traducdo candnica. As experiéncias foram realizadas em células
derivadas de uma linha celular de cancro cervical humano (HelLa do inglés human cervical cancer-derived
cell line). A - Western blot (WB) para avaliacdo da expressdo da proteina UPF1 (140 kDa) apods
silenciamento com &cido ribonucleico de interferéncia (SiRNA do inglés small interfering RNA) UPF1
3'UTR 1 (200 pmol +75 pmol de refor¢o) e detegdo da proteina de fusdo UPF1-Flag (140 kDa). Foram
transfetados os quatro transcritos de mRNA realizados in vitro: 5G_UPF1_Flag, 5A_UPF1_Flag,
5'G_HBB_Flag, 5’A_HBB_Flag. Os transcritos estdo representados pelo tipo de cap e pela 5UTR
utilizada. Para além do siRNA mencionado anteriormente, foi também utilizado o siRNA LUC, nas
mesmas condigbes que o siRNA UPF1 3'UTR 1, servindo como controlo negativo ao silenciamento de
UPF1. A detegdo da proteina a-tubulina (55 kDa) no WB serve como controlo interno da quantidade de
proteina analisada em cada canal. B — Analise dos niveis de mMRNA de GADDA45A, alvo natural de NMD
apos silenciamento com siRNA UPF1 3'UTR 1 ou siRNA LUC (200 pmol +75 pmol de reforgo) e
transfecdo com um dos transcritos referidos na Figura 25. No eixo das abcissas estdo representados os
transcritos transfetados: 5’G-HBB, 5’A-HBB, ambos controlos negativos; 5’G-UPF1 e 5’A-UPF1. No eixo
das coordenadas estdo representados os niveis relativos de mRNA de GADD45A. As barras pretas
representam o silenciamento realizado com o siRNA LUC e as cinzentas o silenciamento com o siRNA
UPF1 3'UTR 1. O * representa os resultados que ndo sdo estatisticamente significativos com p<0,05.

Estes resultados podem ser explicados pela possibilidade dos mRNA transfectados
estarem degradados quando transfectados. Outra possibilidade é o facto do hairpin

e/ou cap A ndo serem suficientes para impedir a traduc&o pela via candnica 2.
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4.4 Construcéo do plasmideo dicistréonico

Com o intuito de ultrapassar os problemas com a traducdo dependente de cap
descritos no subcapitulo anterior, decidimos construir um plasmideo dicistronico, em
gue o primeiro cistrdo (GFP) é traduzido de forma candnica (dependente de cap) e a
ORF de UPF1 é traduzida de forma ndo canonica (independente de cap). A 5UTR de
HBB foi usada como controlo negativo, estando localizada a montante da ORF de
UPF1, Figura 8.

Digerimos os plasmideos com a enzima de restricdo Hindlll e verificAmos o resultado
desta digestdo enzimatica através da corrida de um gel de agarose 1,5%,Figura 27.
Apos purificacdo e quantificagdo das bandas obtidas, os fragmentos foram ligados
numa propor¢do de 7:1 (inserto:vetor) com a enzima T4 ligase. As células
competentes E. coli NZY5a (NZYTech) foram transformadas com as ligag6es acima
mencionadas e foram cultivadas em placas de &agar LB, posteriormente foram
selecionadas 4 coldnias de cada placa e o DNA plasmidico foi extraido. Através de
uma nova digestdo enzimatica com a enzima Hindlll e corrida em gel de agarose de
1,5%, foi possivel verificar quais as col6nias que possuiam o cistrao GFP (banda com
~720bp), Figura 28. As colonias HBB #4, UPF1 #1 e UPF1l #4, ap0s digestdo
enzimatica, apresentavam o cistrdo GFP. O DNA plasmidico dessas colénias foi

