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RESUMO

A anaplerose do ciclo do TCA por glutamina, uma importante fonte energética e
biossintética para células em elevada divisao celular, é prejudicada pela inibicdo da
glutaminase. A inibicdo da glutaminase por CB-839 estd em teste clinico como tratamento de
multiplos tumores s6lidos e hematolégicos. HuR (Human antigen R) é uma proteina codificada
pelo gene ELAVLI. HuR apresenta trés dominios de ligacdo a RNA e liga a elementos ricos em
AU, afetando a estabilidade e o splicing do RNA. Achados prévios relacionam HuR a
estabilizacio do mRNA da isoforma de glutaminase chamada de glutaminase C (GAC) em
acidose renal e seu ortélogo, HuD, ao splicing alternativo de GLS em células neuronais. Com
base nisto, ndés hipotetizamos que HuR seria um importante regulador de glutaminase em
cancer. Inicialmente nds avaliamos dados de transcriptomica pan-cancer do TCGA e
observamos que pacientes com alta expressdao de ELAVLI apresentam aumentado risco de
recidiva tumoral, sendo que em cincer de mama observamos um Cox hazard ratio (HR) de
1,82. Além disto, utilizando dados publicos de RNA-Seq, RIP-Seq e PAR-CLIP-Seq nés
mostramos que HuR liga ao intron 14 de GLS e controla seu splicing, levando a escolha da
isoforma kidney-type glutaminase (KGA) frente a GAC. Em adi¢do, empregando células de
cancer de mama e prostata e HEK293 (com um knock-in produzido por CRISPR/Cas9 onde foi
inserido gene para proteina fluorescente no C-terminal de KGA) nés confirmamos que HuR
aumenta os niveis de KGA por afetar o splicing e a estabilidade do mRNA. O silenciamento
lentiviral de ELAVLI prejudicou a proliferacdo, migracdo, invasdo e aumentou o vicio em
glutamina de células de cancer de mama in vitro. O tratamento de células de cancer de mama
silenciadas para ELAVLI com CB-839 teve efeito sinérgico no sentido de afetar proliferacdo e
invasdo celulares in vitro. N6s propomos HuR como um fator de progndstico em cancer de
mama, com impacto especialmente no metabolismo de glutamina através da regulacdo de
splicing do gene GLS. Nesta tese, n0s também apresentamos em anexo sete artigos publicados
que participei como co-autor, sendo quatro em co-primeira autoria.



ABSTRACT

TCA cycle anaplerosis by glutamine, an important energetic and biosynthetic
source for rapidly dividing cells, is impaired by glutaminase inhibition. Glutaminase inhibition
by CB-839 is currently under clinical trials for treating multiple solid and haematological
tumors. HuR (Human antigen R) is a protein encoded by the ELAVLI gene. HuR contains three
RNA-binding domains and binds cis-acting AU-rich elements, affecting mRNA stability and
splicing. Previous findings have linked HuR to GLS mRNA stabilization in renal acidosis, and
its ortholog, HuD, to GLS splicing in neuronal cells. We then hypothesized that HuR was an
important glutaminase regulator in cancer. We first inquired a TCGA pan-cancer cohort and
found that patients with higher ELAVLI expression had increased risk of tumor recidive (Cox
HR of 1.82 for breast cancer). Moreover, by using publicly available RNA-Seq, RIP-Seq and
PAR-CLIP-Seq data we showed that HuR binds to GLS intron 14 and controls GLS splicing,
leading to kidney type glutaminase (KGA) choice over glutaminase C (GAC). Using breast and
prostate cancer and HEK293 (with a CRISPR/Cas9 knock in) cell lines we further confirmed
that HuR increases KGA by affecting splicing and mRNA stability. Lentiviral ELAVLI
silencing impaired breast cancer cell’s proliferation, migration, invasion and increased
glutamine addiction in vitro. Treating silenced ELAVLI breast cancer cells with CB839 further
impaired proliferation and invasion. We proposed HuR as a prognostic factor in breast cancer,
with special impact on glutamine metabolism through splicing regulation. In this thesis, we also
present seven published articles on which I participated as a co-author, being four as co-first
author.
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1 INTRODUCAO

O funcionamento da nossa sociedade depende de um conjunto de normas e
hierarquias que todos devem aderir, sendo que, quando uma das pequenas partes constituintes
ndo o faz, toda a estrutura pode ser abalada. Analogamente, nosso organismo procede da mesma
maneira. Assim, estando constituido de células ordenadas em tecidos, 6rgdos e sistemas, 0s
mesmos atuam em concordidncia com as funcdes fisiolégicas e contribuem para o
funcionamento do todo. Quando do acimulo de desvios e inadequacdes além do limiar de
tolerancia do organismo, instala-se a patologia. Células com comportamento aberrante que se
colocam a parte do funcionamento especializado tecidual e proliferam a taxas anormais
impactam em um aumento local de massa celular, formando o que se conhece como tumores.
Tumores benignos (ndo invasivos), usualmente ndo impactam na sobrevivéncia do paciente,
salvo quando do acometimento de 6rgdos vitais. Tumores malignos (ou cancer) apresentam
células agressivas que saem de seu contexto local e invadem outros tecidos, préximos ou
distantes, podendo impactar negativamente com a funcao deste tecido e, ultimamente, do 6rgao
ao qual o mesmo pertence. A invasividade de tumores malignos € a principal causa da
mortalidade associada ao cancer.

Assim, o tumor é formando por células que defletiram da ontogenia programada.
Um grande esforgo foi feito no decorrer do século XX, assim como ainda € feito, no sentido de
se estabelecer quais caracteristicas minimas a célula deve adquirir para tornar-se insensivel ao
seu dever como constituinte de um ente multicelular. Propdem-se que células tumorais
adquirem diversas caracteristicas no decorrer de seu caminho de transformacio — tais como a
instabilidade do genoma, aumento de mutacdes e a inflamacdo regional’> — que permitem o
desenvolvimento de habilidades como a insensibilidade a sinais antiproliferativos
(descontrolando a proliferagdo tecidual), auto-sufici€éncia em sinalizacdo de crescimento
(desencadeando a proliferacdo continua autdnoma), capacidade replicativa indefinida
(ignorando a restricdo telomérica), evasdao da apoptose (impedindo a morte celular
programada), promoc¢ao da angiogé€nese (para suprir com nutrientes o crescente nimero de
células), a capacidade de invadir tecido adjacente e distante (impactando na atividade de tecidos
e 6rgdos)°, escape a imunovigilancia (impedindo a resposta do organismo frente & agressio) e
o desequilibrio energético celular’>. Em particular, a dltima caracteristica estd envolvida com a
manutencdo de trés aspectos bdsicos: a geracdo de energia para suprir reacdes bioquimicas
diversas, produc¢do de blocos biossintéticos e a manuten¢do do balango 6xido-redutivo celular.

Na base destas alteracdes energéticas estd o intenso consumo de glicose, usado como base de
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metodologias de diagndstico tumoral, e glutamina, ambos importantes e praticamente ubiquas
fontes de energia e blocos biossintéticos®.

Ha longa data, o laureado com um prémio Nobel em 1931, Otto Heinrich Warburg,
observou o elevado processo fermentativo ativo em células tumorais, gerando quantidades
energéticas equipardveis ao processo respiratério — observagdes designadas como glicolise
aerébica’. A utilizacdo de seu sobrenome como descricio para este fendmeno veio muito
posteriormente, em 1972, sendo apenas no atual século que a real efervescéncia de publicagdes
na drea tornou-se realidade®. Tal fenétipo é consequéncia da desregulacdo da via glicolitica, e
se conecta intimamente com um deslocamento do comportamento do ciclo dos dcidos
tricarboxilicos (TCA) de uma funcdo primariamente oxidativa energética para um papel

biossintético.

1.1 O CICLO DO TCA E A DEMANDA POR CARBONOS

A glicélise, processo pelo qual a célula transforma a glicose internalizada em duas
moléculas de piruvato, prové energia e blocos biossintéticos envolvidos com a sintese de acidos
nucléicos — imprescindiveis para a proliferacao celular. Sua molécula final, entretanto, pode ser
transformada em lactato (processo da fisiologia normal em condi¢des anaerdbicas,
principalmente do tecido muscular levado a esforco extremo e sem o aporte necessdrio de
oxigénio), ou condensada a coenzima A, formando o acetil-CoA, capaz de adentrar o ciclo do
TCA’. O primeiro cendrio, a priori energeticamente desfavoravel, é amplamente utilizado por
diversos tipos tumorais, possivelmente por distintos fatores, dentre eles: o descompromisso com
o balanco energético do organismo (ou seja, a utilizacdo indiscriminada dos nutrientes
constantemente disponiveis na corrente sanguinea)®, a necessidade do encaminhamento dos

carbonos da glicose para processos biossintéticos e ndo unicamente energéticos®

, € as vantagens
conferidas pelo estabelecimento de um ambiente dcido no desenvolvimento de mutacdes e
manutengio das caracteristicas tumorais®'°,

Entretanto, para a manutencdo da biossintese de diversos blocos celulares, as
células proliferativas tumorais também dependem do TCA, dada a pléiade de vias que
demandam de seus intermedidrios para a execucdo (Figura 1). Assim, sua importincia
majoritariamente energética é substituida pela fun¢do de fornecimento de moléculas para a
sintese de aminodcidos diversos, de pirimidinas e purinas, de dcidos graxos e esteroides, entre

outros !, Com a cataplerose (evasdo) de moléculas do ciclo do TCA para estes processos

biossintéticos, 0 mesmo precisa ser reabastecido por novas fontes de carbono. Piruvato pode
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também ser convertido a outras moléculas, gerando vias anaplerdticas alternativas. Assim,
através da acdo da piruvato carboxilase (PC), pode formar oxaloacetato e pela acdo da enzima
madlica (MEI, ME2 ou ME3), formar malato. Outras vias anaplerdticas sao exploradas,
principalmente envolvendo aminodcidos, sendo um dos principais a glutamina'!. Enquanto que
a anaplerose do TCA via piruvato nas vias metabdlicas descritas acima € importante para alguns
tipos tumorais (especialmente de PC para pulmio'?) a suplementagiio por glutamina tem se

mostrado importante para diversos tipos tumorais tais como pulmio, pancreas e mama >-17.

B

BN - Figura 1 — Glicélise
6\‘%6\06 Piruvato «<+ Glicose

aerobica e o ciclo do

o8 CoA, NAD' Acidos Graxos, TCA
Lactato NADH, H', €O, Esteroides , A intensificacdo da
Acetil-CoA Furinas via  glutaminolitica
/L\‘ / (seta em verde na
Asparagina, Oxaloacétato  Citrato Glutamina direita), associada a
Aspartato NADH, H NAD" cataplerose do TCA
Metionina, NAD" . - NADH, NH; , (para alimentar a
Treonina MElat Isocnrg:g Glutamato —P:m!”?a’ sintese de moléculas
Isoleucina, I TCA ﬁNAUH‘H 5, L _ fginina a5 caixas cinzas)
Lisina, Fumarato a-cetoglutar@te nA definem a
Pirimidinas FADH, /CNAD‘ _ necessidade de
FAD ) . suplementagdo  do

Succinato . NADI, 1, €O P &

Succinil-CoA mesmo (anaplerose,
ATP e seta em verde na
direita) pelos

carbonos da glutamina.

A glutamina € o aminoécido mais abundante do plasma sanguineo, sendo também
utilizada para a sintese de peptideos, glutationa, 4cido félico e neurotransmissores '8. Para servir
de substrato energético e biossintético, a glutamina é oxidada de forma andloga a oxidagao da
glicose, processo conhecido como glutamindlise. Neste processo a glutamina é convertida em
glutamato, e este ¢ transformado em a-cetoglutarato, que pode entdo entrar no ciclo do TCA
(Figura 1).

Quando o ciclo do TCA nio ¢ utilizado como fonte de intermediarios metabdlicos
para outras vias biossintéticas, ou seja, ¢ empregado apenas para a producdo de energia, o
carbono do grupo carbonila doado pelo acetil-CoA (circulos vermelhos no esquema superior
daFigura 2A) € inteiramente liberado como didxido de carbono (COz) em sua segunda volta no
ciclo; ja o carbono do grupamento metila (circulos verdes no esquema) € incorporado ao pool
e depende de mais voltas para ser liberado como CO». Tal fato na produ¢do do succinato, a
molécula se torna simétrica e sé € possivel definir que um dos carbonos centrais € originado da
metila e um dos carbonos externos é originado da carbonila (denotada pela probabilidade de

50% no esquema). Em situacdo de auséncia de demanda biossintética celular, a oxidacdo do
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piruvato glicolitico no TCA mantém o balan¢o de carbonos no ciclo, dado que toda entrada é
compensada pela saida na forma de COa.

Criando-se uma necessidade de utilizacdo do TCA como fonte biossintética, da-se
a evasao de carbonos do mesmo; isto, associado a intensificacdo da perda de carbonos
glicoliticos na forma de lactato, faz-se com seja imprescindivel a suplementacdo do ciclo. O
mesmo €, como comentado acima, frequentemente suplementado com glutamina através da
degradacdo da mesma em glutamato pela enzima glutaminase e posterior conversao em o-
cetoglutarato. O metabolismo de glutamina no ciclo pode ser, em situacdes especificas, tais

como hipéxia'®?

ou em mutac¢des em enzimas do ciclo do TCA ou da cadeia de transporte de
elétrons?!, realizado no sentido redutor (carboxilacio redutiva); neste sentido, cinco dos seis
carbonos do citrato passam a ser oriundos da glutamina e esta se torna imprescindivel para a
producdo do mesmo (Figura 2B). Em situacdo mais geral acontece a metabolizacdo da
glutamina no sentido oxidativo (Figura 2C), com seus carbonos se mesclando aos carbonos do
acetil-CoA derivado de glicose, gerando citrato com quatro dos seis carbonos oriundos da
glutamina e os outros dois da glicose. Em outra situacdo especifica, tais como limitacdo de

glicose ou inibicdo do transporte de piruvato?>?

, pode haver a conversdao de malato (oriundo
de glutamina) a piruvato e, entdo, em acetil-CoA, formando, assim, citrato com os 6 carbonos

derivados da glutamina (Figura 2C).
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redutiva, com o provimento de carbonos especialmente para a geracao de citrato e posterior sintese de lipideos.
Circulos vazios representam carbonos nao-oriundos da glutamina, circulos roxos representam carbonos da
glutamina e circulos pretos representam nitrogénios. (C) Entrada anaplerética de glutamina no ciclo do TCA, tanto
na forma da oxidagdo completa (com geragdo de piruvato e acetil-CoA), quanto na oxidagdo parcial com
complexacdo de acetil-CoA da glicose. Caminho destacado em verde representa a utilizagdo da enzima madlica
para a producio de piruvato, especialmente na ausé€ncia de glicose ou de transporte de piruvato para a mitocondria,
que pode sustentar o ciclo apenas a partir de glutamina. Circulos vazios representam carbonos nao-oriundos da
glutamina, circulos marrons representam carbonos da glutamina e circulos pretos representam nitrogénios.
Glicolise (A) adaptada de Garret & Grisham’ e glutamindlise (B e C) de Murai et al?3.

1.2 AS DIVERSAS GLUTAMINASES E IMPORTANCIA PARA O CANCER

Sa@o observados, no genoma humano, dois loci responsdveis pela codificacdo de
glutaminase: um estd no cromossomo 2, e é chamado de gene GLS, e o outro estd no
cromossomo 12, sendo chamado de gene GLS2 (Figura 3)**. O primeiro gene codifica, ainda,
duas isoformas distintas geradas por splicing alternativo: a mais longa, KGA (Kidney-type
GlutaminAse), e a mais curta, GAC (GlutaminAse C). Para gerar GAC h4 a troca dos 4 exons
terminais da KGA por um distinto, contendo cédon de parada e regidao terminal ndo traduzida
(3’'UTR) propria®®. Por compartilharem o mesmo N-terminal, ambas apresentam a mesma
sequéncia de localizacdo mitocondrial (sendo, entretanto, a isoforma KGA eventualmente
observada fora da mitocondria®®), e o motivo EF-hand like, de ligacdo a célcio ainda ndo
experimentalmente evidenciada. Além disto, ambas apresentam o mesmo dominio catalitico. A
isoforma KGA se distingue no C-terminal pela presenca de dominios do tipo anquirina,
normalmente envolvido em interagdo proteina-proteina, enquanto GAC dispde de um C-
terminal desestruturado®®*’. Apesar de KGA apresentar estas repeticdes anquirina ainda nio foi
descrita nenhuma proteina com a qual ela interagisse via este dominio. Funcionalmente, ambas
isoformas apresentam atividade aumentada quando como tetrdmeros (oligomerizacdo esta
dependente da concentragdo proteica e da presenga de fosfato®®), sendo que GAC apresenta
maior eficiéncia catalitica por formar mais facilmente oligdmeros maiores do que tetrimeros>’
29 Quanto 2 expressio no contexto fisiolégico normal, KGA foi descrita presente em todos os
tecidos, com exce¢do do figado, enquanto a presenga da GAC ja foi descrita em coracdo,
pulmio, rim e pancreas, tecidos mamarios e células nervosas®’. Observando os dados do projeto
Human BodyMap 2.0 disponibilizados como pistas do visualizador ENSEMBL, dados de RNA-
Seq suportam a expressdo de KGA e GAC em tecido adiposo, adrenal, mama, célon, coragao,

rim, figado, pulmao, linfonodos, ovério, prostata, testiculos, osso e tireoide.



26

GLS - 2932.2, H. sapiens

KGA - Kidney-type Glutaminase . _
’ GAC - Glutaminase type C ) Splicing  atematve
KGA (GLS), H. sapiens

217218 530 553 ANK 6455 KEN Box

EF-Hand - Dommlo Glutammase

Conservagao
«Rat_e4Sit°e score

GAC (GLS), H sapiens

15 217218 530

B EF Hand Dominio Glutaminase

B GLS2-12913.3, H. sapiens

GAB - Glutaminase type B
LGA - Liver-type Glutamina ase> Inicio de transcrigao alternativo

GAB (GLS2), H. sapiens .

§ EF-Hand Dominio Glutaminase
LGA (GLS2), H. saplens A

2]

Figura 3 - Esquema dos dominios proteicos presentes nas isoformas de GLS e GLS2

(A) Isoformas distintas do gene GLS. Gréafico abaixo da representacdo esquematica de KGA (superior) indica a
conservagdo da sequéncia proteica em vertebrados. Pontos verdes definem os aminoacidos menos conservados em
vertebrados acima do percentil de 90% do escore Rate4Site®!. A estrutura proteica cristalografica representada é
da isoforma KGA (PDB:5UQE, cadeia B*?) representada como cartoon; dominio N-terminal EF-Hand-like (com
similaridade ao dominio de ligag#o a célcio EF-Hand?®) em azul, dominio de glutaminase em amarelo e C-terminal
com as 3 repeti¢cdes de anquirina (Ank 1, 2 e 3, Ankyrin repeats) denotadas em verde, marrom e vermelho (hélice
de ligacdo em cinza). Linha vertical indica a posi¢do do splicing alternativo que altera a por¢do c-terminal da
isoforma GAC (inferior). (B) Representacio esquemadtica das duas isoformas distintas de GLS2, GAB e LGA. Mit:
sequéncia de direcionamento mitocondrial.