sequenciado,

Figura 29), e os plasmideos resultantes da clonagem foram designados pGFP-H3-
HBB-UPF1-Flag e pGFP-H3-UPF1-UPF1-Flag.
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Figura 27: Verificagdo dos produtos resultantes da digestdo enzimatica com a enzima Hindlll. A —
Verificacdo da digestdo enzimatica do plasmideo pGFP_Cherry, que contém a grelha de leitura aberta
(ORF do inglés open reading frame) da proteina verde fluorescente (GFP do inglés green fluorescente
protein) com a enzima Hindlll. Corrida em gel de agarose 1,5%, em que o canal 1 apresenta o marcador
de peso molecular de DNA VI, NZYLadder VI (NZYTech). O marcador de peso molecular permite verificar
o tamanho da banda apresentada em par de bases (bp do inglés base pair). O canal 2 representa o
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produto linear da digestdo enzimatica do plasmideo pGFP_Cherry com a enzima Hindlll, em que a banda
assinalada com 720 bp, com uma caixa branca, representa o cistrdo GFP. B — Linearizacdo dos
plasmideos pH3-HBB-UPF1-Flag e pH3-UPF1-UPF1-Flag com a enzima Hindlll. pH3-HBB-UPF1-Flag
representa o plasmideo com a regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR do inglés untranslated region) da
beta-globina humana (HBB do inglés human beta-globin), representando o controlo negativo para a
traducdo independente de cap e pH3-UPF1-UPF1-Flag representa o plasmideo clonado com 5UTR de
UPF1. A ORF de UPF1 é comum aos dois plasmideos ligada a sequéncia Flag. O marcador Flag esta
clonado em fase com a ORF da UPF1, a jusante desta. Ambos os plasmideos contém a sequéncia de um
hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA) estavel, que impede a reinicia¢éo da tradugéo, clonada a
montante da respetiva 5’UTR. Corrida em gel de agarose 1.5% em que o canal 1 apresenta o marcador
de peso molecular de DNA Ill, NZYLadderlll (NZYTech). O marcador de peso molecular permite verificar o
tamanho da banda apresentada em bp; O canal 2, apresenta um plasmideo ndo digerido (ND),
funcionando como controlo a digestdo enzimética; o canal 3 apresenta a digestdo enzimatica por HindlIl
do plasmideo pH3-HBB-UPF1-Flag, verificando a existéncia de uma banda com aproximadamente 9 kb,
indicativa da linearizagdo do mesmo e o canal 4 representa a digestdo enzimatica por Hindlll do
plasmideo pH3-UPF1-UPF1-Flag, verificando a linearizacdo do mesmo pela presenca de uma banda com
aproximadamente 9kb.

HBB UPF1

#3 #4 #1 #2 #3 #4 2

#2
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— . - -

10000bp
3000bp

2500bp
2000bp

- -
1500bp -
1200bp 1400bp
Ll 1000bp
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S00kp : ' — RS