O gene GLS?2, por sua vez, expressa suas duas isoformas em funcdo da escolha
distinta de promotores: o uso da regido mais distal leva a expressdo da isoforma GAB
(GlutaminAse B), enquanto que promotor localizado dentro do primeiro intron propicia a

codificacdo de LGA (Liver-type GlutaminAse)**. Constru¢io contendo regiio do dominio N-
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terminal comum a ambas isoformas, regido catalitica e dominio C-terminal de GLS2 apresenta
menor atividade do que KGA e GAC?®. Dados de atividade enzimdtica comparativos de LGA
com GAB sdo pouco abundantes, mas indicam uma possivel atividade superior da primeira,
mais curta, em relacdo a segunda, mais longa34. GAB, com mais informacdo na literatura,
apresenta localizagdo mitocondrial menos evidente — sendo até mesmo nuclear em
determinados tipos celulares® —, incapacidade de formar oligdmeros maiores que

2736 ¢ ativa¢do por amdnio em mecanismo de feedback positivo’’ . Na fisiologia

tetrAmeros
normal, GAB € expressa no figado, pancreas e cérebro®’, enquanto LGA foi detectada em figado
e cérebro >,

A inibi¢do da via glutaminolitica € uma estratégia terapéutica para cancer que foi
inicialmente proposta na década de 60 com a deplecao da glutamina sérica (via administracao
da enzima glutaminase-asparaginase purificada de Pseudomonas sp). Tal abordagem reduziu a
proliferagdo tumoral in vivo mas ndo trouxe beneficio na sobrevida aos ratos avaliados dada a
toxicidade causada pela auséncia de glutamina circulante*!. Mais recentemente, as abundantes
observacoes da correlacio positiva entre os niveis glutaminoliticos e a capacidade proliferativa
tumoral*? tém justificado a continua busca da compreensio da rela¢do entre o metabolismo
tumoral e este aminodcido. Como colocado acima, além de contribuir com a anaplerose do ciclo
do TCA em condicdes de ativacdo de vias biossintéticas importantes para a proliferacado celular,
a glutamina tem mostrado atuar em outros mecanismos de malignidade. Especificamente, a
glutamina, via seu produto metabdlico, a-cetoglutarato®’, promove a transicdo epitélio-
mesénquima (EMT), na qual as células se tornam indiferenciadas e podem migrar pelo
organismo colonizando outros tecidos e 6rgaos**.

Neste sentido, estratégias tém sido tracadas para a inibi¢do dos produtos de GLS
pelo uso de inibidores competitivos (DON*®) ou pelo uso de inibidores alostéricos. Nesta tltima
alternativa, o inibidor CB-839 est4 em estudos clinicos fase I e II tanto em monoterapia ou em
associacdo com quimioterdpicos conhecidos, tendo mostrado resultados promissores para
tumores de pancreas*®, leucemias *’, pulmao*®, mama!’, entre outros.

J4 GLS2, por ser alvo transcricional de p53**°°, é relacionado na literatura com a
supressdo tumoral. Em especifico, fol mostrado que sua interacdo com a pequena GTPase Racl
impede a acdo promotora de metdstase e invasdo da mesma >!. Todavia, existem também casos
em que inibidores especificos a GLS2 reduzem a proliferacao celular e a formacao de coldnias

2

independente de ancoragem 2, implicando que a acdo pré- ou anti-tumoral da mesma é contexto

dependente.
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1.3 A COORDENACAO SISTEMICA DAS ATIVIDADES DE GLS E GLS2 EM
SITUACAO FISIOLOGICA NORMAL

O gene GLS2, cuja expressdo majoritariamente se dd nos tecidos hepaticos,
apresenta importante papel no contexto do ciclo da ureia (Figura 4, com todos os passos
enzimaticos, Figura 5 em um contexto sistémico), em possiveis muiltiplos niveis: provimento

de amdnio como substrato da enzima carbamoil fosfato sintase (CPS1)>

que € o ponto de
entrada do nitrogénio no ciclo; provimento de glutamato para a transaminase glutdmico-
oxaloacética mitocondrial (GOT1) que fornece aspartato ao ciclo®; provimento de glutamato
para a enzima n-acetilglutamato sintase (NAGS), que produz o n-acetilglutamato, regulador
positivo de CPS1, passo lento e regulatério do ciclo®*. Quando do ndo funcionamento adequado
do fluxo do ciclo, mesmo na abundante presenca de amonio, o figado pode despejar este excesso
na corrente sanguinea e levar 2 um quadro de encefalopatia hepdtica®. Esta sintese continua de
amoOnio, mesmo na presenca de seus elevados niveis € possivel, inclusive, por consequéncia do

feedback positivo para amonio em GLS23%54 Diferente de GLS2, GLS ¢ inibida por

amodnio>®, e potencialmente com pouca atividade potencial no figado.

\ Figura 4 — Interconexao entre o TCA e o ciclo
Oxaloacetato da ureia no figado

/".
TCA Fumarato GOTI:  Glutamic-oxaloacetic  transaminase
—— Glutamato ~ GOT7 / 1.GLS2: Glutaminase 2. ASS1: Argininosuccinate

Malato synthase 1. ASL: Argininosuccinate lyase. ARGI:
GLSQ%NH:;, a-cetoglutarato Arginase 1. OTC: ornithine transcarbamylase.
H CPSI1: Carbamoyl-phosphate synthase 1. NAGS:

Glutamina Argininosuccinato N-acetylglutamate synthase.
HCO~ : At
2ATP ~ CICIO- Arginina
da ureia
2ADP+ Citrulina A?(
CcPS1 ,
N-acetil- Ornitina

glutamato  “Carbamilfosfato

Fisiologicamente, o produto do gene GLS se mostra importante especialmente no
cérebro e rim. No primeiro caso, KGA ¢ a isoforma que mais contribui para a sintese de acido
y-aminobutirico (GABA), como molécula neurotransmissora>’. Nos rins de mamiferos, por sua

vez, em situacdo de acidose sanguinea, as glutaminases KGA e especialmente a GAC estao
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envolvidas com o mecanismo de secrecdo de amdnio (NH4*), produto da catélise da
glutamina®’.

As atividades de GLS e GLS2 se comunicam através do eixo hepdtico-renal de
excrecdo nitrogenada®® (Figura 5, esquerda). A glutamina, via GLS2, é degradada em glutamato
e amoOnia, que pode se combinar a um préton e formar amonio (situagdo privilegiada dado o
pKa elevado, de 9,25). Este (oriundo da degradacdo de glutamina e também coletado da
circulagiio sanguinea®*>®), pela acdo da carbamoilfosfato sintase (CPSI), se une a bicarbonato
e adentra ao ciclo da ureia, que é produzida e despejada na circulagcdo sanguinea para posterior

secrecio pelo rim,
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Em acidose metabdlica (Figura 5, direita), ha a redu¢do do pH sanguineo, o que,
por sua vez, promove a regulacdo negativa do ciclo da ureia no figado (devido a reduzida
expressao da aquaporina mitocondrial 8, envolvida no transporte do amonio citoplasmético para
a utilizacdo pela enzima carbamoilfosfato sintase, CPS/), com a finalidade de economia de ions
bicarbonato. Com a parada do ciclo da ureia, ha acimulo de NH4", o qual precisa ser secretado
do 6rgdo. Para tanto, células de hepatdcitos perivenosos (presentes na saida do sangue do
figado), complexam, pela acdo da glutamina sintase, amonia (NH3) com glutamato, produzindo

glutamina. Sendo uma carregadora ndo toxica de nitrogénio na corrente sanguinea, a glutamina
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¢ recaptada pelos rins onde € transformada em glutamato pelas glutaminases renais. Nesta
reacdo, a amoOnia é formada novamente, complexada com prétons e liberada na urina na forma
do 4cido fraco amodnio, eliminando, desta maneira o excesso de prétons da corrente sanguinea.
Isto, aliado a economia de base bicarbonato no figado, leva ao aumento e regularizacdo do pH
do sangue’®. O processamento de glutamina nos rins quando da acidose metabélica se d4 pela
GAC, isoforma mais cataliticamente ativa, cujo mRNA ¢€ estabilizado por intermédio da sua

3°UTR, ao menos em H. sapiens e S. scrofa®, em mecanismo que serd explicado abaixo.

1.4 MECANISMOS GERAIS REGULATORIOS DE GLS

A avaliacao de amplas coortes de pacientes mostram que a expressdao aumentada de
GLS, em relagdo ao tecido normal adjacente, s6 é observada em poucos tipos tumorais, tais
como célon, esdfago, figado, estdmago, tireoide e cabeca-e-pescoco . O tinico fator de
transcricdo até entdo descrito como regulador da expressdao de GLS € c-Jun, o qual se liga
diretamente ao promotor do gene e aumenta sua expressﬁoﬁo.

O oncogene MYC (também conhecido como c-Myc) foi o primeiro a ser descrito
como importante para o aumento da atividade de glutaminase em situagdo tumoral. MYC regula
diversos passos do metabolismo de glutamina, seja pelo aumento de transportadores
citoplasmaéticos de glutamina, tais como os transportadores de aminoécidos neutros SLC (solute
carriers, como ASCT e SN2)®!, como também pela repressdo transcricional da expressio de dois
microRNAs, miR-23a/b, que almejam a 3°’UTR da isoforma KGA de GLS'. Esta regulacio
impacta na abundancia proteica da isoforma GAC por mecanismo nio descrito'*. Tumores com
amplificacdo de MYC tornam-se “viciados” em glutamina®?. Além de MYC, mostrou-se que
fibroblastos murinos transformados com Dbl oncogénico (uma Guanine Exchange Factor
necessaria a ativagdo de Rho GTPases), tiveram o fenotipo tumoral inibido pelo composto 968,
cujo alvo identificado foi a isoforma GAC®.

Nosso grupo demonstrou, em colaboragcao com o pesquisador George Callin do MD
Anderson (Texas), que o long non-coding RNA (IncRNA) CCAT?2, localizado na banda
cromossomica 8q24 e detentor de SNP associado a risco de cancer de c6lon rs6983267, regula
o metabolismo tumoral in vitro e in vivo, de maneira alelo-especifica®, artigo no qual colaborei
diretamente (Anexo 1). O alelo G do SNP mencionado é associado com predisposi¢do ao
desenvolvimento de cancer de c6lon, enquanto que o alelo T ndo o é. Os diferentes alelos (G e
T) de CCAT2 se ligam ao complexo Cleavage Factor I (CFIm) com afinidades distintas, tendo

G maior afinidade. O complexo CFIm-CCAT?2 direciona o splicing alternativo de GLS, através
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da interacdo com um sitio poli(A) no intron 14 do pre-mRNA de GLS, escolhendo a isoforma
GAC, cataliticamente mais ativa®*.

Em nivel pés-traducional, a isoforma KGA, em especifico, apresenta uma
sequéncia Lisina - Acido Glutimico - Asparagina (KEN Box) e motivo de destrui¢io (D-Box)
no seu c-terminal. O complexo promotor da anéfase-ciclossomo-Cdhl (APC/C-Cdhl) modula
a degradacdo de KGA através desta regido quando a célula avanca para a fase G2/M do ciclo
celular, impactando na sintese de bases nitrogenadas“. Este mecanismo afeta o consumo de
glutamina e secre¢do de amonio durante estas fases do ciclo, com provéavel relacdo a demandas
biossintéticas celulares especificas . Por fim, diversas outras modificacdes pds-traducionais
do tipo fosforilacdo, acetilac@o e succinilacao ja foram descritas para GLS, com impacto sobre

a atividade e glutaminase e o fen6tipo tumoral ainda desconhecido 277,

1.5 MECANISMO REGULATORIO DE GLS POR ESTABILIZACAO DE 3’ UTR EM
ACIDOSE

A regulagdo da estabilidade de um mRNA é um importante mecanismo de controle
da expressdao génica. Tal estabilizacdo pode ser modulada pela presenca de elementos
regulatérios em cis nos mRNAs e sua interagio com o elementos regulatérios em trans®®. Em
células de mamiferos, os elementos ricos em adenosina e uridina presentes no 3’UTR mRNA,
chamados de AU-rich elements (AREs), foram identificados pela sua habilidade em levar tais
RNAs a degradacao rapida, em um mecanismo dependente de de-adenilacdo (encurtamento da
cauda poli-A)®.

O evento fisioldgico ja mencionado de acidose metabdlica impacta o metabolismo
renal de glutamina por elevar em até cinco vezes a atividade glutaminolitica em ratos expostos
por sete dias a 4gua acidificada com cloreto de amdnio. O aumento da atividade glutaminolitica
renal foi acompanhado de um aumento da abundancia proteica de mesma ordem,; tal efeito nao
foi observado na atividade glutaminolitica cerebral ou intestinal’’. Este aumento no nivel
proteico foi explicado pelo aumento nos niveis de mRNA”!. A restauracio de dgua em pH
normal para o consumo levava ao retorno dos niveis iniciais d¢ mRNA, protefna e atividade 7.

Em um modelo in vitro de células epiteliais do tibulo renal suino LLC-PK-F+, foi
mostrado um aumento dos niveis de mRNA de glutaminase em até oito vezes apds a exposi¢ao
a um pH 6.9, frente ao usual 7.473. Tal aumento se mostrou relacionado com sequéncias
localizadas na 3°’UTR do mRNA, que impactaram no aumento da estabilidade em pH 6.9 de

transcrito reporter e do shift em gel de RNA quando da incubagcdo com extratos de células
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mantidas nesse pH’>°. Eventualmente, observou-se que tais elementos responsivos a pH
estavam presentes no mRNA da isoforma GAC?,

Em adic@o, mostrou-se que a degradacio do mRNA em pH fisioldgico mediada
pela 3’UTR (Figura 6) seria, no contexto renal, comandada pela proteina (-Crystallin. (-
Crystallin liga-se a 3’UTR (passo 1 em pH fisioldgico, Figura 6) e recruta a ribonuclease
especifica de poli(A) (PARN, passo 2 em pH fisiolégico, Figura 6) que remove cauda protetora
poli(A). A estabilizacdo em situacdo de acidose, por outro lado, € dirigida pela proteina HuR,
que transloca do nucleo para o citoplasma enquanto {-Crystallin migra para granulos de estresse
(passo 1 em acidose metabdlica, Figura 6) e interage com a 3’UTR do mRNA de GAC (passo
2 em acidose metabdlica, Figura 6), o que impede o processo de degradacdo’’ (passo 3 em

acidose metabdlica, Figura 6).

r pH fisiologico

Figura 6 - Regulacio da
estabilidade do mRNA de GAC
dentro do contexto fisiologico
normal e de acidose metabdlica
Adaptado de Ibrahim et al*’.
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Na Figura 7 mostram-se as sequéncias presentes no 3’UTR das isoformas de GLS
ja experimentalmente validadas como passiveis de ligacao a diversas RNA binding proteins
(sequéncias de ligacdo identificadas como caixas laranjas na linha identificada como “PAR-
CLIP” no esquema). Observa-se que no mRNA de GAC estas sequéncias sao mais abundantes;
além disto, somente 0 mRNA de GAC contém AU-rich elements (ARE) preditos por AURA2.
As setas verticais indicam a ligacao especificamente da proteina HuR, observada também em

KGA, mesmo na auséncia de sitios preditos pela ferramenta.
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Figura 7 — Sitios de regulacdo na porc¢ao 3' nao traduzida do mRNA das isoformas do gene humano GLS
Regido 3’ UTR da isoforma KGA (A) ou GAC (B) com os respectivos sitios de ligacdo tedricos ARE (quando
presentes, barras pretas) e sitios com evidéncia experimental (PAR-CLIP, barras amarelas, linhas suficientes para
evitar empilhamento’®) de ligag¢do por alguma proteina de ligacdo a RNA. Setas pretas verticais indicam posigdes
onde tal ligagdo é da protefna HuR. Busca realizada utilizando a plataforma AURA27S.

1.6 HUR, REGULACAO DE MRNA E CANCER

A familia das proteinas Hu (Human antigen), codificada pelos genes ELAVn
(Embryonic lethal abnormal vision-like) € composta de quatro membros em vertebrados: HuR
(eventualmente referenciada com HuA, ELAVLI), HuB (Hel-N1, ELAVL2), HuC (PLE21,
ELAVL3) e HuD (ELAVLA), sendo a primeira de expressdo ubiqua e as demais enriquecidas em
neurénios — salvo HuB, também expressa nas gonadas’’. A homdloga em Drosophila
(Embryonic Lethal Abnormal Vision, ELAV) € restrita aos neurdnios, sendo de grande
importancia no desenvolvimento do inseto, de maneira que seu fenotipo de letalidade nomeia o
gene’’. Estruturalmente (Figura 8), as proteinas da familia Hu apresentam trés distintos
dominios de ligacdo a RNA, chamados de RRMs (RNA recognition motifs). Nao existe
informacdo cristalografica do terceiro dominio para HuR, o qual apresenta similaridade
superior a 90% entre as variantes.

As sequéncias ARE, tais como o motivo candnico de ligagdo de HuR, AUUUA',
sdo usualmente localizadas nas regides 5° ou 3’UTR de mRNAs. Estas sequéncias propiciam a
degradacdo pelo complexo designado de exossomo, via interacdo das mesmas com elementos
como AUF1 e KSRP"”. HuR, entretanto, impede esta acdo, atividade que foi deduzida de sua
incapacidade de co-imunoprecipitar com os elementos do exossomo ou ser detectada em

espectrometria de massas de seus constituintes, disputando a ligagdo a regides ricas em AU com
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os elementos AUFI e KSRP'®. Outra maneira de HuR definir o destino do mRNA & localizando
0 mesmo em polissomos, complexos de ribossomos com mRNA que impactam em elevados
niveis de expressio dos mRNAs com eles associados’’. De maneira antagdnica, a proteina pode
se ligar a regido 5’UTR dos mRNAs e inibir a associac@o de ribossomos e o inicio de traducao,
reduzindo os niveis proteicos gerados pelo mRNA®. Ainda no citoplasma, HuR pode definir a
localizacdo do mRNA e onde o mesmo serd traduzido, e, assim, definir a localizacao celular do
produto proteico. CD47, por exemplo, dispde de um peptideo sinal e hélices transmembrana,
entretanto é solivel no citoplasma; quem define a insercdo da mesma na membrana é a
localizagdo do mRNA préxima ao reticulo endoplasmatico, que a envia para a membrana

externa celular, mecanismo este regulado por HuR3!.

>

HuR (ELAVLT), H. sapiens

-

Conservagéo
N

-Rate4Site score

ey

Figura 8 — Esquema dos dominios proteicos presentes na proteina HuR e informacio estrutural disponivel
(A) Representacdo esquemdtica de HuR, indicando os dominios de ligacdo a RNA (RNA Recognition Motif, RRM)
e o segmento de controle de localizacdo citoplasma-niicleo (HuR Nuclear-cytoplasmic Shuttling sequence, HNS).
Abaixo do esquema, griafico indicando a conservacdo da sequéncia proteica em vertebrados (OrthoDB
EOG090B07M1J32), onde os vales (pontos mais baixos) indicam regides menos conservadas, com a linha tracejada
indicando o percentil de 90% do escore Rate4Site®' para a sequéncia e os pontos verdes para residuos que
ultrapassam este corte. (B) Estrutura cristalografica dos primeiros dominios RRM da proteina (PDB:5UQE, cadeia
A%) ligada a um RNA. A representagiio em cartoon contém o RRM1 (em bordd) e 0 RRM2 (em laranja), com os
residuos mais varidveis indicados na estrutura secundéria em verde. Os residuos mais varidveis ndo participam da
interacdo com o RNA (em azul, representados o raio de van der Waals para os 4tomos, sobrepostos ao cartoon da
fita).
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A regido de alca entre o segundo e terceiros dominios RRM de HuR é responsavel
pelo transporte da proteina entre citoplasma e nicleo, fun¢do a qual € mediada pela Transportina
284, Tal regido, designada de HNS (HuR nucleocytoplasmic shuttling sequence), contém, ao
mesmo tempo, um sinal de localizag¢iio nuclear e de exportagiio ao citoplasma %°, o que permite
sua entrada e saida do nucleo, podendo, assim, mediar o transporte de alguns mRNAs para o
citoplasma®®. A localizagio celular de HuR é predominantemente nuclear, se tornando mais
concentrada no citoplasma de tecidos tumorais, situagdo esta que favorece a transformacao
celular®’#8,

No citoplasma, HuR realiza o processo de estabiliza¢ido ou controle da traducido do
mRNA descritos acima®. Quando nuclear, HuR pode influenciar o splicing alternativo de

90-93

distintos alvos™ -, ocluindo suas sinalizagdes para a maquinaria de splicing ou mesmo por sua

interacdo direta com o spliceossomo®**>. Sua atuagio ocorre modulando a inser¢do ou remogio

de exons em diversos transcritos’®?’

. A proteina First apoptosis signal receptor (Fas-
CD95/APO-1, mediadora de resposta apoptética), tem o splicing alternativo de seu gene (FAS)
regulado pela ligagio de HuR no intron 5, inibindo, assim, a insercdo do exon 6°°. Em outro
contexto, o gene Transformer-2 sex-determining protein (TRA2, responsavel por regular o
splicing alternativo de diversos outros genes) tem seu splicing regulado pela ligacdo de HuR
em seu segundo exon’®,

Reforcando sua relagdo com splicing alternativo, anélises Omicas de preferéncia de
ligacdo em introns indicam uma preferéncia de ligacdo de HuR no comeco ou o final dos
mesmos”’, ainda no mRNA nascente e impedindo o acesso da maquinaria de poliadenilacio.
Por este mecanismo, que acontece no proprio pre-mRNA de ELAVLI, leva a escolha de sitio

mais distal'®

e a inclusdo de diversas sequéncias de desestabilizacdo, reduzindo, em um
feedback negativo, os niveis de seu mRNA!!. A avaliaciio da abundancia de sitios condizentes
com motivos de ligacdo de diversas RBPs'"? em regides préximas a exons que sio alvo de
splicing alternativo revelou que, entre os motivos mais enriquecidos no genoma humano, estiao
nio s6 os de HuR, assim como os de todas as proteinas de sua familia '*.

HuR pode ser regulada pds-traducionalmente por modificagdes como fosforilagdes,
ubiquitinagdes, clivagens, metilagdes ou neddylacdes. Os residuos S88, S100, T118, S158,
S221 e S318 estdo relacionados com fosforilagdes que modulam a ligacdo a distintos mRNAs
de forma diversa, sendo que - salvo S88 e S100 - também impactam na localiza¢do nuclear ou

citoplasmatica da protefna'®

. Como esperado, ubiquitinagdes levam a degradacdo da proteina,
efeito contrario de neddylacdes, que mantém a proteina reclusa no nucleo sem disponibilidade

para degradaciio'®.
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Com diversas camadas regulatdrias e possibilidades de atuacdo, HuR participa
desde a geracdo do mRNA com a modulacdo do splicing alternativo até o seu destino no
citoplasma de uma iniimera quantidade de RNAs relacionados com diversos eventos celulares®’
(Figura 9). Seu knock-down implicou na alteracdo de expressdo de aproximadamente 13% do

Transcriptoma RefSeq em células HeLa®.
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Figura 9 — Mecanismos de regulacio do mRNA em que HuR atua e suas consequéncias no desenvolvimento
tumoral.
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Dada a tamanha variedade de efeitos e atuacdes de HuR ndo € de se espantar que a
mesma tenha efeitos pré- e anti-tumorais. HuR atua aumentando a proliferacao (estabilizando
diversas ciclinas e fatores de crescimento, reprimindo a tradugdo de, por exemplo, p27), levando
a evasdo da apoptose (com a promocao de fatores de sobrevida), intensificando a angiogénese
(especialmente pela estabiliza¢do ou aumento de tradu¢do de Hypoxia inducible factor 1 alpha,
HIFIA, e Vascular endothelial growth fator, VEGF), reduzindo a imunovigilancia (com o
aumento de TGF-B) ou agindo sobre alvos relacionados com o processo de EMT (como Snail
Family Transcriptional Repressor 1, SNAIL, e Matrix metallopeptidase 9, MMP9) '’

Como anti-tumoral, a expressdo induzivel de ELAVLI em células mieldides causou
protecao quanto ao surgimento de tumores colorretais em camundongos, sem a defini¢do de um
alvo especifico mas balanceando situacdes inflamatérias'®. De maneira geral, HuR ji foi
associada com alteracdes do fendtipo bioenergético do cancer de mama, com a sua alta
expressao associada a grandes desvios (em relacao ao tecido normal) da expressao de um painel
de genes associados a vias metabdlicas'®.

Em diversos tipos tumorais, a abundancia de HuR — total ou citoplasmadtica — se

relaciona tanto com o progndstico positivo quanto negativo de pacientes, eventualmente com

informacdes contrastantes entre diversos trabalhos publicados !, literatura que resumimos na
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Tabela 1 para cancer de mama. Nesta origem tumoral (mama) niveis totais elevados de

expressao de ELAVLI sdo correlacionados com um progndstico positivo em dois estudos (sendo

)109,111 112

um deles sem significincia estatistica , mas negativo em um terceiro' ~. A localizacdo

citoplasmadtica da proteina por sua vez, foi relacionada a um progndstico negativo por quatro

113-116 & ge mostrou indiferente por apenas um'!'’. Os dois

trabalhos de trés grupos distintos
trabalhos que caracterizaram sua abundancia nuclear ndo observaram correlacdo preditiva com
L, . . 115,117 . . . . « A .
o progndstico dos pacientes . Em suma, tais resultados evidenciam uma inconsisténcia
quanto ao resultado preditivo da abundancia diferencial de HuR, de maneira que pacientes com
presenca citoplasmadtica elevada nos tumores de mama podem apresentar risco proporcional de

morte aumentado em 6,69 vezes, enquanto andlise de seus niveis totais proteicos indicam que

altos niveis se relacionam ao um risco proporcional reduzido em 3,23 vezes.

Tabela 1 — Sumario da literatura acerca do prognéstico clinico de pacientes de cincer de mama de acordo
com o nivel de HuR

Total L .
Fonte Pacient Prognostico Comentarios
acientes
- alto
(baixo/alto) Cox HR [C]] p-value (alto)
Ortega et al'® 89(37/52) 0.31[0.13-0.71] 0.006 Positivo  Recidiva, proteina -
western blot
.. Recidiva, RNA -
1 2/? 2-9 )
Yuan et al 109 (2/?7) <11[?2-7] 0.28 Positivof qPCR
Giaginisetal'> 191 (67/54) 3.714[2.443-5.140]  0.0004  Negativo Rec‘dw?ﬁpcr"tema -
. Litoplasma Prognéstico L.
Fonte Pacientes Cox HR [CT . (alto) Comentarios
(baixo/alto) ox HR[CT] p-vacue
Denkertetal” 208 (145/63) - 025  Indiferente  OPVIGL Proteind
Heinonen etal'™® 133 (95/38) 2.07 [1.05-4.07] 0035 Negativo ~ MCase, proteina
Sobrevida, Nao-
Heinonen et al''* 525 (207/318) 1.74 [1.05-2.88] 0.0311 Negativo BRCA, proteina -
HC
Zhuetal '3 82 (44/38) 3.48 [1.53-4.40] 0.003  Negativo R“‘d”i‘hfg"tema )
Wang et al!'3 139 (99/40) 6.69 [2.47-18.13]  <0.0001  Negativo R“‘dlvi‘l’{fg"tema -
Niucleo L.
Fonte Pacient Prognostico Comentarios
acientes
- alto
(baixo/alto) Cox HR [CI] p-value (alto)
Denkertetal''” 208 (80/128) - 0.83  Indiferente SObrerdIi’ICpmtema
Zhu et al'!? 82 (19/63) 1.74 [0.69-4.41] 0.240  Indiferente ReClle?ﬁpCmtema .

NOTA: Cox HR: Propor¢ao de risco de Cox; CI: intervalo de confianca; Recidiva: avaliou a sobrevida livre de
recidiva; Sobrevida: avaliou a sobrevida global (irrespectivamente a causa de morte); Nao-BRCA: pacientes sem
muta¢do em BRCA1/2; IHC: Imunohistoquimica. TOs autores propdem um progndstico positivo, entretanto sem
um p-value significativo associado.
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Assim, tendo em vista a regulacdo da estabilidade do mRNA de GAC por HuR na
situacdo de acidose renal e a importancia de HuR dentro do contexto tumoral, hipotetizou-se
que HuR pudesse ser um importante regulador da glutaminase em cancer. Sua multipla atuacdo
regulatéria — e os eventos ji descritos para seu pardlogo, HuD — abrem a possibilidade nio s6
de uma atuagdo sobre a 3’UTR dos transcritos de GLS como também uma possivel implicagao
na regulacdo do splicing alternativo do gene. Por fim, o estudo do eixo HuR-GLS e seu impacto
nos fendtipos de proliferacdo, invasio e o metabolismo de glutamina de células tumorais pode
trazer subsidios para a proposicao de terapias voltadas a inibi¢ao destas proteinas no combate

a doencga.
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2  OBJETIVOS

O objetivo geral proposto foi compreender a a¢do regulatdria da proteina de ligacao
a RNA HuR sobre os produtos do gene GLS, dentro do contexto tumoral, particularmente no
splicing do gene GLS e a estabilidade de seus transcritos mediada por 3’UTR e os consequentes

impactos fenotipicos desta regulacdo sobre o metabolismo, proliferacao, migracdo e invasao.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar utilizando dados publicamente disponiveis de transcriptdmica e gendmica a
abundancia da expressdo de ELAVLI em tecidos normal e tumoral e o efeito de seus niveis
de expressao sobre o progndstico dos pacientes. Identificar tumores onde HuR possa ter um
papel importante para progndstico da doencga.

e Avaliar a abundancia e localizacdo nucleo/citoplasma de HuR em um painel de células
tumorais.

e Modular os niveis de HuR em células de mamifero em cultura e avaliar seu impacto no nivel
de mRNA e nivel proteico das isoformas GAC e KGA.

e Avaliar o impacto de HuR sobre o splicing alternativo de GLS e estabilidade do mRNA de
GAC e KGA.

e Utilizando dados publicos dmicos de interagdo de HuR com regides intronicas, assim como
informacdes de conservagdo evolutiva de sequéncia, identificar potenciais sitios de interacao
de HuR no intron 14 (envolvido no splicing que define as isoformas) de GLS.

e Avaliar o impacto do knock down de ELAVLI na atividade de glutaminase celular,

metabolismo em geral, assim como na proliferacdo, migracdo e invasao de células tumorais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CLONAGEM E MODIFICACAO DE VETORES

Todas as Polymerase Chain Reaction (PCR) realizadas empregaram a enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), seguindo instrugdes do
fabricante. Igualmente, a mesma foi utilizada para remocdo de extremidades coesivas'!®. Para
a adenilagao de produtos de PCR, foi realizada a incuba¢do com 7Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) nas condicdes indicadas pelo fabricante. A restricdo de plasmideos ou produtos de
PCR foi realizada com enzimas de restricdo comercialmente disponiveis (New England
Biolabs) seguindo instrucdes do fabricante. A purificagdo dos produtos amplificados ou vetores
restringidos com enzimas foi realizada com o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), seguindo instrugdes do fabricante. A ligagdo direta de oligonucleotideos anelados
foi realizada como descrito previamente '*°. Os oligonucleotideos utilizados foram todos
adquiridos com o fornecedor Exxtend, dessalinizados ou purificados por interagdo do grupo
dimetoxitritil antes de sua remocao (Oligonucleotide Purification Cartridge). As modificacOes
em vetores de expressdo podem ser observadas no resumo da Figura 10 e no Quadro 1 e os

oligonucleotideos utilizados no Quadro 2.

Quadro 1 — Resumo das construcdes para expressiao ou silenciamento génico utilizadas neste trabalho
Vetor base cDNAs/shRNA nas construcoes
HuR. WT#*
KGA.WT#*
pQC MCS IRES Puro (vetor vazio)
pQC V5-MCS IRES Puro (vetor
vazio)
pQC V5-mKO2-MCS IRES Puro
HuR.WT
HuR.AHNS
HuR.WT
HuR.AHNS
pQC MCS IRES G418 (vetor vazio)
pQCXI Neo DsRed-LC3-GFP* pQC V5-MCS IRES G418 (vetor
vazio)
shGFP
shLuc
shHuR
shHuRII
shHuR
shHuRII
pET30b(+), mod* mKO2-HuR.WT
NOTA: *Constru¢des previamente disponiveis

pcDNA3.1-V5-His*

pQC mKOrange IX*

pQC V5-MCS IRES Puro

pQC V5-mKO2-MCS IRES Puro

pLKO.1-TRC-Puro

tet-pLKO.1-puro
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Para a criagdo dos vetores pQC-MCS-IRES-PURO, o vetor pQC mKorange IX,
gentilmente cedido pelo Dr. Connie Cepko (Addgene # 37344), foi modificado com a inser¢ao
do fragmento de resisténcia a puromicina a jusante de sua Internal Ribosomomal Entry Site
(IRES). A mesma foi aberta com EcoRV e fechada com fragmentos contendo a sequéncia
codificante da puromicina N-acetiltransferase, removida com BamHI e Kpnl e com remocgao
das extremidades protundentes a partir do vetor pLKO.1-puro. A regido multipla de clonagem
(MCS) foi estabelecida removendo o inserto mKO2 a montante do IRES com EcoRI e Agel e
adicionando sequéncia de ligagdo sintética produzida a partir de oligos anelados - criando sitios
tnicos para BamHI, Xbal, Agel, Pmel, Notl e EcoRI, além da possibilidade de clonagem TA
com restri¢do dupla por Xcml. A essa regido, na por¢do N-terminal, foi adicionada uma tag V5
com a restricdo do primeiro sitio, BamHI, definindo um inicio de transcricao de Kozak e o
epitopo viral, além de manter o sitio de BamHI em sua regido 3'. Tal sitio, quando foi o caso,
foi utilizado para a inser¢do de sequéncia codificante para mKO?2, amplificada por PCR de vetor
pGEM-T-mKO?2 (Gentilmente cedido pelo Dr. Silvio Roberto Consonni) e clivada com BglIl
e BamHI. HuR foi amplificada a partir de vetor pCDNA3.1-HuR.wt-V5-His previamente
disponivel no grupo. Para a remocao de sua regido HNS, foram amplificados os fragmentos a
jusante e a montante da mesma, unidos por sitio sintético de HindIII e inseridos no vetor da
mesma maneira. A sequéncia removida compreendeu os aminodcidos 205-237
(RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVP) de HuR e a inclusdo do sitio de
HindIII substitui a mesma por uma lisina e uma leucina (KL).

O vetor pQC-MCS-G418 foi produzido substituindo no vetor pQCXI Neo DsRed-
LC3-GFP, gentilmente cedido pelo Dr. David Sabatini (Addgene #31183), a regido
compreendida entre o inicio de seu promotor CMV e o inicio da entrada interna de ribossomo
(IRES) pela mesma regido do vetor, aqui produzido, pQC-MCS-IRES-Puro, utilizando as
enzimas BglIl e EcoRI em ambos os vetores. KGA-V5-6xHis foi extraido do vetor pcDNA3.1-
KGA.wt-V5-His utilizando as enzimas de restricdo BamHI e Pmel, e inserido com as mesmas
no vetor pQC-MCS-G418 construido.

Os vetores reporteres para estudo da estabilidade da 3’UTR do mRNA das
isoformas KGA e GAC foram produzidos utilizando o vetor psiCHECK?2 modificado,
gentilmente cedido pelo Dr. Marcio Chaim Bajgelman. Para a clonagem da 3’UTR de GAC, o
vetor e foi clivado com Xhol e Notl e a regido 3’UTR amplificada de DNA gendmico extraido
da linhagem de cancer de mama SKBR3 (utilizando Wizard SV Genomic DNA Purification
System, seguindo instrucdes do fabricante, Promega), sendo clivada com as mesmas enzimas

adicionadas aos oligonucleotideos. Para a clonagem da 3’UTR de KGA, o vetor foi clivado
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com Sacl, com a ponta protundente removida, e Notl, sendo o inserto amplificado do mesmo

DNA gendmico com oligonucleotideos contendo sitios de Pmel e Notl.

AN C MV MICS 5 ZI0 AR CIVV (G4 1810 A B
HUR.WT, KGA.WT

L 5'LTRAFMMLY WigagA mKO1IRES;MCS;3'LTRAZN

pQC mKorange IX (Addgene #37344)

HUR.WT, HUR.AHNS

S CMV S'LTRATMMLY WigagA §mko2 MCS jIRES;Puro;3'LTRAZE
HUR.WT, HUR.AHNS

S CMV_5'LTRAIMMLY WIgag/A DsRed-LC3-GFPIIRESIG41813' L TRANS

pQCXI Neo DsRed-LC3-GFP (Addgene #31183)

B CMV 5'LTRA;MMLY WigagA MCS JIRES;G418,;3'LTRARE

KGA.WT-V5-His

2 5' TRA jHIV-1 Y;RRE; U6 shRNAZcPPT/CTS hPGK Puro;3'LTRA;pA =
pLKO.1 - TRC (Addgene #10878)

shGFP*, shLuc*, shHuR, shHuR Il

Sh Hu R Sh Hu R I I Tet-pLKO-puro (Addgene #21915)

pET30b(+), modificado

mKO2-HUR.WT
B Linker [ REN] I Eiemento Viral Il PoiyA
PCDS Interesse .Promotor [Diversos [ Resisténcia

Figura 10 — Representacao simplificada dos vetores de expressiao ou silenciamento utilizados

(A) Vetores pcDNA3.1-V5-His-Topo (Invitrogen) previamente disponiveis no laboratério com a insergdo das
sequéncias codificantes de HuR, KGA ou GAC. (B) Vetores de expressdo retroviral (Gammaretrovirus),
modificados para a expressdo de ELAVLI selvagem ou deletada para a regido HNS, que conferem resisténcia a
puromicina, ou modificados para a expressao de KGA selvagem, conferindo resisténcia a geneticina. (C) Vetores
de silenciamento retroviral (Lentivirus) para short hairpin controle ou almejando ELAVLI. (D) Vetor de expressio
procariética pET30b utilizado para a producdo de proteina recombinante. CMV: Promotor do citomegalovirus
humano. MCS: sitio miiltiplo de clonagem. V5: pequeno epitopo do virus simio Paramyxovirus. His: Sequéncia
de 6 histinas. G418: Resisténcia ao agente de selecdo geneticina. pA: regido para finalizacio do mRNA e
poliadenilag@o. S’LTRA: regido repetitiva 5’ truncada. MMLV ¥: Sequéncia psi de empacotamento do virus da
leucemia murina de Moloney. gagA: poliproteina gag truncada.mKO1/2: proteina fluorescente monomérica
kusabira-orange. IRES: sitio de entrada interna de ribossomo. 3’LTRA: regido repetitiva 3’ truncada. HIV-1 ¥:
Sequéncia psi de empacotamento do virus da sindrome de imunodeficiéncia humana do tipo 1. RRE: elemento
responsivo a Rev. U6: promotor da polimerase III humana do tipo U6. shRNA: Sequéncia de short hairpin RNA.
cPPT: Trato central de polipurina. CTS: Sequéncia central de terminagdo. hPGK: Promotor da fosfogliceroquinase
humana. H1/0: promotor da RNA polimerase III humana com sequéncia de ligagdo para o elemento responsivo a
tetraciclina. TetR: repressor da tetraciclina.
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Quadro 2 — Oligonucleotideos utilizados para modificacio dos vetores de expressio