200bp 200bp

Figura 28: Verificacdo da presenca da grelha de leitura aberta (ORF do inglés open reading frame)
da proteina verde fluorescente (GFP do inglés green fluorescente protein) nas colénias de
bactérias E. coli transformadas com a ligacdo dos plasmideos pH3-HBB-UPF1-Flag + GFP ou pH3-
UPF1-UPF1-Flag + GFP. pH3-HBB-UPF1-Flag representa o plasmideo com a regido 5 transcrita ndo-
traduzida (UTR do inglés untranslated region) da beta-globina humana (HBB do inglés human beta-
globin), representando o controlo negativo para a tradugéo independente de cap e pH3-UPF1-UPF1-Flag
representa o plasmideo clonado com 5UTR de UPF1. A ORF de UPF1 é comum aos dois plasmideos
ligada a sequéncia Flag. O marcador Flag esta clonado em fase com a ORF da UPF1, a jusante desta.
Ambos os plasmideos contém a sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA)
estavel, que impede a reiniciagdo da traducao, clonada a montante da respetiva 5’UTR. Verificagdo dos
produtos resultantes da digestdo enzimatica com a enzima Hindlll, através da corrida em gel de agarose
de 1,5% em que o canal 1 apresenta o marcador de peso molecular de DNA VI, NZYLadderVI (NZYTech)
e o canal 2 representa o marcador de peso molecular de DNA Ill, NZYLadderlll (NZYTech). Ambos os
marcadores de peso molecular permitem verificar o tamanho da banda apresentada em par de bases (bp
do inglés base pair). O canal identificado com ND apresenta um plasmideo néo digerido funcionando
como controlo negativo a técnica utilizada. Foram analisadas 4 colénias da ligacdo pH3-HBB-UPF1-Flag +
GFP, representadas por HBB (#1,#2, #3 e #4) e 4 coldnias da ligacdo pH3-UPF1-UPF1-Flag + GFP,
representadas por UPF1 ((#1,#2, #3 e #4). Das 8 coldnias analisadas apenas trés apresentam a banda do
cistrdo de GFP, com aproximadamente 720 pb a col6nia #4 HBB, a #1 UPF1 e a #4 UPFL1, identificadas
com uma caixa branca.
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Figura 29: Cromatograma da sequenciacdo do plasmideo pGFP-H3-UPF1-UPF1-Flag com o primer
#3. Cada pico colorido do cromatograma representa um nucleétido diferente, verde representa adenina
(A), azul representa citosina (C), vermelho representa timidina (T) e preto representa guanina (G). A letra
“N” rosa representa os nucleétidos que a técnica nao teve capacidade de definir. A numeragéao existente
na figura representa a posicdo dos nucledtidos na sequenciagdo. pGFP-H3-UPF1-UPF1-Flag, é um
plasmideo dicistronico com a regido 5’ transcrita ndo-traduzida (UTR do inglés untranslated region) da up-
frameshift 1 (UPF1 do inglés up-frameshift 1), clonada a montante da grelha de leitura aberta (ORF do
inglés open reading frame) do gene UPF1. O plasmideo contém um marcador Flag, clonado em fase e a
jusante da ORF de UPF1 e uma sequéncia de um hairpin (estrutura secundaria formada no mRNA)
estavel, clonada a montante da respetiva 5’UTR que impede a reiniciagdo da tradugdo. A montante da
estrutura hairpin foi clonado a ORF da proteina fluorescente verde (GFP do inglés green fluorescente
protein), traduzido de forma dependente da estrutura cap. A linha azul na figura representa a estrutura
loop hairpin formada em torno da sequéncia TGA visivel na posicdo 331-333. A linha roxa representa o
fim da sequéncia da ORF de GFP.
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Estes construtos dicistronicos serdo utilizados para repetir a experiéncia referida no
capitulo 4.3 desta dissertacdo, procedendo ao KD de UPF1 end6gena (com o siRNA
UPF1 3'UTR 1) e sobre expressando 0 mRNA de UPF1 utilizando os transcritos
obtidos a partir dos construtos dicistrénicos da Figura 8, com a finalidade de detetar
os niveis de GADD45A, por RT-gPCR.

No caso da traducéo independente de cap possuir um papel ho mecanismo de NMD,
esperariamos que os niveis de mMRNA do GADD45A fossem menores nas células
transfetadas com mRNA transcrito in vitro a partir do plasmideo pGFP-H3-UPF1-
UPF1-Flag comparado com os niveis de mMRNA do GADD45A em células transfetadas
com pGFP-H3-HBB-UPF1-Flag, ambas tratadas com o siRNA UPF1 3'UTR 1.
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5. ConclusoOes e Perspetivas Futuras

Através do desenvolvimento deste trabalho laboratorial, conseguimos estabelecer
todas as condicbes experimentais necessarias para 0 sucesso da atividade
experimental major, onde se pretende verificar a importancia biolégica do IRES
existente na 5’UTR de UPFL1.