Finalidade Oligo Sequéncia 5° -3’
CCGGGGATCCGGTTCTAGAGCCACCGGTTGTATG
MCS_Fow GAGTTTAAACTCCAAAGCATCGATGGTAGCGGCC
Inser¢dao de MCS GCGGTGAATTCTGATT
em pQC AATTAATCAGAATTCACCGCGGCCGCTACCATCG
MCS_Rev ATGCTTTGGAGTTTAAACTCCATACAACCGGTGG
CTCTAGAACCGGATCC
V5 Fo GATCACCATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCC
Insergdo de V5 em —row TCGGTCTCGATTCTACGG
pQC-MCS V5 R GATCCCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAG
—Rev GGATAGGCTTACCCATGGT
~ mKO2.Bglll-Kozak.Forward AAGAGATCTACCATGGTGAGCGTGATCAAG
Insercdo de mKO2
mKO2.BamHI.Reverse TCGGATCCCGACCCACCTCCGCCCG
Amplificacio de HuR_Agel Fow AGTACCGGTATGTCT{%F/(%}E%GTTATGAAGACCACA
ELAVLI para vetor AGTGAATTCTTATITGTGGGACTIGTTGGTTTTGA
pQC HuR_EcoRI_Rev AGGA
Amplificacdo da HuR.Kpnl.Forward CCGGTACCATGTCTAATGGTTATGAAGACCAC
r¢ao pré-H .
po gangeVLll\IS de HuR.PreHNS_HindIII_Rev GAAAAGCTTCGCTGGCGAGTGGTACAG
Amplificacdo da HuR.Xhol.Reverse TAGACTCGAGTTATTT[(jngGACTTGTTGGTTTTG
porcao p6s-HNS de
ELAVLI HuR.PosHNS_HindIII_Fow ATAAAGCTTGGAAACGCCTCCTCCGGC
Amplificacdo do GAC.Exonl4End_Fow ACTATGATAATTTGAGACACTTT
Intron 14 de GLS a
. GAC.Exonl5Start_Rev TCCATTCTATATACTACAGTTGT
partir do genoma
Amplificacdo do Intron14.Xbal Fow TTCTAGAGGTAAGCA:?:TTXCTTATTTAGATAAGT
Intron 14 para
restricio GLS.1t14Sub.BamHI.Rev TATGGATCCTAGTTGTTCAAGCAACATACATAAT
Amplificagdo da GAC3UTR.Pmel.Fow TCGCCTCGAGAAATGGGTTCTAGTTTCAGAATG
regiao 3’UTR do
m%i Ny o GAC GAC3UTR Notl Rev AGAATGCGGCCGCCA(T;%TCTAAAATAAATTTATTG
Ampliﬁcagﬁo da KGA3UTR Pmel Fow TGTTTAAACGGTCTCAAéTCCCAAGATTTAAATCA
regido 3’UTR do GGCGGCCGCACATATATTTATTAATGCTGTAAAA
mRNA de KGA KGA3UTR.Notl.Rev AGCAAC
sgRNA_KGA_Stop_Fow CACCGATCTTGATGGATTGTTGTAA
sgRNA para KGA £ = =>"0P
sgRNA_KGA_Stop_Rev AAACTTACAACAATCCATCAAGATC
ATCGAGCTCCAGGCTTCACAGTTTGTAAAGTGTA
Brago de homologia KGA_Homology5_Sacl_Fow AGG
5 KGA_Homology5_BamHI_Rev ATCGGATCCCAACAiTCCC?C{::FTCAAGATTCTTATGG
ATCGGATCCTAATGGTCTCAAATCCCAAGATTTA
Brago de homologia | KGA_Homology3_BamHI_Fow AATCACTTACCT
3° ATCGTCGACTTTCAGAATAACTTTGGTAGCTTAGA
KGA_Homology3_Sall_Rev GCATTTCTG
GATCAGGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCT
] P2A_BamHI_Fow GAAGCAGGCTGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGG
P2A Porcine ACCTG
teschovirus-1 GATCCAGGTCCAGGGTTCTCCTCCACGTCTCCAGC
P2A_BamHI_Rev CTGCTTCAGCAGGCTGAAGTTAGTAGCTCCGCTTC
CT
Amplificacdo de BleoR_BglIl_Fow ACAAGATCTATGGATGCCAAGTTGACCAGTGC
BleoR BleoR_BamHI_Rev GGCGGATCCGTCCTGCTCCTCGGCCA

Ja a producao do vetor repdrter para splicing alternativo RG6-Intron14 foi realizada
utilizando o vetor homdnimo, gentilmente cedido pelo Dr. Thomas A. Cooper'?!, com a
clivagem do sitio DamI-Dcml bloqueado de Xbal e BamHI (a partir de minipreparacao
plasmidial de linhagem de E. coli defectiva para este sistema de metilagdo, JM110), que remove

o primeiro intron do sistema. O intron 14 humano foi obtido de DNA gendmico extraido da
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linhagem de cancer de mama SKBR3. Fragmento amplificado inicialmente com
oligonucleotideos ancorando nas por¢des exoOnicas foi ligado em vetor pGEM-T easy
(Promega), seguido posteriormente da amplificacdo do fragmento a ser inserido propriamente
dito e clivagem com as mesmas enzimas de restricdo (Xbal e BamHI).

Para a estratégia baseada em CRISPR/Cas9 de introducdo de cauda fluorescente no
genoma, o plasmideo pX330'? (gentilmente cedido pelo Dr. José Xavier Neto, originalmente
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, Addgene#42230, gentilmente cedido pelo Dr. Feng
Zhang) foi modificado com o intuito de adicionar resisténcia ao agente de sele¢cdo puromicina.
Para tanto, o cassete pSV40-PuroR-PolyA foi removido do vetor pBABE.puro (gentilmente
cedido pelo Dr. Marcio Chaim Bajgelman) utilizando os sitios de Xbal e BamHI, com
protundéncias removidas e inserto fosforilado, e inserido no sitio de Notl de px330 logo apés a
cauda PolyA da hSpCas9, apos a remogado das protundéncias. Ao mesmo vetor, cortado com
Bbsl, foi inserido o single guide RNA (sgRNA, Quadro 2) para KGA, anelado a partir de
oligonucleotideos sintéticos fosforilados.

A producdo do fragmento doador foi realizada sobre o vetor pUC19, sem elementos
eucaridticos de expressdo. Clonou-se, sequencialmente, o brago de homologia 5’ (Sacl-BamHI)
seguido do brago de homologia 3° (BamHI-Sall), ambos obtidos de DNA gendmico extraido
da célula SKBR3. Na cicatriz criada com BamH]I, foi inserida a proteina fluorescente mKO2
(amplificada e cortada com Bglll-BamHI), a regido codificante para o peptideo de auto-
clivagem P2A do Teschovirus-1 suino (P2A'%12%) "anelada e fosforilada — mantendo sitio de
BamHI em sua 3’ —, e a sequéncia codificante do gene BleoR de Streptoalloteichus hindustanus
(conferindo resisténcia ao agente de selecdo Zeocina), amplificada do vetor pFRT-lacZeo
(Invitrogen) e cortada com BglII-BamHI.

Os vetores de silenciamento foram construidos utilizando os sistemas pLKO.puro-
TRC (gentilmente cedido pelo Dr. David Root, Addgene #10878) '*° ou tet-pLKO-puro'?®
(gentilmente cedido pelo Dr. Dmitri Wiederschain, Addgene #21915). Para ambos, foi
realizado o corte com Agel e EcoRI, seguido de defosforilacao, e os oligonucleotideos anelados
(Quadro 3) e fosforilados foram ligados.

O vetor de expressdao pET30b+-TEV (gentilmente cedido pelo Dr. Daniel Maragno
Trindade), foi clivado com HindIIl e Xhol e o cassete de expressio mKO2-HuR.WT

amplificado por PCR e no mesmo clonado.
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Quadro 3 — Oligonucleotideos utilizados para o silenciamento utilizando sistemas pLKO/tet-pLKO

Transcrito alvo Oligo Sequéncia 5° - 3’
shHuR CDS Fow CCGGCGAGCTCAGAGGTGATCAAAGCTCGAGCTTTGATCACCTCT
§ — — GAGCTCGTTTTTG
HuR (TRCN0000276129) hHuR CDS R AATTCAAAAACGAGCTCAGAGGTGATCAAAGCTCGAGCTTTGATC
Shiiuk_ _Rev ACCTCTGAGCTCG
CCGGTTGTTAGTGTACAACTCATTTCTCGAGAAATGAGTTGTACAC
HuR II shHuR_3UTR_Fow TAACAATTTTTG
TRCN0000276186 AATTCAAAAATTGTTAGTGTACAACTCATTTCTCGAGAAATGAGTT
( ) shHuR_3UTR_Rev A ACAA
GFP F CCGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCGAGATGAACTTCAGGGT
GFP (Controle) — oW CAGCTTGTTTTIG
ontrole GFP R AATTCAAAAACAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCGAGATGAACTT
_Rev CAGGGTCAGCTTG
Luc F CCGGCTTACGCTGAGTACTTCGACCTGACCCATCGAAGTACTCAGC
GFP (Luc) uc_row GTAAGTTTTTG
uc Luc R AATTCAAAAACTTACGCTGAGTACTTCGATGGGTCAGGTCGAAGT
UC_Rev ACTCAGCGTAAG

NOTA: TRCN# Cédigo de acesso do The RNAi Consortium shRNA Library

3.2 ANALISE DO CONJUNTO DE DADOS DISPONIVEL NO THE CANCER GENOME
ATLAS

3.2.1 Download, organizagdo, normalizacdo e representacao dos dados

Utilizando o portal de dados do Genomic Data Commons do National Cancer

Institute (https://portal.gdc.cancer.gov) foram gerados os manifestos contendo a identifica¢io

tnica e o hash MDS5 dos dados clinicos (clinical xml), contagem bruta de fragmentos em cada
gene (HTSeq counts), fragmentos por milhar de transcrito por milhdo de biblioteca (FPKM, e
sua normalizacdo por quartil superior, FPKM_UQ) e a quantificagdo de leituras por milhar de
pares de base do exon por milhdo de biblioteca (RPKM). A comunicacdo foi feita através de
API (Application Programming Interface) disponibilizada, utilizando o software R'*’ versio

3.4.2, e as bibliotecas hrtr'?® e jsonlit6129

. A leitura das tabelas clinicas disponibilizadas em
XML foi realizada utilizando o pacote XML'*°, para a busca dos parametros clinicopatolégicos,
da dltima atualizacdo acerca do paciente (quanto a sobrevida) e a todas as atualizacdes quanto
a primeira ocorréncia de recidiva. Todas as entradas foram renomeadas em funcdo do cédigo
unico do paciente do TCGA e os valores de expressdo de exon também foram normalizados

131 Os dados aqui apresentados foram atualizados no dia 27 de

pelo método do quartil superior
novembro de 2017. Todos os arquivos foram verificados quanto a sua integridade e baixados
novamente quando observadas excecdes. Os tipos e origens tumorais avaliadas estdo
disponiveis no Apéndice 1.

Inicialmente, ilustracdes com preto-e-branco foram produzidas, ilustrando o corpo
humano e seus 6rgdos. Tais esquemas foram convertidos com a fungdo raster-to-vector do

Sl32

programa de Geographic Information System QGI versdo 2.18. A conversdao para o


https://portal.gdc.cancer.gov/
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ambiente R do ESRI Shapefile gerado foi realizada com os pacotes maptools'* e a sua

simplificacdo em poligonos pelo pacote gpclib'>*

. As medianas dos parametros avaliados (ou
suas razdes) foram entdo transformadas em escala de cor utilizada para colorir os respectivos
6rgios, utilizando o pacote ggplot2'*. Uma relagdo tecido-tipo tumoral-6rgdo estd disponivel
no Apéndice 1. As representacdes RDI (Raw (data), Description and Inference) utilizadas nesta
porcio e em todo o trabalho foram produzidas com o pacote yarrr'*®.

Para a comparagao entre as anotacdes distintas, foi realizada uma harmonizacao dos
resultados oriundos de cada uma das andlises: os dados do TCGA com resolucdo de gene
utilizam a versao GRC38 anotada pelo GENCODE versao 22, ja quando em resolucdo de
isoforma utilizam a sequéncia GRC37 (hgl9) anotada pelo UCSC e, por fim, os dados
experimentais aqui avaliados compartilham a primeira versdo do genoma (GRC38) mas com
uma anotagao brevemente mais recente (GENCODE versao 25). A harmonizag¢ao in house com
a utilizacdo de uma mesma anotacdo para todos as andlises ndao foi possivel devido a
indisponibilidade publica dos arquivos com os fragmentos efetivamente lidos do TCGA e a
indisponibilidade técnica do reprocessamento dos cerca de 96 terabytes de sequéncias curtas
obtidas das 11096 amostras de RNA sequenciadas pelo projeto. Assim, o esforco de

compatibiliza¢ido das informacdes realizado era imprescindivel para a obten¢do de quaisquer

informacdes relevantes.

3.2.2  Separagdo dos pacientes por niveis de expressao de ELAVLI, GLS e os niveis dos exons

diferenciais do mRNA de GAC e KGA em tumores

Foi implementada uma rotina de minimizacdo de p-value, como previamente

I37.138 " utilizando modelos de Cox como implementados nos pacotes survival'® e

proposto
survminer'®®, Descritivamente, os dados de expressdo das amostras de tecido de um
determinado tipo tumoral foram transformados em uma escala de z-score (cada valor foi
subtraido da média de expressao daquele gene naquele tumor especifico e o valor foi dividido
pelo desvio padrdo nas mesmas condi¢des), que foi utilizada para ordenar numericamente 0s 0s
pacientes da menor para a maior variacao em relagdo a média. Considerando grupos formados

com, ao menos, 4% dos dados ou 10 pacientes (o maior valor entre as duas opcdes), 0s mesmos

foram avaliados com iteracdes do seguinte algoritmo:
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1. Classificar os pacientes n primeiros pacientes como baixa expressao
(inclusive)

2. Comparar o risco proporcional de Cox quanto a recidiva tumoral (por
metdstase distante ou loco regional), calcular o p-value para teste de logrank e
armazenar tais informacdes

3. Adicionar 1 ao valor de n. Caso ndo infringida a regra dos 4% ou 10
pacientes remanescentes no grupo de alta expressdo, retornar ao passo 1.

Com posse de todas as separacdes possiveis dos pacientes e risco relativo em cada
situacgdo, utilizou-se como critério para a distingdo em dois grupos o ponto em que o p-value do
teste logrank assumiu o menor valor. Estas separacoes, entdo, foram utilizadas para o célculo
da associacdo entre parametros clinicopatologicos e a categorizacdo, utilizando testes de
contingéncia ¥>. A organizacdo dos dados, quando necessdria, se fez com o pacote plyr'*!. O
controle de falso-positivo foi realizado com false discovery ratio'** aplicado nos melhores p-
value obtidos para todos os tumores. A titulo de simplificacdo das representacdes, os pacientes
nao considerados segundo o critério de tamanho minimo de grupos foram ocultos no eixo x.
Quando mencionada, foi aplicada a corre¢do de p-value, para buscas de minimizacao, proposta
por Altman et al'**:

Pcorrigido = =313 * Pminimo * (1 + 1,65 * loge pml’nimo)r
para 5% de erro do tipo 1.

Pacientes com informacdo duvidosa ou incongruéncias no preenchimento da
informacdo de sobrevida, recidiva ou metdstase distante foram, em cada situagdo,
desconsiderados. Pacientes com falecimento por causa ndo-relacionada e sauddveis desde o
primeiro aparecimento da patologia foram considerados como casos censurados no dia de
falecimento para as avaliagdes de recidiva e metdstase distante. A produgdo da curva ROC foi

realizada utilizando o pacote pROC'*,

3.3 ANALISE DE SEQUENCIAMENTOS DE RNA PREVIAMENTE DISPONIVEIS

3.3.1 Busca e obteng¢do de sequéncias

Os dados da literatura foram obtidos no portal Gene Expression Omnibus'®, ap6s
busca de experimentos em células humanas com imunoprecipitagcdo de HuR ou silenciamento
de seu gene. Os codigos de acesso se encontram no Quadro 4. O download dos arquivos foi

realizado utilizando a ferramenta AsperaConnect a partir do servidor European Nucleotide
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Archive (ENA)™. Os dados de RIP-Seq derivam de um experimento onde ocorreu
imunoprecipitacdo utilizando anti-T7Tag em células expressando constru¢do ectépica de HuR
ou apenas vetor controle, seguido de extracdo de RNA e sequenciamento. Para obtencdo dos
dados de PAR-CLIP-Seq (Photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking and
immunoprecipitation), a células foram suplementadas com um anédlogo de base (4SU ou 6SG)
que realiza crosslink reversivel com a proteina interatora apds exposi¢cao a luz ultravioleta; apos
a imunoprecipitacdo de HuR, a ligacdo foi desfeita, deixando uma mutacdo na base que mediou

a interagdo, o que, desta maneira, revela o sitio de interagao.

Quadro 4 — Conjuntos de dados externos utilizados e suas caracteristicas

SRR Type Fonte Linhagem Condicao
SRR504455 GM12878 IP:T7Tag (Controle)
SRR504456 GM12878 IP:T7Tag (Controle)
SRR504447 GM12878 IP:HuR
SRR504448 GM12878 IP:HuR

RIP-Seq ENCODE

SRR504459 K562 IP:T7Tag (Controle)
SRR504460 K562 IP:T7Tag (Controle)
SRR504453 K562 IP:HuR
SRR504454 K562 IP:HuR
SRR248532 Mukl;?ﬂee et HEK293T T1 RNAse, IP:Flag-HuR
SRR189779 HEK?293T MNase, 4SU; IP:HuR
SRR189780 Kishore et al'*® HEK?293T MNase, 4SU; IP:HuR
SRR189781 | PAR-CLIP-Seq HEK293T T1 RNase, 4SU; IP:HuR
SRR309285 HeLa T1 RNase, 4SU - DMEM; IP:HuR
SRR309286 HeLa T1 RNase, 4SU - SILAC; IP:HuR
SRR309287 Lebedeva et al*® HeLa T1 RNase, 6SG - SILAC; IP:HuR
SRR309284 HeLa siRNA HuR 5 dias

RNA-Seq .
SRR309282 HeLa Mock 5 dias

NOTA: SRR#: Numero de acesso do Sequence Read Archive; RIP-Seq: RNA immunoprecipitation followed by
sequencing; GM12878: Linhagem celular linfoblastéide transformada com virus Epstein-Barr; KS62: Linhagem
celular de leucemia mieldide aguda; HEK293T: Linhagem celular de Rim embriondrio humano transformada
com o antigeno T do virus SV40; HeLa: Linhagem celular de adenocarcinoma de cérvice uterino.

Os dados obtidos pelo ENCODE foram gerados com o objetivo inicial de, em uma
abordagem ampla e focada em diversos elementos regulatrios, compreender a regulacdo da
expressdo génica de forma gendmica. Assim, seus resultados transformaram-se, basicamente,
em pistas distintas para o ENSEMBL!#°. Mukherjee et al*’ se propuseram a avaliar a ligacdo de
HuR sobre todo o transcriptoma, através de PAR-CLIP-Seq e o impacto gerado pelo
silenciamento do gene na expressdo génica, utilizando microarrays. Com tais resultados,
propuseram sitios preferenciais de ligacdo de HuR em introns e exons, elementos regulados e

descreveram a caracteristica observada dos sitios de forma contextual. Lebedeva et al*® tinham
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0os mesmos objetivos, publicando, inclusive, na mesma edi¢do da revista Molecular Cell.
Metodologicamente, variaram com o uso de RNA-Seq para a quantificacdo da expressao apos
o silenciamento e quantificaram proteinas diferencialmente expressas utilizando protedmica.
Kishore et al'* estabeleceram uma busca técnica entre a utilizacdo de T1 RNase ou MNase
como ribonuclease para a digestdo das regides que sofreram crosslink, sendo um trabalho de

cardter técnico e sem conclusdes bioldgicas acerca.

3.3.2 Controle de qualidade dos fragmentos sequenciados e remog¢do das bases de baixa

qualidade

Todos os conjuntos passaram por um processo homogeneizado de controle de
qualidade. Inicialmente, a distribui¢do da qualidade dos fragmentos foi avaliada com o software
FastQC"°. Posteriormente, dltimos nucleotideos com qualidade inferior a 20 — na escala
PHRED'""'2 _ foram removidos sequencialmente até o primeiro nucleotideo com qualidade
superior a 20 ou até a sequéncia reduzir-se a um tamanho de 26 pares de base (o que implicava
em seu descarte). Caso a sequéncia, apOs este processo, apresentasse qualidade média inferior
a 30, também era descartada. Tais procedimentos eram aplicados nos dois pares para conjuntos
paired end e, caso um dos mesmos ndo atendesse as demandas, os dois eram removidos. Tais
procedimentos foram realizados com o auxilio do software Skewer'>® e seguem as sugestdes
previamente publicadas!>*!>°. Apés o processo, o conjunto era novamente avaliado com o

software FastQC'*° para a confirmagio da melhoria em termos de qualidade.

3.3.3 Alinhamento contra o genoma humano

Para alinhar os fragmentos contra a sequéncia do genoma humano, o software
STAR'® foi utilizado. O mesmo foi executado uma primeira vez utilizando o genoma humano
com a montagem primdria do GRCh38 (contendo todos os cromossomos e scaffolds, mas sem
os patches ¢ haplotipos para evitar alinhamento multiplo de fragmentos unicos) utilizando a
anotagio completa de transcritos do GENCODE versdo 2557158 Junces exon-exon hipotéticas
foram anotadas para cada sequenciamento. O arquivo foi alinhado uma segunda vez, incluindo
agora as anotagdes adicionadas na primeira etapa. Assim, obteve-se uma precisao maior no
posicionamento de fragmentos que sobrepunham a regido de jun¢do com poucas bases. Para o
processamento do conjunto de RNA-Seq com objetivo de quantificacdo de expressao

diferencial, as anotacdes de novas junc¢des exon-exon dos dois arquivos foram reunidas em uma
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tnica para o segundo alinhamento. Os arquivos gerados no formato BAM foram indexados

utilizando o software samtools'’.

3.3.4 Producido de anotagdo dos introns envolvidos em splicing alternativo

A anotacdo original do GENCODE (versio 25) foi carregada no software R!?’ e
processada com um cédigo produzido de acordo com o algoritmo a seguir. Para cada feature
identificada como “gene”, eram buscados todos as features relacionadas identificadas como
transcritos e que apresentassem entrada no banco de dados CCDS. Caso restasse apenas um
transcrito, o gene era descartado da anotacdo. No caso de dois transcritos, mas que variavam
apenas quanto ao inicio de transcri¢ao alternativo (ou seja, apenas 0 primeiro exon variava), o
gene também era descartado. Aos remanescentes, eram selecionados os exons que nao estavam
presentes em absolutamente todos os transcritos, denominados entdo como envolvidos com
splicing alternativo. Os introns imediatamente anterior e posterior a este exon eram entao
selecionados.

Quando do contexto da busca de introns relacionados com o splicing alternativo em
que HuR apresentava ligacao (como revelado por RIP-Seq), em um primeiro momento, a op¢ao
por uma interseccdo de duas anotagdes (GENCODE filtrada por RefSeq/CCDS) poderia ser
extremamente conservadora e impactar no alinhamento das leituras e mensuracdao da
abundancia de todos os exons de maneira negativa — vide a auséncia de diversas junc¢des exon-
exon. Contudo, ndo houve impacto negativo na mensuragdo porque a anotacdo de juncgoes
utilizada para o alinhamento (GENCODE) é mais abrangente e o alinhador utilizado, STAR !>,

permite a adicio de novas jungdes exon-exon na anotacdo on-the-fly'®

, ou seja, durante a
execu¢do do alinhamento em si utilizando a informacdo emanada dos proprios fragmentos
observados, ndo demandando, entdo, de uma anotacao extremamente abrangente para acuricia
técnica.

Nao se optou pela simples reutilizacao dos dados previamente processados na
execucdo dos trabalhos que disponibilizaram os experimentos de RIP-Seq, PAR-CLIP-Seq e
RNA-Seq”0147:148:161 "'mag sim seu novo processamento, devido a nio disponibilidade total das

contagens obtidas, ao fato dos resultados tabulares s6 incluirem uma fracdo dos achados ou

porque as informacao sobre regides intronicas estavam reduzidas ou ausente.
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3.3.5 Contagem de fragmentos

O nimero de fragmentos que se sobrepunham em cada regido anotada foi obtido
utilizando o software HTSeq'®?. Para os dados de RIP-Seq, foi utilizada a anotacdo preparada
no item 3.3.4. Para os dados de RNA-Seq, a anotagdo foi transformada para o formato GFF
utilizando o script em Python dexseq_prepare_annotation.py '®*. Com o intuito de aplicar a

164

abordagem de subamostragem modificada'®*, os arquivos de alinhamento do experimento de

RNA-Seq sem replicatas foram aleatoriamente amostrados com o software samtools'® por
quatro vezes em porcentagens de 10 a 99% da quantidade total de fragmentos presentes, em
incrementos de 1%, com o intuito da geracdo da estimativa do coeficiente de variacdo e do
numero de exons amostrados com o aumento de fragmentos avaliados. Para as reamostragens
realizadas para a quantificagdo propriamente dita, foram selecionados 25% dos fragmentos por
128 vezes. Em ambas as situagdes, a semente geradora de nlimeros randdomicos foi o nimero
de segundos desde 1 de janeiro de 1970 até o inicio da execugdo de cada subamostragem, com
pausas exponenciais entre cada inicio. Assim, a contagem com o HTSeq era realizada para cada
alinhamento gerado, em cada uma das condic¢des (controle ou siHuR).

Considerando cada intron como uma unidade individual, os dados de contagem do
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software HT'Seq foram diretamente carregados no pacote DESeq2'® e processados para a busca

dos introns diferencialmente imunoprecipitados entre IP:HuR e IP:Controle. Para a

representagdo grafica global foi utilizada a ferramenta Circos'®®

, com a producdo de
histogramas de contagem por milhdo (CPM) IP:HuR subtraidas de IP:Controle para cada 7
milhdes de pares de base (valor da janela do histograma).

Para a avaliacdo da expressdo diferencial por exon foi utilizado o software
DEXSeq'®. As 128 subamostragens de cada amostra foram aleatoriamente sorteados trés-a-
trés por 51 vezes, em cada uma realizando-se uma comparacao siHuR contra Controle, similar
a um bootstrap sobre as subamostragens. As diversas fracdes dos conjuntos originais foram
reunidas trés-a-trés (sendo utilizado 75% de cada corrida por avaliagdo) e processadas controle
contra siHuR em 51 pareamentos ao acaso, retornando a abordagem proposta por ISODE. A
definicdo do nivel de significAncia em termos de repeti¢des do bootstrap obedece uma fungao
de Bernoulli, atingindo uma probabilidade cumulativa de 95% com 31 das 51 repeti¢des. Assim
sendo, utilizando este critério, se um exon se mostrou diferencialmente expresso (FDR menor
que 0,05) em ao menos 31 das 51 repetigdes, ele é considerado diferencialmente expresso.

Foram considerados como exons diferencialmente expressos os que, acima do limiar

estabelecido de bootstraps, apresentaram um FDR inferior a 5%. O limiar do bootstrap
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consistiu no nimero de vezes esperados para 0,05 probabilidade de uma distribuicdo de
Bernoulli, 0 mesmo era aceito como diferencialmente expresso. Tal abordagem € baseada em
estratégia previamente publicada de IsoEM!®* utilizando para a mensuracdo de exons de
DEXSeq!%, o que relaxa a demanda de acuricia de anotacdo no que se refere a jun¢des exon-
exon e deixa a cargo do pesquisador a atribuicio de cada exon 4 sua isoforma de relevancia'®’.
Caso a quantificacao das isoformas fosse utilizando ferramentas centradas no transcrito — como

a Tuxedo Suite'®, RNA-Skim!%°, RSEM!”° ou IsoEM'®* nativa, por exemplo —, seria a acuracia

do modelo de transcritos impactaria mais nas observagoes.

3.3.6 Andlise de enriquecimento de vias e proposta de consequéncia funcional da troca dos

€X0ns nos genes exemplo

Para a avaliacdo de vias enriquecidas, os nomes dos genes foram padronizados

171

utilizando o software AnnotationDbi'’! contra a base humana do Bioconductor org.Hs.eg.db'">.

A defini¢do de qual via de Gene Ontology'”® cada gene pertencia foi realizada de acordo com

a anotacdo GO.db'™ utilizando o pacote goseq'”

utilizando a aproximacdo de valores de p de
Wallenius e o ajuste dos mesmos para FDR de Benjamini-Hochberg!#?. Para a base de dados
REACTOME!® a anotagio dos genes foi realizada com a base reactome.db'”’ e o
enriquecimento propriamente dito foi realizado com o software ReactomePA'",

Para a definicdo de posicOes transmembrana foi utilizada a ferramenta
TOPCONS'”. Os dominios proteicos envolvidos foram buscados utilizando a base pfam!8*-18!
e a ferramenta SMART!82183 A via metabélica apresentada foi obtida na Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes (KEGG)'®*,

3.3.7 Visualizagdo dos dados de PAR-CLIP-Seq alinhados e andlise evolutiva

A regido do intron 14 no genoma humano foi avaliada quanto aos fragmentos
alinhados nos experimentos de PAR-CLIP-SEQ utilizando o Integrative Genomics
Viewer'®>186 A comparagdo evolutiva inicial foi realizada com a plataforma VISTA!$7:188 A

busca de elementos transponiveis foi realizada com o RepeatMasker'®

. A identificacdo das
sequéncias homélogas em outros organismos foi realizada inicialmente com um BLAST!®
contra o genoma do organismo, alinhamento local par-a-par para identificacdo dos exons e
introns utilizando o LALIGN'!, e confirmacdo pelo método do melhor hit de BLAST

reciproco’®?. A visualizacdo dos alinhamentos foi realizada com o software MEGA!®3. Os
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organismos-modelo foram selecionados pela presenca de genoma completo sequenciado e

194

distdncia evolutiva, sendo Ciona intestinalis'®* (Urochordata), Branchiostoma floridae'®

196 197

(Cephalochordata),  Petromyzon  marinus (Hyperoartia),  Callorhinchus  milii
(Chondrichthyes), Danio rerio'®® (Actinopterygii), Xenopus tropicalis'®® (Amphibia), e Homo
sapiens®®2°! (Mammalia). A distribuico filogenética dos mesmos foi realizada reproduzindo

a posicdo dos grupos aceita’®?,

3.4 EXPERIMENTO IN VITRO DE INTERACAO ENTRE HUR.WT E O INTRON 14 POR
FRAP (FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING)

Para a avaliagdo bioquimica da interagdo, sdo necessarios dois constituintes: a
proteina purificada e o RNA transcrito in vitro (in vitro transcription, IVT). Este segundo passo
foi realizado utilizando o kit Riboprobe In Vitro Transcription System (Promega) seguindo
instrugdes do fabricante. O vetor utilizado na transcricdo foi cortado com BamHI (sitio
localizado ao final RNA de interesse), para permitir a transcricdo do tipo run-off, sem a
existéncia de regido terminadora. Como objeto de interesse, foi utilizada a sequéncia do intron
14 de GLS inserida no vetor pGEMT easy (com orientacdo para expressao via promotor T7) e,
como controle, a sequéncia nao especifica do vetor pPGEM Express Positive Control (Promega).

A expressdo ectdpica da sequéncia codificante do gene ELAVLI fusionada a tag de
histidinas (para purificag@o por afinidade a metal) e proteina fluorescente mKO2 foi realizada
em células Rosetta™ 2(DE3), utilizando o pET30b. Do pré-inéculo, crescido durante 16 horas
a 37°C sob agitacdo e agentes de selecdo canamicina e cloranfenicol, foi removido volume
equivalente a 15 unidades de OD600nm e inoculados em 1 erlenmeyer de 2 litros contendo
metade deste volume de meio LB com os respectivos antibidticos adicionados. Os frascos foram
mantidos sob rotacdo de 200 rpm a 37°C até atingirem uma OD600 de 1, quando 1 mmol/L de
IPTG foi adicionado e a cultura mantida por 16 horas sob agitacdo. Este cultivo foi centrifugado
por 10 minutos a 8000 x g a 4°C, sendo os pellets obtidos reunidos em um tubo de conico de
50 mL e prontamente congelados em nitrogénio liquido. Para ressupensdo do pellet tnico,
utilizou-se 40 mL de Tampao de Ressuspensdo (50 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-HCI
pH 7.8, 5% de Glicerol, 1 mmol/LL de PMSF e 2 mmol/L. B-Mercaptoetanol, sendo os dois
ultimos adicionados logo antes do uso). Ao ressuspendido foi adicionado 120 mg de lisozima
(Sigma-Aldrich) e 60 mg de desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich), seguido de uma incubagao
em gelo, por 1 hora. Apés a incubacio, o produto foi sonicado (Ponteira Vibra-Cell 630-0420-

P) em pulsos de 1 segundos com amplitude de 30% e intervalos de 1 segundos entre 0s mesmos,
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até a suficiente liquefacdo do lisado. Centrifugou-se o lisado por 45 minutos a 18.000 rpm
(Rotor Sorvall SS45) a 4°C.

A cromatografia de afinidade a metais foi realizada por gravidade com 2 mL de
resina de afinidade por metais (cobalto) TALON (Clontech, EUA), montada em coluna de
vidro, sendo todo o procedimento realizado a 4°C. A resina foi equilibrada com 5 ml/min de
resina de Solugdo A (10 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,8 e 2 mmol/L de j-
Mercaptoetanol, adicionado prontamente antes do uso) antes de receber o lisado clarificado.
Ap6s passagem do lisado, a resina foi lavada com 5 mL de Solu¢cdo A/mL resina e 2,5 mL de
Solu¢do A/mL resina acrescida de 450 mmol/L de NaCl (para remog¢do de dcidos nucléicos).
Ao fim, a proteina foi eluida com 2,5 mL/mL resina de Solucao A acrescido de 500 mmol/L de
Imidazol.

A cromatografia de troca idnica foi realizada na plataforma AKTA FPLC (GE
Healthcare, EUA) com uma coluna HiTrapQ FF (GE Healthcare, EUA), utilizando Solucdo A
descrita acima e Solu¢do B (1 mol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-HCI pH 8,5 ¢ 2 mmol/L de
ditiotreitol, adicionado prontamente antes do uso) para a elui¢do da proteina. A amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 4.000 rpm a 4°C antes de ser aplicada na coluna. A eluicio se
deu por gradiente continuo de 0-100% de Solugdo B por 40 minutos a taxa de 1 mL/minuto e a
coleta em fracdes de 1 mL.

A cromatografia de filtracio em gel foi realizada na mesma plataforma AKTA
FPLC, com uma coluna Superdex 200 10/30 prep grade (GE Healthcare, EUA), utilizando um
Solucdo GF (50 de mmol/L NaCl, 30 mmol/L de Tris-HCI] pH 7,8 e 0,5 mmol/L de TCEP).
Quinhentos microlitros da proteina previamente centrifugada por 10 minutos, 10.000 g a 4°C
foram injetados na coluna e eluida de forma isocritica, em um fluxo de 0,5 mL/minuto. A
proteina foi concentrada para o uso.

Para realizacdo do experimento de FRAP propriamente dito, foram reunidos
mKO2-HuR.wt e RNA (controle ou Intron 14), a uma concentragao final de cada um a 5 uM
em 50 mmol/L Tris-HCI pH 7,4, 200 mmol/L de NaCl, 50% glicerol 0,55 U/uLL de RNaseOUT
em dgua DEPC. Cinquenta microlitros da solug@o foram depositados em uma microplaca de 96
pogos CellCarrier (Perkin Elmer) com fundo de 0,17 mm de espessura e selada com filme
plastico. A mesma foi incubada por 30 minutos no estdgio do microscépio Leica DMi6000
mantido a 25°C e acoplado a um detector confocal SP8. A objetiva utilizada foi PL APO CS2
63X/NA1.2, laser DPSS (561nm) a 3% de poténcia na leitura e 100% para bleach, detector
PMT e pinhole em 3 unidades de Airy. A area de escaneamento foi definidaem 41 um x 41 ym

com um bleach central de 35 um x 35 um, a uma velocidade de 1400 Hz. As imagens foram
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quantificadas com o médulo de andlise FRAP Wizard do Leica LAS AF e os dados plotados e

o ajuste de curva de regressao nao linear realizado utilizando o software R.

3.5 CULTURA DE CELULAS

As linhagens utilizadas neste trabalho e respectivos meios de cultivo estdo indicadas
no Quadro 5. Os meios de cultivo foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o soro fetal bovino, que
em todas as situacdes suplementou em 10% (v/v) os meios, da Vitrocell. A atmosfera de

incubag¢do foi mantida com 5% de gas carbdnico e 100% de umidade, a 37°C.

Quadro 5 — Células utilizadas neste trabalho e condicoes de cultivo

- Catalogo . Orig. Lo .
Nome utilizado ATCC Organismo Tumoral Sitio Meio Tamponamento
BT549 HTB-122
HCC1143 CRL-2321
HCC1806 CRL-2335
HCC1937 CRL-2336 Priméri
HCC38 CRL-2314 rimarto
HCC70 CRL-2315
Hs578t HTB-126 Mama RPMI 1640
MDA-MB-157 HTB-24 ~ 2 ¢/L NaHCO;
MDA-MB-231 | HTB-26 Homo Efusdo
sapiens pleural
MDA-MB-436 | HTB-130 Pleura
MDA-MB-453 | HTB-131 Efusdo
pericardial
MDA-MB-468 | HTB-132 Pleura
DU-145 HTB-81 Préstata Cérebro | PMEM Baixa
glicose
PC-3 CRL-1435 Préstata Osso RPMI 1640
HEK293T CRL- Imortalizada _ DMEM Alta
11268 SV40 Glicose
7 DMEM Alt 1,5 g/ NaHCO3
NIH3T3 | CRL-1658 “ 3T3 - e
musculus Glicose

NOTA: ATCC American Type Culture Collection; RPMI: Roswell Park Memorial Institute; DMEM: Dulbecco's
Modified Eagle's Medium.