A integridade dos plasmideos necessarios ao estudo foi avaliada através da
sequenciacdo de Sanger, onde foi verificada a existéncia e integridade de todos os

plasmideos utilizados.

Foi verificado que o Flag-tag dos plasmideos, estaria a funcionar devidamente pois a
proteina de fusdo UPF1-Flag foi facilmente detetada por WB quando os plasmideos

foram transfectados em células Hel a.

Para o sucesso deste projeto foi fundamental conseguir um KD de UPF1 enddgeno.
Este KD foi conseguido através da utilizagdo de siRNA. Apds o teste de 2 siRNA, foi
escolhido o que conseguia um KD mais eficaz — siRNA UPF1 3'UTR 1. Os
silenciamentos provocados pelos siRNA em estudo foram comparados com o
silenciamento de um siRNA dirigido a ORF de UPF1 (siRNA UPF1 AAT) e o siRNA
escolhido foi o que apresentava resultados mais semelhantes com o ultimo. O refor¢o
do silenciamento de UPF1 com o siRNA também foi testado, encontrando a melhor
relacdo entre KD e morte celular quando se realizou o reforco do KD com 75 pmol de
SiRNA.

Com o silenciamento de UPF1 endbégeno conseguido e utilizando os mRNA transcritos
in vitro a partir dos plasmideos pH3-HBB-UPF1-Flag e pH3-UPF1-UPF1-Flag,
transfectados em células Hela, testamos qual a funcionalidade da proteina UPF1
traduzida de forma independente de cap no processo de NMD. UPF1 é a proteina
principal no funcionamento deste processo de degradacdo de mRNA %42 Foram
analisados os resultados obtidos por WB e por RT-qPCR. No WB foram detetadas as
proteinas UPF1 e a proteina de fusdo UPF1-Flag e por RT-qPCR, foram detetados os
niveis de mMRNA do gene GADDA45A, alvo natural de NMD. VerificAmos com esta
experiéncia que o KD de UPF1 foi eficaz, no entanto, infelizmente, ndo conseguimos
obter os resultados esperados no RT-gPCR, pois ndo existiram diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de expressdo do mRNA de GADD45A em
células que expressam UPF1 sob o 5UTR de HBB (controlo negativo para traducdo

ndo canodnica) versus os niveis de expressao de GADD45A em células que expressam
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UPF1 sob o efeito do seu préprio 5’UTR. Assim sendo, e tentando ultrapassar esta
dificuldade, decidimos realizar um plasmideo dicistronico, onde o cistrdo adicionado
aos plasmideos ja existentes foi o GFP. A utilizacdo deste plasmideo vai permitir obter
niveis de proteina UPF1 traduzida de forma ndo canonica e consequentemente

analisar qual a sua funcdo no NMD.

Apesar dos objetivos propostos inicialmente ndo terem sido cumpridos, estéo reunidas

as condi¢Bes laboratoriais para conseguir atingir o objetivo major da tese de mestrado.

Como perspetivas futuras, sera importante repetir a experiéncia onde foi testada qual a
funcionalidade da proteina UPF1 traduzida de forma independente de cap em NMD,
utilizando os plasmideos dicistronicos e planear uma nova experiéncia para verificar o

impacto de UPF1 traduzida via ndo candnica no ciclo celular.

Sabemos que UPF1 é considerada um potencial supressor de tumor, pois regula

29,74

negativamente a proliferacdo de células malignas encontrando-se em défice em

varios tipos de cancro %7,

A tradugdo mediada por IRES é preferencial em
condigbes de stress onde o ambiente celular € desfavoravel como é o caso de

patologias isquémicas e cancro " .

Concluindo, tendo em conta a importancia de UPF1 na regulacdo da expressao génica
e sabendo que existe um IRES na sua 5’UTR, a estimulacdo controlada do inicio da
traducdo ndo candnica da mesma deve ser estudada pois, este mecanismo, pode ser

bastante util para desenvolver novas terapias no combate ao cancro *'.
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