3.6 WESTERN BLOT

Os lisados celulares foram homogeneizados em Tampao de Extracdo (1% Triton-X
100, 100 mmol/L de Tris, pH 7.4, 100 mmol/L de pirofosfato de s6dio, 100 mmol/L de fluoreto

de sédio, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L de ortovanadato de sédio, 2 mmol/L. de PMSF, e 0.1

203

mg/mL de aprotinina) e processados como previamente descrito™". A estimativa da abundancia

proteica foi realizada pelo método de Bradford modificado 2**, com o uso de Bovine Serum
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Albumin (BSA) como referéncia e o reagente comercialmente disponivel (BioRad), seguindo
instrucdes do fabricante. Entre 10 e 50 pg de conteddo total de proteina foram utilizados na
separagio por gel de poliacrilamida gradiente de 3-15% em SDS-PAGE 2%, produzido com o
PAGE Multi-Gel Caster e Gradient Maker 465 (BioRad). A transferéncia para PVDF de 0.22
pm (BioRad) foi realizada em sistema Trans-Blot Turbo (BioRad) com tampao de transferéncia
Timmons?*® (250 mmol/L de Tris, 192 mmol/L de Glicina), seis filtros WypAll X60 (Kimberly-
clark) em cada face, a 1.3A por 7 minutos. O bloqueio de interacdes inespecificas foi realizado
em solucdo de 3% de leite desnatado (Nestlé) em Tris-Buffered Saline (20 mmol/L de Tris pH
7,4, 150 mmol/L de cloreto de s6dio) suplementada com 0,1% de Tween 20 (Sigma) (TBS-T),
sob agitacdo constante durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagens em TBS-T, as
membranas foram incubadas overnight com os anticorpos primérios indicados em cada caso,
sob agitacao constante, a 4°C. A incubag@o com os anticorpos secundarios (Sigma) foi realizada
por 3 horas a temperatura ambiente sob agitacdo constante. A deteccdo das proteinas foi
realizada com o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
seguindo instrucdes do fabricante, e exposicdo por tempo necessirio com o filme
autorradiografico (IBF). Os anticorpos primérios foram diluidos 1:1000 em TBS-T e os
secundérios 1:20000, igualmente em TBS-T. Os primadrios utilizados foram anti-HuR (Thermo-
Fisher, A-21277), anti-GLS (Abcam, ab156876, que reconhece as duas isoformas, KGA e
GAC), anti-GAC (Rhea, IM-0323, especifico para a isoforma GAC), anti-KGA (Aviva,
ARP55098_P050, especifico para a isoforma KGA), Anti-V5 (Thermo-Fisher, R96025), anti-
Vinculin (Abcam, ab18058) e anti-B-catenin (Santa Cruz, sc-7199).

3.7 TRANSFECCAO CELULAR

Para a transfec¢dao de células HEK293T foi utilizado o reagente polietilenimina
linear em sua forma dcida (25 kDa PEI, Polysciences, 23966-2) ou salina (40 kDA PEI,
Polysciences, 24765-2). Para o primeiro caso, o reagente foi solubilizado em 4gua ultrapura a
uma concentragdo de 0,5 mg/mL e a 4gua aquecida até a dissolugdo completa do mesmo, com
o ajuste do pH para 7,0 e esterilizag@o por filtragdo. O segundo tipo seguiu 0 mesmo protocolo,
mas sem o aquecimento. As células a serem transfectadas foram plaqueadas no dia
imediatamente anterior para atingirem uma confluéncia de 70% a 80% no momento da
transfec¢do. O DNA foi diluido em solugdo salina estéril (0,9% NaCl) e o PEI na mesma
solugdo, na propor¢do de 1 uLL para cada ug de DNA a ser transfectado. Tanto DNA quanto PEI

foram incubados separadamente por 5 minutos, e entdo misturados por 20 minutos, antes da
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adi¢do por gotejamento sobre as células em cultura, em meio normal de cultivo - todavia trocado
uma hora antes dessa adicdo. As células foram mantidas em cultivo por 12 a 16 horas, quando
o meio foi trocado removendo os complexos sobrenadantes. As células foram entdo mantidas
até a realizacdo dos experimentos propriamente ditos. Para as demais células, foi utilizado o
reagente de transfeccdo Lipofectamina 2000 (Thermo-Fisher), seguindo instru¢des do

fabricante.

3.8 VETORES VIRAIS

3.8.1 Empacotamento (sistema pLKO)

Para a producgdo de vetores virais — quando necessdrio — preparagdes plasmidiais
em larga escala dos vetores de transferéncia (utilizando PureYield™ Plasmid Maxiprep System,
Promega ou NucleoBond Xtra Midiprep, Macherey-Nagel; eventualmente regenerando as
colunas utilizadas®®’) foram submetidas ao VVL/LNBio (Viral Vector Lab) para
empacotamento (seguindo protocolo do laboratério) e, posteriormente, titulados utilizando
diluicdo seriada dos mesmos em placas de 24 pocos com 1.10* células NIH3T3 e agente de

selecdo por uma semana.

3.8.2 Empacotamento (sistemas tet-pLKO e pQC)

Dois milhdes de células HEK293T foram plaqueadas em placas de 60 mm de
diametro no dia imediatamente anterior a transfeccao. A transfeccdo ocorreu como ja descrito
(Item 3.7), utilizando um total de 7,4 ug de DNA total, distribuido, para vetores lentivirais, em
3,68 ug do vetor de transferéncia (contendo o gene de interesse), 2,8 ug do vetor psPAX2
(gentilmente cedido pelo Dr. Didier Trono, Addgene #12260) e 0,9 ug de pMD?2.G (gentilmente
cedido pelo Dr. Didier Trono, Addgene #12259). Para vetores retrovirais, transfectou-se 3,68
ug do vetor de transferéncia (contendo o gene de interesse), 2,8 ug de pUMVC (gentilmente
cedido pelo Dr. Robert A. Weinberg, Addgene #8449) € 0,9 pg de pCMV-VSV-G (gentilmente
cedido pelo Dr. Robert A. Weinberg, Addgene #8454).

As coletas foram realizadas a cada 12 horas, com a remoc¢ao dos 3 mL e adicao de
meio de cultura fresco, sendo o coletado centrifugado a 1000 x g por 5 minutos e o sobrenadante
armazenado a 4°C até a realizacdo de um total de seis coletas. Especialmente para os vetores

tet-pLKO, as preparacdes foram concentradas’’®. Brevemente, ao sobrenadante foi adicionado



58

0,46 volume de uma solugdo 26,6% de PEG6000, 0,9 mol/L de NaCl e 0,25X de PBS pH7,4.
O material foi incubado a 4°C por 24 horas e centrifugado a 7000 x g por 30 minutos a 4°C,
sendo o pellet remanescente ressuspendido em um volume dez vezes menor que o inicial com
50 mM de Tris-HCI pH 7,4. Em todos os cendrios, os virus foram titulados utilizando dilui¢ao
seriada dos mesmos em placas de 24 pogos com 1.10* células NIH3T3 e agente de selegiio por

uma semana.

3.8.3 Transdugdo

As coletas virais, apds o titulo definido, foram transduzidas com um fator MOI
(multiplicity of infection) maximo de 0,3 virus/células plaqueadas — com o intuito de evitar a
integracdo miltipla de virus em uma tnica célula. Foram plaqueadas 2.10° células em placa de
6 pocos e, ap6s 24 horas, adicionado 1 mL total de meio contendo 0,6 x 103 particulas virais
suplementado com 1 pg/mL de polibreno (hexadimethrine bromide, Sigma). No dia seguinte,
o meio foi substituido ainda sem o agente de selecdo e, apds outras 24 horas, o meio foi
substituido e adicionado o agente para a selecdo das células com integracdo positiva. Para
puromicina (Thermo-Fisher, A1113803) empregou-se 1 ug/mL para selecio e manutengdo,
enquanto que para Geneticina (Sigma, A1720, diluida a 100 mg/mL em HEPES 100 mmol/L
pH 7,4) empregou-se 1000 pg/mL para selecdo e 200 pg/mL para manutengdo posterior.

3.9 EXTRACAO DE RNA E PCR QUANTITATIVA

O RNA total das células foi extraido utilizando o TRI Reagent® (Sigma) e a
producdo da primeira fita de cDNA feita através do uso de mix de hexametros randomicos (Life
Technologies) com Oligo dT (NEB), em 7 partes para 5, e GoScript™ Reverse Transcriptase
(Promega), seguindo instru¢des dos respectivos fabricantes. A quantificagdo dos transcritos foi
realizada em triplicata técnica com o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies)
seguindo instru¢cdes do fabricante. Os dados foram normalizados pela expressdo do
housekeeping 18S rRNA. Para a quantificagdo da expressdo génica foi utilizado o método

comparativo 22420 Qs oligonucleotidos utilizados estdo sumarizados no Quadro 6.
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3.10 IMUNOPRECIPITACAO DE RNA

Para a imunoprecipitacio de RNA foi utilizado anticorpo Anti-HuR (Thermo-
Fisher, A-21277) e célula PC-3 selvagem, seguindo protocolo previamente estabelecido, com
modificacdes?!®2!2, Brevemente, as células foram lisadas em 20 mmol/L de Tris-HCI1 pH 7,4,
150 mmol/L de NaCl, 1% Triton X-100, 0,5 U/uL RNAseOUT, 1X Protease Inhibitor Cocktail
(Roche) em dgua DEPC no gelo por 30 minutos. O lisado foi sonicado em 10 pulsos de 10
segundos com 30% de amplitude e centrifugadas a 4°C a 12.000 x g. O lisado foi dividido para
as condi¢des necessdrias e incubados com Magnabeads (Invitrogen) bloqueados com esperma
de salmao e BSA e os anticorpos incluidos, sendo mantidos sob rotacdo a 4°C por 16 horas. As
beads foram lavadas com tampao NT2 (50 mmol/L de Tris—HCI pH 7,5, 150 mmol/L de NaCl,
1 mmol/L de MgCl; e 0.05% de NP-40) por 4 vezes e o RNA das beads extraido com TRI
Reagent (Sigma). Os procedimentos de transcri¢do reversa e amplificacdo foram realizados

como indicado para PCR quantitativo (Item 3.9).

Quadro 6 — Oligonucleotideos utilizados para a quantificacio de transcritos por PCR quantitativa

Transcrito alvo Oligo Sequéncia 5’ — 3’
GLS GLSFow_gPCR AAAGCAGTCTGGAGGAAAGG
GLSRev_gPCR AGTAGAATGCCTCTGTCCATCTA
ELAVLI HuRFow_gPCR CATTAAGGTGTCGTATGCTC
HuRRev_qPCR CTGGACAAACCTGTAGTCTG
KGA KGAFow_gPCR TGGTGATCAAAGGGTAAAGTC
KGARev_qPCR TGCTGTTCTAGAATCATAGTCC
GAC GACFow_gPCR GATCAAAGGCATTCCTTTGG
GACRev_gPCR TACTACAGTTGTAGAGATGTCC
RNA 18S 18SFow_gPCR ATTCCGATAACGAACGAGAC
18SRev_qPCR TCACAGACCTGTTATTGCTC

3.11 SILENCIAMENTO INDUZIVEL POR DOXICICLINA

Como forma de validagdao dupla dos achados, decidiu-se ndo s6 empregar o
silenciamento utilizando uma tunica sequéncia de alvo para HuR, mas, também, estratégias
distintas para o mesmo. O silenciamento constitutivo, utilizando o sistema pLKOle, estabelece
a redugdo dos niveis da proteina alvo constantemente e de forma ndo-reguldvel. Especialmente
quando o fenodtipo causado apresenta reduz o fitness da célula, pode ocorrer o silenciamento

3 ou variegagdo dos niveis de efic4cia do silenciamento®'*. Com o

epigenético do sistema?!
intuito de controlar o tempo de silenciamento do gene de interesse, utilizou-se

concomitantemente o sistema tet-pLKO'?®, o qual transduz as células, permite a selecdo pela
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expressao constitutiva de gene conferindo resisténcia e s6 confere o silenciamento frente a
adicao de tetraciclina ou algum de seus derivados, como a doxiciclina, mais estavel?’d. Células
transduzidas pelo sistema tet-pLKO foram distribuidas simultaneamente em duas placas de
cultura que, 24 horas depois, tiveram os meios substituidos por meio de cultura adicionado ou
nao de 50 pg/mL de hiclato de doxiciclina (salvo quando da avaliagdo de multiplas doses, sendo
utilizada a indicada). As células passaram pela troca de meio didria até o sétimo dia, quando os

experimentos propriamente ditos foram iniciados.

3.12 IMUNOMARCACAO E MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As células sob experimentacao foram plaqueadas em pogos com espessura de fundo
inferior a 0,2 mm. Especificamente quando na utilizagao de células HEK293T, as placas foram
tratadas previamente com solucdo 0,3 mg/mL de coldgeno do tipo I em dcido acético 20 mmol/L
por 1 hora, seguido de lavagem por trés vezes com PBS. A fixacdo, 24 a 48 horas
posteriormente, foi realizada com a adi¢do de agente de fixac@o por 30 minutos a temperatura
ambiente. O mesmo foi preparado com a dissolu¢do de paraformaldeido a 8% em 4gua ultrapura
sob aquecimento, e solucdo paralela de 0,2 mol/L de tampao fosfato pH 7,4 (53 mmol/L de
NaH>POs4 e 154 mmol/L de Na,HPO4), misturadas em proporcao equivolumétrica, aliquotado
e congelado. As células foram, entdo, lavadas por trés vezes com PBS e permeabilizadas por 5
minutos com 0,2% de Triton X-100 em PBS 1X, por 5 minutos. Foram realizados dois
bloqueios, inicialmente quanto as interacOes eletrostaticas inespecificas, com 30 minutos de
incubag¢do com 5 mg/mL de Heparina Sédica, 5 mg/mL de Dextran (extraido de Leuconostoc
spp.), 0,1% de Tween 20, 0,05% de azida de s6dio em PBS pH 7.,4. Apds trés lavagens com
PBS, foi realizado o bloqueio de interacdes inespecificas do anticorpo, com 10% de soro normal
de cabra, 50 mmol/L de glicina, 0,1% de triton X-100 em PBS pH 7,4 por 1 hora. Tal solugao,
diluida cinco vezes em PBS pH 7,4, foi utilizada com o tampao para lavagens e dilui¢des
subsequentes. Ap0s trés lavagens, os anticorpos primarios diluidos 1:300 foram adicionados e
a placa incubada overnight a 4°C sob leve agitagdo, em camara umida. Outras trés lavagens
removeram os anticorpos primdrios para a adicdo de anticorpos secunddrios conjugados a
fluoréforos (DyLight, Thermo-Scientific) com ou sem a presenga de 0,75 umol/L Faloidina-
FITC (P5282, Sigma) por 3 horas a temperatura ambiente em camara imida. Apds mais trés
lavagens, o material foi incubado com DAPI (2,5 pug/mL) por 20 minutos, lavado trés vezes
com PBS e mantido em PBS a 4°C até a leitura. O processamento foi realizado utilizando o

software Columbus versdo 2.4 (Perkin-Elmer), sendo exportados os dados de quantificacao dos
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diversos parametros acerca de cada célula independente. Brevemente, o software Columbus é
uma interface grifica para o motor de andlise de imagens Acapella (Perkin-Elmer). O
processamento inicia com a definicdo de cada elemento através da busca por circulos
preenchidos na imagem respectiva ao DAPI (marcando DNA e apresentando formato
arredondado). A partir de cada um dos nucleos detectados, a regido citoplasmatica — definida
pela marcagdo de faloidina, por exemplo — € atribuida a cada um dos ntcleos, designando agora
células (com citoplasma e nicleo compartimentalizados). Objetos que toquem a borda da
imagem sdo, entdo, descartados por ndo estarem completamente representados na coleta,
evitando também duplicidade com campos adjacentes. Os valores de intensidade sdo
quantificados utilizando a intensidade observada e, para a avaliacdo de texturas, mdascaras
matematicas sdo aplicadas sobre a marcagdo, binarizando a imagem e quantificando a area
recoberta pelos mesmos. O processamento e exploracdo gréfica foi realizado com o software
R. Os primérios utilizados foram anti-HuR (Thermo-Fisher, A-21277), anti-KGA (Aviva,
ARP55098_P050, especifico para a isoforma KGA) e anti-B-catenin (Santa Cruz, sc-7199).
Para os ensaios de imunomarcagio em esferoides tumorais foi utilizado o mesmo
protocolo, salvo para as especificidades da técnica. Os esferoides foram fixados na mesma
solucdo, entretanto por um periodo de 1 hora, sob agitacdo. Apds as lavagens, os mesmos foram
incluidos em 4% de agarose baixo ponto de fusdo, overnight a 4°C. Tal material foi, entao,
colado na base de um vibratomo Leica VT1000S, com velocidade e vibracdo definidas na
velocidade 6, sendo realizados cortes de 30 um de espessura, acondicionados em um poco de
uma placa de 24. Com este material assim acondicionado, foi realizado o protocolo similar de
imunomarcagdo até o ultimo passo, quando os cortes foram transferidos para uma laminula e
montados com ProLong Gold (Thermo-Fisher, P36934). A cura ocorreu por 48 horas, quando
as laminas foram capturadas utilizando o microscopio leitor de placas Operetta (Perkin Elmer)
no modo confocal spining disk fotografando-se vérios planos a fim de contemplar o critério de
Nyquist de amostragem e o limite de resolu¢io de Abbe?!®. As imagens geradas foram
empilhadas e obtida uma projecdo méaxima, a qual foi mensurada a abundancia de marcacao
utilizando o software Fiji’!’/ImageJ*'® e a quantificacdo representada graficamente com
regressdo polinomial da intensidade em funcdo da distancia sobre o eixo maior do esferdide,

utilizando o software R.
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3.13 PROLIFERACAO CELULAR EM MONOCAMADA OU TRIDIMENSIONAL

Para avaliar a proliferacdo celular, 3 x 10* células com a modificacio especifica
foram semeadas em placas de 96 wells em quadruplicatas, sendo incubadas em estufa de 5% de
CO», a 37 graus por 24 horas. Apds este tempo, os meios de cultura foram substituidos, quando
necessdrio, com as deplecdes ou adi¢cdes indicadas. Quando na presenca de inibi¢do quimica, 1
pmol/L. de CB-839 foi adicionado no meio de cultivo. Neste momento, uma placa fora fixada
para a realiza¢do da normaliza¢do da quantidade inicial de células. A fixagao se realizou com
solug@o de formaldeido livre de metanol a 4% (paraformaldeido 4%) em tampao fosfato, por
20 minutos a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas duas vezes com PBS 1X,
incubadas por 5 minutos com DAPI (2,5 pg/mL) a 4°C e, em seguida, novamente lavadas 3
vezes com PBS 1X para armazenamento a 4°C até a leitura. O mesmo procedimento foi
realizado para as placas dos demais pontos de leitura. As imagens foram coletadas pelo
microscopio leitor de placas Operetta (Perkin Elmer) e contadas pelo software Columbus versao
2.4.0 (Perkin Elmer). Para o célculo do Coefficient of drug interaction (CDI), foi utilizada a

seguinte férmula®!'®:

Efeito (CB — 839 + Silenciamento ELAVL1)

CDI =
Efeito (CB — 839) x Efeito (Silenciamento ELAVL1)

Da qual podemos inferir sinergia (CDI < 1), aditividade (CDI = 1) ou antagonismo
(CDI > 1) entre dois distintos tratamentos. Assim, quando observamos antagonismo concluimos
que os dois tratamentos ndo apresentam seu desempenho miaximo quando na combinacdo.
Aditividade representa exatamente o desempenho médximo na combinacdo. Por fim, a sinergia
€ quando os dois tratamentos apresentam desempenho superior a0 maximo individualmente
obtido.

Para a mensuragio da proliferacdo tridimensional das células BT549, 4 x 10° células
com o silenciamento de ELAVLI ou o respectivo controle foram semeadas em placas Spheroid
Microplate Ultra Low Attachment (Corning, 4515), e mantidas em estufa de 5% de CO», a 37°C
com substitui¢do de 50% do meio de cultivo a cada 48 horas, sendo avaliadas pelo microscopio
leitor de placas Operetta (Perkin Elmer) em campo claro e analisadas pelo software
Fiji*!"/ImageJ]?'8. A mensuracio do fenétipo proliferativo tridimensional se mostrou um desafio
técnico, especialmente quanto a opc¢do entre um parametro volumétrico ou de drea. Como na

auséncia de marcacdo com fluor6foros que permitissem a visualizacdo tridimensional e
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consequente reconstru¢do de volume®?’, optou-se pela amplamente utilizada mensuracio de

pardmetros bidimensionais (de drea ou didmetro)?!224

3.14 KNOCK IN DE CAUDA FLUORESCENTE NA ISOFORMA KGA DA
GLUTAMINASE HUMANA

Para a utilizacdo da estratégia de knock in fluorescente com o sistema
CRISPR/Cas9, células HEK293T foram transfectadas, como jé descrito, utilizando o plasmideo
px330.puro adicionado do sgRNA para a regido do cédon de parada da isoforma KGA. Trés
dias ap6s, o DNA gendomico foi extraido (Wizard SV Genomic DNA Purification System,
seguindo instrugdes do fabricante, Promega) e avaliada a presenca de mutacdo de ponto com o
ensaio da T7 Endonuclease I (seguindo instru¢des do fabricante, NEB). Assim, o knock in
propriamente dito foi realizado com nova transfec¢do, do mesmo plasmideo utilizado, agora,
na presen¢a do plasmideo doador de regido homodloga de recombinacdo. Apds trés dias foi
adicionado agente de selec¢do zeocina e as células mantidas até a morte celular de controle nado-

transfectado. Esse pool celular selecionado foi, entdo, utilizado nos experimentos subsequentes.

3.15 AVALIACAO DO CICLO CELULAR UTILIZANDO MICROSCOPIA

A avaliagdo da posi¢do no ciclo celular das células utilizando microscopia foi

realizada conforme previamente descrito®%

, sendo as placas preparadas e capturadas como se
para uma proliferacdo normal, mudando apenas o passo de quantificagcdo. A mesma envolveu a
mensuracdo da intensidade de fluorescéncia de cada célula individualmente em sua regidao
nuclear, integrando-se a mesma pela drea do nucleo. De posse do valor individual para cada
célula, foram estimadas distribui¢cdes suavizadas para o logaritmo na base 10 da soma de
intensidade de DAPI, proporcional a quantidade de DNA, e as posi¢des de separacdo entre as
fases estabelecidas do ciclo utilizando a intensidade de fluorescéncia para a célula controle do
experimento.

O bloqueio duplo de timidina foi realizado adicionando 100 pg/mL de timidina
(Sigma, T1895), seguido de 16 horas de incubacdo, lavagem e troca de meio, 12 horas de
incubacdo e uma nova adi¢do de 100 pg/mL de timidina por mais 12 horas. Ao final do dltimo

intervalo as células foram coletadas ou fixadas, dependendo do tipo de experimento a ser

realizado e processadas como j4 indicado.
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3.16 ENSAIOS REPORTER

Para o ensaio repérter com o sistema RG6, as células foram transfectadas como ja
indicado (Item 3.7) e avaliadas 48 horas ap6s. A fixacao se realizou com solugao de formaldeido
livre de metanol a 4% (paraformaldeido 4%) em tampao fosfato, por 20 minutos a temperatura
ambiente. As células foram entdo lavadas duas vezes com PBS, marcadas com DAPI e
armazenadas a 4°C até a leitura. Quando as células nao expressavam as modifica¢des de forma
induzivel ou constitutiva, durante a transfec¢do foi realizada a co-transfec¢do dos plasmideos
para a indugdo da alteracdo molecular e o prazo de incubagdo extendido para 3 dias.

Para os sistemas de mensuragao da estabilidade utilizando a 3’UTR do mRNA das
isoformas de GLS, os vetores psiCHECK respectivos foram transfectados na presenca dos
plasmideos para as modificacdes de expressdo de interesse e as células mantidas por 3 dias até
a lise com o Passive Lysis Buffer por 20 minutos, sob agitacdo, a temperatura ambiente. O
material lisado foi homogeneizado e avaliado quanto a luminescéncia com o Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega), seguindo instru¢des do fabricante. A leitura foi realizada
com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer) em placas de fundo branco. Brevemente,
foi adicionado 10 pL de lisado a todos os pogos, sendo — posteriormente e de forma individual
a cada pogo — adicionados 25 pL do reagente LARII, mensurada a luminescéncia de Firefly por
integracdo de 10 segundos de emissdo, adicionados 25 uL do reagente Stop&Glo e mensurada
a luminescéncia de Renilla por integracido de 10 segundos de emissdo. Os valores reportados

sdo as razdes de cada poco, Renilla sobre Firefly.

3.17 QUANTIFICACAO DO CONSUMO DE GLUTAMINA

226 Brevemente,

Uma versdao modificada de protocolo pré-existente foi estabelecida
3 x 10* (BT549) ou 4 x10* (MDA-MB-231) células foram semeadas em um volume de 100 pL
numa placa de 96 pocos e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 16 horas. O meio foi
removido e adicionados 50 uLL de meio RPMI 1640 com FBS 10% fresco, do qual uma aliquota
foi removida. Paralelamente, o mesmo foi adicionado a pogos vazios da placa. Apds o tempo
de incubagdo, o meio foi removido e congelado a -80°C até a avaliac@o. A placa foi fixada e
processada como em um experimento de proliferacdo regular para normalizar inconsisténcias
na contagem realizada.

O ensaio consistiu em adicionar 10 pL deste meio a 50 mmol/L de Tris-acetato pH

8,6, 2 mmol/L NAD (Sigma) e 50 mmol/L de fosfato dipotéssico (JT Baker) em um volume de
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180 puL e realizar uma leitura a 340 nm. Posteriormente, 0,5 unidades de L-GDH foram
adicionadas em um volume de 10 uL e a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente,
selada. A absorbincia a 340 nm foi novamente lida e 50 nmol/L final de glutaminase
recombinante foi adicionada em um volume de 10 pL para uma nova incubagao por 1 hora a
temperatura ambiente e leitura a 340 nm. A quantificacio de glutamina € a subtracdo da terceira
leitura pela segunda e a de glutamato da segunda pela primeira. Os valores sdo transpostos para
quantidades através de curva padrdo produzida em meio sem glutamina, sendo o consumo de
glutamina definido pela subtracdo da quantidade de glutamina mensurada no meio incubado
concomitantemente, mas sem a presenca de células, pelos valores observados nos meios
experimentais, normalizando-se pelo nimero de células contadas. Todas as leituras foram

realizadas com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer)

3.18 ENSAIO DE ATIVIDADE DE GLUTAMINASE COM LISADO CELULAR

As células foram lisadas em 25 mmol/L. de HEPES pH 8,0 (Sigma-Aldrich), 150
mmol/L de NaCl (Merck), 1 mmol/L de EDTA (Merck), 0,01% de Triton X-100 (USB), 10
mmol/L. de pirofosfato de sédio (Sigma), 10 mmol/L de fluoreto de Sédio (Sigma), 10 de
mmol/L ortovanadato de sédio (Sigma), 2 de mmol/L PMSF (Sigma), 10 umol/L de leupeptina
(Sigma), 1 umol/L de pepstatina (Sigma), 2 pg/mL de aprotinina, seguido de 20 passagens em
agulha de 26 gauges. O ensaio de atividade foi realizado conforme previamente publicado *°.
Brevemente, 10 ug de lisado celular (quantificado pelo método de Bradford), foi adicionado a
uma placa de 96 wells em uma solucdo de 50 mM Tris-Acetato pH 8,6, 0,5 unidades de L-GDH
Bovina (Sigma), 2 mM NAD (Sigma), 20 mM fosfato dipotéssico (Sigma) e 7,5 mmol/L de L-
Glutamina (Sigma). A absor¢do de NADH foi avaliada no tempo no comprimento de onda de
340nm com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer). A inclinacio da reta que construida
com ao menos metade dos pontos avaliados que apresentasse o melhor 12 foi utilizada para a

comparagéo entre as amostras.

3.19 MENSURACAO DA DEPENDENCIA DE GLUTAMINA PARA RESPIRACAO
CELULAR UTILIZANDO O OXIGRAFO SEAHORSE XF24E

Uma versdo modificada do Seahorse XFp Mito Fuel Flex Test Kit (Agilent) foi
utilizada. Brevemente, 1,6 x 10° células BT549 foram semeadas em um volume de 100 pL

numa placa XF24 de 24 pogos e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO- por 1 hora. Foram
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adicionados mais 150 uL. de meio e as células incubadas por mais 15 horas nas mesmas
condi¢des. Simultaneamente, cada pogco do XFe24 sensor cartridge foi equilibrado com 1000
puL de Seahorse XF Calibrant Solution a 37°C em atmosfera ambiente. As placas foram
transportadas em atmosfera hermética de mesma constituicio gasosa até o equipamento,
lavadas com 500 pL de SeaHorse XF Assay Medium adicionado de glutamina, glutamato e
piruvato de sdédio e pH ajustado para 7,4 e mantidas em 500 pL do mesmo meio por 1 hora a
37°C em atmosfera ambiente. Apds a calibragdo do XFe24 sensor cartridge previamente
equilibrado, o experimento foi realizado com 3 ciclos de leitura da respirag¢do basal, adicao de
3 umol/L de CB-839, para a inibi¢do da enzima glutaminase, seguido de 3 ciclos de leitura da
respiracdo apos inibi¢do. Os valores percentuais representados indicam a fragdo da respiracao

que foi inibida apds a adi¢do do composto.

320 MENSURACAO METABOLICA POR GAS CHROMATOGRAPHY-MASS
SPECTOMETRY (GC-MS)

Trés milhoes de células, com o silenciamento de ELAVLI induzido ou nao, foram
semeadas em placas de 60 mm e incubadas por 24 horas. Quando do prazo, o meio foi removido
e as células lavadas com PBS por trés vezes e uma ultima com 4gua ultrapura, sendo removido
todo liquido remanescente, para a adi¢do de quench de 400 puL de acetonitrila gelada e 300 uL
de 4gua ultrapura gelada contendo 5 nmoles de norleucina. As células foram raspadas,
transferidas para um microtubo que fora reservado. Outra quantidade igual de acetonitrila e
dgua foi adicionada a placa, na auséncia de norleucina, para a remog¢dao dos residuos
remanescentes e recolhida no mesmo microtubo. Apds congelamento em nitrogénio liquido e
armazenamento a -80°C até o processamento, foram adicionados 400 pL de cloroférmio gelado
a cada tubo, que foi agitado vigorosamente e centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C.
A fase superior foi coletada, congelada em nitrogénio liquido e liofilizada. As amostras foram
entdo enviadas a facility Laboratério de Metabolomica (CTBE/CNPEM), onde foram
derivatizadas por MTBSTES e avaliadas no cromatdgrafo gasoso Agilent acoplado a um
detector de massa por tempo de voo Pegasus (Leco).

Os resultados splitless da injecao foram convertidos pelo software ChromaTOF
(Leco) no padrao aberto NetCDF, o qual pode ser carregado no software R para a utiliza¢do do
pacote metaMS**’ e proposta de pipeline inspirada no Workflow4Metabolomics*?*??°. Foi

utilizado o banco de dados espectral GMD_20111121_MDN35_FAME, produzido pela GOLM

Metabolome Database*. Inicialmente, as cromatografias foram avaliadas grosseiramente para
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a correcdo do tempo de reten¢do (rf) estimado para a escada de metil-ésteres de dcido graxo
inserida com o intuito de corrigir oscilacdes no dominio cromatogriafico. Com os valores
corretos de média e desvio das corridas, foi ajustado o cromatograma utilizando o indice de
retencdo de Kovats (RI) que permite a compara¢do de dados cromatogrificos obtidos em
diferentes condi¢des experimentais. Entdo, foram produzidos pseudo-espectros (apenas a partir
de um pico cromatogréfico os fragmentos de massa eram integrados) e comparados inicialmente
entre as amostras, com uma tolerancia de drift cromatografico de 5000 unidades de RI (cerca
de 5 segundos). Esses objetos (features) metabdlicas identificadas foram, entdo, comparadas
com a biblioteca, em uma tolerancia de 60% do indice de similaridade, para identificacdo.
Features mais abundantes nas lavagens foram excluidas, tal qual as que variaram mais do que
25% entre os pools injetados entre as cromatografias. A mensuracdo dos metabolitos foi feita a
partir da abundancia de contagens dos picos do pseudospectro € a comparagdo das mesmas

realizadas com o pacote limma®*! e a andlise de PCA com o ggbiplot**?.

3.21 ENSAIOS DE MIGRACAO E INVASAO CELULAR

3.21.1 Extragdo de coldgeno do tipo [

Foi utilizada metodologia previamente disponivel com modificacdes®.
Brevemente, 12 caudas de rato armazenadas a -80°C foram descongeladas por 24 horas a 4°C,
lavadas em 4gua ultrapura e secas. As vertebras foram rompidas e puxadas, removendo os
tenddes de coldgeno que foram armazenados em PBS 1X até o processamento. Os tenddes
foram entdo sequencialmente lavados em PBS (5 minutos), acetona (5 minutos) e isopropanol
70% (5 minutos) e depois mantidos em agitagdo a 4°C em 750 mL 20 mmol/L de 4cido acético
em agua ultrapura por 48 horas. Apds, os tenddes foram homogeneizados com liquidificador
utilizando raspas de gelo produzido com dgua ultrapura. O material foi entdo centrifugado por
1 hora a 10.000 x g a 4°C e o sobrenadante congelado a -20°C. Apds o completo congelamento
e fracionamento do material, o mesmo foi liofilizado e armazenado a -80°C. A solubilizacdo
foi realizada mensurando massa suficiente para 8 mg por mL e homogeneizada em
liquidificador em 20 mL de 20 mmol/L de dcido acético em dgua e dialisado contra dcido
acético de mesma concentracio. A esterilizacdo foi realizada por vapor de cloroférmio por uma

semana a 4°C.
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3.21.2 Ensaio de migracdo celular

Para ambos ensaios de scratch-and-wound (de migracdo e invasao) as placas foram
previamente tratadas com uma solu¢@o 0,3 mg/mL de coldgeno do tipo I em 4cido acético 20
mmol/L por 1 hora, seguido de lavagem por trés vezes com PBS. Entdo, 3 x 10* (BT549) ou 4
x 10*(MDA-MB-231) células foram semeadas em um volume de 100 uL nesta placa tratada de
96 pogos e incubadas em estufa a 37°C e 5% de COz por 16 horas. Apéds o periodo de incubacio,
o meio foi removido, as células lavadas com PBS por uma vez, e meio sem soro fetal bovino
(mas com 0,1% de BSA inativado termicamente) foi adicionado, para uma segunda incubacao
nas mesmas condi¢des por 24 horas. Quando este passo foi concluido, o meio foi novamente
removido e, com o auxilio de um aspirador multicanal, riscos foram feitos no fundo de todos
os pocos. Para a remocao das células raspadas, a placa foi lavada com PBS e adicionado meio
DMEM alta glicose tamponado com 25 mmol/L. de HEPES pH 7,4. A placa foi entdo incubada
no microscopio Operetta (Perkin Elmer) com estdgio aquecido a 37°C durante todo o periodo
das capturas de campo claro. As imagens obtidas foram organizadas e cada um dos pocos teve
a cobertura celular mensurada nas continuas medidas comparadas com a primeira, utilizando o

software Fiji*!"/ImageJ?'® com macro produzida para este fim.

3.21.3 Ensaio de invasdo celular utilizando scratch-and-wound embebido em matriz

Quando da avaliagdo da invasdo celular em matriz tridimensional, apds a realizacio
dos riscos, a placa foi mantida em gelo por 5 minutos e sobreposta com 50 uL de solucdo de 2
mg/mL de coldgeno do tipo I, em DMEM alta glicose tamponado 25 mmol/L. de HEPES pH7 4,
20% de soro fetal bovino e hidroxido de sodio suficiente para o ajuste do pH entre 7 ¢ 8. A
matriz foi polimerizada a 37°C por 30 minutos e sobreposta com 200 uL de meio de cultura, de
mesmas condi¢des de tamponamento, para ser lida e quantificada de mesma maneira. Quando
na presenga de inibi¢do quimica, 1 umol/L de CB-839 foi adicionado no meio sobreposto e na

matriz.
3.21.4 Ensaio de invasiao celular utilizando camara de Boyden
Foi utilizada variacio de protocolos previamente disponiveis?**2*°. As células

foram preliminarmente semeadas em placas de 60 mm e incubadas por 16 horas, quando foram

entdo lavadas com meio sem soro e mantidas em meio na presenga de 0,1% de BSA por 24
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horas. Nesse instante, foram tripsinizadas (utilizando metade da concentragdo usual, 0,025%
m/v) e a mesma inativada com meio contendo 0,1% de BSA na auséncia de soro fetal bovino.
Ap6s duas centrifugacdes a 200 x g por 5 minutos seguidas de ressuspensao em meio com 0,1%
de BSA, as mesmas foram contadas e adicionadas as camaras de Boyden previamente
preparadas com solu¢do quimioatrativa de 5 ng/mL de fator de crescimento epitelial. As células
invadiram por 8 horas, quando o inserto contendo as membranas foi fixado em formaldeido por
30 minutos e lavado em PBS. As células ndo invadidas foram removidas com um cotonete e as
invadidas marcadas com DAPI em solu¢do contendo 1% de Triton X-100. A leitura foi
realizada utilizando o microscépio Operetta (Perkin Elmer), em seu modo confocal, e a
contagem de nucleos foi realizada com a projecdo méaxima da pilha de imagens obtidas para
cada camara, pilha essa centrada na membrana que serviu como barreira, sob a qual as células
invadidas estavam aderidas. A preparacdo preliminar das placas envolveu a adicdo de 6 pg
totais de matrigel (em concentracdo de 120 pg/mL) diluido em dgua ultrapura em cada parte
superior da camara de Boyden, permitindo a secagem 24 horas em fluxo laminar. No dia da
execug¢do propriamente dita do experimento, a placa foi reconstituida na por¢ao superior com
meio de cultura sem soro e na por¢ao inferior com colageno do tipo I a 60 pg/mL, para permitir
a adesdo celular. Antes da adicdo das células, a por¢cdo superior teve o meio removido e a

inferior foi lavada com PBS.

3.22 DESENHO EXPERIMENTAL CELULAR E AVALIACAO ESTATISTICA

A quantidade de replicatas experimentais técnicas sdo demonstradas sobre os

graficos, na forma de pontos. Dada a utilizacdo do método do 2724

para mensuragdo das
diferengas dos experimentos de qPCR, ndo € possivel a representacdo individualizada dos
pontos, sendo representadados nos graficos duplicatas ou triplicatas técnicas. Para os gréaficos
de migracdo e proliferacdo, as médias sumarizadas sao originadas de, ao menos, quadruplicatas
técnicas. A normalidade dos resultados foi acessada com o teste de Shapiro-Wilk. Quando em
comparacdes bindrias, foram realizados testes-t bicaudais de médias, empregando a correcdo

de Welch para variancias distintas. Para mais de um par de comparacdes, foram realizadas

andlises de variancia seguidas de teste posterior de diferenca significante honesta de Tukey.



4 RESULTADOS

4.1 RELEVANCIA CLINICA DE HUR COMO ELEMENTO DE PROGNOSTICO E SUA
RELACAO COM AS ISOFORMAS DE GLS

acordo com sua origem topografica, foram utilizados os dados do The Cancer Genome Atlas
(TCGA). O projeto contempla dados de transcriptomica, epigendmica, protedmica, clinicos e

de imagem para 33 tumores distribuidos, dos quais 10 considerados raros, em 27 tecidos de

origem (Quadro 7).

Quadro 7 — Legenda da representacio topografica dos érgaos cujos dados tumorais (e de tecido normal)

estio disponiveis no TCGA

Com o intuito de conhecer os efeitos de HuR em diversos tecidos tumorais de

. Codigo .
Sexo # Tecido TC G%,A Tipo
| Cérebro GBM Glioblastoma multiforme
LGG Glioma de baixo grau
2 Olho UVM Melanoma uveal
3 Cabeca e pescoco HNSC Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
4 Tiredide THCA Carcinoma papilar de tiredide
5 Eso6fago ESCA Cancer de esdfago
6 Pleura MESO Mesotelioma
7 Pulmio LUAD Adenocarcinoma de pulmao
LUSC Carcinoma de células escamosas de pulmao
8 Linfonodos DLBC Linfoma difuso de grandes células B
9 Timo THYM Timoma
10 Figado LIHC Carcinoma hepatocelular
Indiferente 11 Ducto bilear CHOL Co‘langiocarcinom'a
12 Péncreas PAAD Adenocarcinoma pancredtico ductal
13 Estdmago STAD Adenocarcinoma de estdmago
14 Pele SKCM Melanoma cutaneo
15 Adrenal ACC Carcin(?ma Adrenocortica}
PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma
KIRC Carcinoma renal de células claras
16 Rim KICH Carcinoma renal croméfobo
KIRP Carcinoma papilar renal
17 Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de célon
18 Bexiga BLCA Cancer de bexiga
19 Intestino delgado READ Adenocarcinoma de reto
20 Tecidos macios SARC Sarcoma
21 Medula 6ssea LAML Leucemia miel6ide aguda
22 Mama* BRCA Cancer de mama
. 23 Utero UCEC Cﬁr}cer de endométri.o
Feminino UCS Carcinossarcoma uterino
24 Ovirio ov Cistadenocarcinomas serosos do ovério
25 Cérvice uterino CESC Céncer cervical
Masculino 26 Prostata PRAD Adenocarcinomg de. préstata
27 Testiculos TGCT Cancer de células germinativas de testiculo

NOTA: T Tumores considerados raros pelo TCGA. * Indicado como tumor tipicamente feminino, também

acometendo homens. # Numera¢@o encontrada nas imagens.
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4.1.1 Correlacdo entre os niveis de mRNA de ELAVLI com parametros clinicos

Para a avaliagdo da express@do em um contexto topograficamente identificado,
decidiu-se criar uma representacdo grafica que consiste em um mapa de calor representado
sobre um conjunto de corpos humanos estilizados (descrevendo um homem e seus tumores
especificos, uma mulher e seus tumores especificos e um corpo sem identificacdo de género
para os tumores comuns a ambos, com numeragao e associa¢do descritas no Quadro 7 e no
Apéndice 1). Tal representacdo permite a observacao direta de parametros numéricos simples
em um contexto fisioldgico, gragas a associagdo com escala de cor. Utilizando tal representacdo
topografica, entdo, podemos observar a expressdao de ELAVLI, gene que codifica para a HuR,
mais elevada em tecidos de tumores primérios de linfoma difuso de grandes células B, timoma
e cancer de endométrio (representados pelos numeros 8, 9 e 23, respectivamente, Figura 11A),
sendo que timoma e cancer de endométrio também representam os tecidos normais com maior
expressdo (Figura 11B). E preciso observar que nio ha amostras de células normais de linfécitos
B (assim como de testiculo, medula, ovario, mesotélio e olho) dentro do TCGA e o tamanho
amostral dos tecidos normais de timo € pequeno.

Para a melhor visualizacdo dos valores de expressio em FPKM, tais valores,
normalizados pelo método do quartil superior (upper quartile, UQ), sdo também apresentados
na forma de gréifico (Figura 11C para tecido tumoral e Figura 11D para tecido normal
adjacente); € possivel ver que, tanto para tecido tumorais como normais, as medianas estao
acima de 17. Para se ter uma nocao do nivel de expressdo deste gene em relacdo aos demais
genes, em mama, a mediana da expressao, mensurada em log> (FPKM UQ +1) de todos os
genes € 7,4 + 3,2, tanto entre as amostras normais € tumorais, quando consideramos os
transcritos sem expressdo; removendo estes transcritos zerados, a mediana €, 13,5 + 0,40. Desta
maneira, fica implicito que a expressdo de ELAVLI varia de forma intensa e estd acima da
média de expressdo dos genes em tecido mamadrio, sugerindo grande abundéancia, e possivel
importancia deste gene?*.

Na comparagdo intertumor, a oscilacdo das medianas é de uma unidade de logo,
implicando em uma quase duplicacdo do nivel de expressdo (em escala linear) entre o tumor de
maior (DLBC, 17,5) para os de menor mediana (KIRC, 18,5) (Figura 11C). Com relag¢do aos
valores medianos dos tecidos normais com tamanho amostral superior a 4 (que apresentam
defini¢des de primeiro e terceiro quartis, além da distribuicdo suavizada) encontra-se uma
variacdo em uma escala proxima a 0,4 unidades de logz (entre THYM e ESCA), muito inferior

a observada nos tipos tumorais (Figura 11D). A grande magnitude de variacdo entre tecidos
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tumorais pode indicar que este gene pode ter uma fungdo bioldgica importante para

determinados tipos tumorais.
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Figura 11 — Niveis de expressao do mRNA de ELAVLI em tecidos normais e tumorais humanos
Representagdo topografica dos niveis de expressdo de ELAVLI em tumores primarios (A) e em tecidos normais
adjacentes a tumores primdrios (B). Os valores representados nas escalas de cor representam a mediana dos niveis
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de abundancia de mRNA mensurados em FPKM normalizado pelo quartil superior em escala logaritmica e estao
dimensionados de forma independente entre os graficos. Grafico RDI (Raw (data), Description and Inference) dos
niveis de expressdo de ELAVLI em tumores primdarios, ordenados crescentemente de acordo com a mediana (C) e
em tecidos normais adjacentes a tumores primarios, obedecendo a ordenagdo de C (D). Barras centrais indicam a
mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas
representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo individualmente representados como
circulos. A numeracio dos érgdos estd presente no Quadro 7.

Entre as amostras de tecido de um mesmo tipo tumoral, o intervalo interquartil
aproxima-se a 0,4 unidades de logz em vdrios tipos tumorais (Figura 11C, mais facilmente
observado nos exemplos da Figura 12C), o que implica variacOes lineares de 30% entre
primeiro e terceiro quartil. Comparativamente, os tecidos normais apresentam variacdes na
metade desta escala, o que indica uma heterogeneidade superior no contexto tumoral quanto a
expressao de ELAVLI.

Para facilitar a visualizacido da expressdo relativa entre os tecidos tumorais e seus
pares normais, a razao de expressao entre tecido tumoral e normal foi calculada (Figura 12A) e
as diferencas estatisticamente significativas (p-value <0,05) foram definidas (Tabela 2).
Observa-se que todos os tumores, com exce¢do de quatro tipos (melanoma — SKCM-,
adenocarcinoma de pancreas — PAAD —, carcinoma renal de células claras — KIRC — e
feocromocitoma & paraganglioma — PCPG), a razdo € superior a 1,1; vale ressaltar, entretanto,
que para trés deles, PAAD, PCPG e SKCM o limitado tamanho amostral para tecido normal
impede inferéncias amplas. Assim, conclui-se que ELAVLI tem expressao aumentada na grande
maioria dos tumores em relacdo ao respectivo tecido normal, quando observados os dados
disponiveis no TCGA (Figura 12C).

De posse das informagdes disponibilizadas pelo TCGA, decidimos investigar o
efeito da expressdao de ELAVLI no progndstico dos pacientes. Uma maneira de fazé-lo seria a
separacdo dos pacientes em alta e baixa expressdo seguida da andlise dos parametros de
sobrevivéncia. Caso a distribuicao de expressao apresentasse um comportamento bimodal (com
clara distin¢do entre grupos com diferentes niveis de expressdo), modelos matematicos de

mistura gaussiana 241242

, j& aplicados em alguns exemplos cldssicos, poderiam ser
empregados®*>?**, Entretanto, em tecidos tumorais, observa-se que a expressdo de ELAVLI
segue perfil normal com apenas uma moda (apds a transformacdo logaritmica, necessdria
devido a extrema assimetria dos dados na escala linear) ou duas modas muito préximas, ndao
havendo mais de uma distribuicdo normal clara com médias e desvios independentes. Tal fato
pode ser observado nas distribui¢des suavizadas nos graficos mostrados e ndo por testes de
normalidade, dada a redugio do poder frente a grande tamanhos amostrais®*. Qutra possivel

6

abordagem?*®, consiste na utilizacdo dos valores de z-score (quantos desvios-padrio um



74

determinado paciente se desloca em relacdo 2 média da populacdo global?*”) com um limiar

arbitrdrio a partir do qual os grupos de alta e baixa expressao sao determinados.

~ ELAVL1 - Raz&o Tumor Primario / Normal —

oezey
0y

«° Aumento no tecido tumoral
®~e Redugdo no tecido tumoral

voaw

O = ==

-
1|
Py
22
cS A y
2R Colon (COAD) Rim (KICH)
7P 19.2 { p<00001 1190 A . 19.2 | p<00001  |19.0
o -
55. 19 19
3D — a -
- 18.5 i 1857
14 S | ' i
= -
£ 18 - 18.0 -
‘8’? - 18.0 :
- 1 17.5 -
17 .
16.8 17.5 17 4 ‘ : 4
F & N 9 > & s A
& @ o T o
. $ § § & $ & §
< S0 R S 0 IN
1L _
Reto (READ) Mama (BRCA) Pulméo (LUSC) Cérvice (UCEC)
19.2 o keuskal <0.0001 s ] 19.8 { p<0000t 3| 19.8 - P00 19,0 9] 19.6 { P<00% 495 B
197 18.5 - g ] ] ]
T /» ] s gl 194 18.5 19 7
] < 19 ' 4 19.0 £
= | ¥/ / B T i
= 18044// - ] i
a 187 0/ ] . 18.0 i
o - 1 1A 18.5
g b 18 18 7 18 - :
e} i =
] 175 4 i i 7.5 - .
i 7 7 7 18.0
W d 17.2 74 72+
T T
F S A F & ¥ S
s $ & £ §.$ £ 5
T B S R S K $ S K S
Eséfago (ESCA) Figado (LIHC) Estémago (STAD)
19.2 - FsKaI=0000T 118 6 s] 20 20.5 - p<00001 . s ] 20 p<o00 |19,0 A N
. ]
97 18.4 - . "lo20 i /2| 19.5
S 1 /= 194 ; 1 ' 19 i
§ ] 182 73 - 2 - = 185
s i 18.0 ' = ‘“; 18.4 ’ | s 18.5 4 ;
X ) 18 ~é ' / 07 18 -
g 181 1784, / Y 182977 4| 18- 18.0 4 &
o 4 -/ | 17.5 - -/
g 17.6 - 4 18.0 - '(/
i - \ 17 4 s 17 17.5 17 7 [
B - -l . -
724 o efes{ 78T 154 654 175 ¢
T T T
F S 5> s F S & s & ¥ S >
§.$ & & & & & & §.$ £.$ IS
< L R S S R S ES & K S R

Figura 12 — Razao entre os niveis de expressao de ELAVLI entre tecido tumoral e tecido normal adjacente
(A) Representacgdo topografica da razdo entre a mediana de expressio de ELAVLI em tecido tumoral sobre o tecido
normal adjacente denotada pela fracdo dos valores de FPKM normalizados pelo quartil superior em escala linear.
(B) A esquerda, Graficos RDI dos niveis de expressdo de ELAVLI em tecidos normais adjacentes (Normal)
comparado aos tumorais primérios (Tumor) dos 10 tipos tumorais mais sobreexpressos. A direita, graficos
pareados entre tecidos normais adjacentes e seus respectivos tecidos tumorais, ligados por linhas vermelhas quando
do aumento da expressdo e verdes quando da redugdo. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade
suavizada dos dados; todos os pacientes estdo individualmente representados sobre os dados como circulos. Os
valores sdo mensurados em FPKM normalizado pelo quartil superior em escala logaritmica e estdo dimensionados
de forma independente entre os graficos. P-values originados de teste t ndo-pareado; para tamanhos amostrais
normais pequenos (<10) € representado o p-value para o teste de ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A numeracao
dos 6rgdos esta presente no Quadro 7.
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Tabela 2 — Lista com os valores absolutos das razoes das medianas de ELAVLI entre tecido tumoral e
normal representadas na Figura 12A com o érgio afetado e o respectivo codigo empregado pelo TCGA.

. Cadigo . ~
Tecido TCGA Tipo Razao p-value FDR ks
I‘;rzsst;‘;" COAD Adenocarcinoma de c6lon 1,56 0001443 + 0,0022 <0,0001 t
Rim KICH Carcinoma renal croméfobo 1,56 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Ic‘l‘;fgsgcfl‘(;’ READ Adenocarcinoma de reto 1,52 <0,0001 1* <0,0001 <0,0001 t*
Mama BRCA Cancer de mama 1,47 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Pumio ~ Lusc  Cacinoma de;j}g};g escamosasde 47 90001 t <0,0001 <0,0001
Utero UCEC Cancer de endométrio 1,42 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 T
Esofago ESCA Cancer de esofago 1,40 0,0005 1* 0,0008 0,0014 +*
Tecidos SARC Sarcoma 137 0,015 * 0,1282  0,0637 *
macios
Timo THYM Timoma 1,30 0,05 * 0,0689 0,3796 *
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 1,29 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 1,26 0,0014 f* 0,0022 0,0009 t*
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 1,24 0,2174 * 0,2609 0,0217 +*
Figado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,22 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Estomago STAD Adenocarcinoma de estdmago 1,22 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Cérvice CESC Cancer cervical 122 03548 * 0,3871  0,0492 +*
uterino
Tire6ide THCA Carcinoma papilar de tire6ide 1,20 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 T
Cabeca e HNSC Carcinoma de células escamosas de 1,19 <0,0001  <0,0001 <0,0001
pescoco cabeca e pescoco
Pulmio LUAD Adenocarcinoma de pulmao 1,18 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 1,18 <0,0001 f <0,0001 <0,0001 ¥
Prostata PRAD Adenocarcinoma de préstata 1,17 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Pele SKCM Melanoma cutineo 1,02 0,9643 * 0,9643 1 *
Pancreas PAAD Adenocarcinoma pancreatico ductal 1,01 0,8955 * 0,9344 0,8742 *
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 1,01 0,2646 0,3024 0,0141 ¥
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,81 0,0517 * 0,0689 0,0273 *

NOTA: Indicagdes de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (<10) para o tecido normal
adjacente e de T (cruz) p-value significativo (<0,01). Correcio dos valores de p em FDR (false discovery ratio)

pelo método de Benjamini-Hochberg

142

. Ks: p-value para o teste de ranqueamento Kolmogorov-Smirnov.

Para eliminar-se a questdo da arbitrariedade na definicdo de z-score e separacdo

entre grupos, escolheu-se aquele que gerava uma separagdo com o menor p-value (segundo

teste log-rank) para risco de recidiva da doenca. Distintas implementacdes desta estratégia

implicam na separacdo em dois ou mais grupos de pacientes

137,138

, optando-se aqui na separacao

em apenas dois. Paralelamente, foi calculada a propor¢do de risco de Cox (Cox Hazard Ratio

ou apenas Cox HR) entre os grupos definidos, para observar se os pacientes classificados com

alta expressdo de ELAVLI apresentavam piora ou melhora do progndstico, quanto a recidiva.

Desta forma, identificamos tumores onde a alta expressao de ELAVLI (para o z-score definido
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pelo menor p-value) traria um melhor (Tabela 3) ou pior (Tabela 4) progndstico para o paciente

para todos os tipos tumorais disponiveis no TCGA.

Tabela 3 — Minimizacio de p-value para teste de razao de verossimilhanca quanto ao nivel de expressao de
ELAVLI e sua relacdo com a reducio do risco de recidiva tumoral

Cox HR (para alta expressao)

. L 3e Pacientes
Tipo Codigo Corte z-score .
P 8 ar 1% CDS p-value FDR  baixa
Min Max
AIBITORIEIONE 0.96 0,17 004 072 0,0015 00197 105 83%
pancredtico ductal
Carcinoma renal KICH -0,42 011 002 055 0,003 00197 19 32%
cromé6fobo
Melanoma uveal UVM 0,98 0,13 0,02 0,93 0,0045 0,0197 60 82%
Ade““:gf;ﬂoma d coaD 0,79 0,19 005 072 00169 00366 76 19%
Cancer de endométrio  UCEC -1,03 043 022 081 00171 00366 63 13%
Carc. células esc. de 155 0,92 039 0,18 084 0,237 00474 75 19%
pulmao
Carcinoma papilarde s -1,46 031 0,11 088 00572 00903 19 4%
tiredide
Adenocarcinomade g\, 1,46 036 005 265 02370 02539 257 92%
estomago
Cancer cervical CESC -1,53 062 015 258 05369 05369 9 9%

NOTA: p-value significativos a 0,05 estdo em negrito. Tumores com p significativo < 0,01 estdo com fundo cinza.
Corregiio dos valores de p em FDR (false discovery ratio) pelo método de Benjamini-Hochberg!#?

Foram observados 9 tipos tumorais em que o progndstico dos pacientes com alta
expressdo de ELAVLI é positivo (Tabela 3). Observamos trés cendrios em que hd reducdo
abaixo do limiar de p-value de 0,01 (ou empatados no menor valor de FDR, ainda significativo
a 0,05), de seis cendrios abaixo do limiar de 0,05 (que também retém FDR significativo). Para
os tipos THCA, STAD e CESC, o menor p-value obtido nao € significativo.

Dentre os trés significativos a p-value <0,01, em cancer de pancreas (PAAD, Figura
13A, superior), observamos que até o valor de z-score (eixo x) 0,5, 0 Cox HR (linha azul cheia)
se mantém proximo a 1 (separagdes sem impacto progndstico). No menor p-value obtido
(representado pela linha vertical verde), atingimos um Cox HR de 0,17 (5,9 vezes menor,
1/0,17) para os pacientes com alta expressao de ELAVLI (Figura 13B-C, superior). Cabe
ressaltar que pancreas ndo apresenta uma alteracdo significativa dos niveis de ELAVLI no
tecido tumoral em relagdo ao normal adjacente (Figura 12A-B), dispondo de poucas amostras
normais.

Em carcinoma renal croméfobo (KICH), um dos dez tumores raros do TCGA e de
menor disponibilidade de dados na literatura, a minimizagao de p-value (Figura 13A, centro)
gera um valor de Cox HR abaixo de 1, em praticamente toda a extensdo dos cortes avaliados

em func¢do de z-score, sendo observado no z-score de -0,42 o p-value minimo (0,0031), estando
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associado a este valor um Cox HR de 0,11. Assim, o grupo de pacientes com alta expressao de
ELAVLI, 67% dos pacientes com informagdo de recidiva disponivel (Figura 13B-C, centro),

tem 9,1 (1/0,11) vezes menos probabilidade de apresentarem retorno da doenga.

Tabela 4 — Minimizacio de p-value para teste de razao de verossimilhanca quanto ao nivel de expressao de
ELAVLI e sua relacdo com o aumento do risco de recidiva tumoral
Cox HR (para alta expressao)

Tipo Cédigo Corte z- CI95 CI95 Pacientes
) bai
score  HR Min Max P value  FDR alxa

Cancer de mama BRCA -023 1,82 124 268 00017 00197 490 48%

Carc. células esc. decabecae g 978 432 134 1392 00024 00197 73 22%
pescogo

Carcinoma hepatocelular LIHC 0,26 1,64 1,19 2,26 0,0034 0,0197 237 74%

LSl bk PCPG 0,14 520 145 18,66 00046 00197 107 62%

Paraganglioma

Adenocarcinoma de pulmdao LUAD -0,86 6,52 0,88 48,35 0,0130 0,0366 82 21%
Adenocarcinoma de préstata PRAD -0,10 1,85 1,13 3,04 0,0131 0,0366 260 53%

Sarcoma SARC 020 1,60 1,01 231 00141 00366 157 69%
Carcinoma papilar renal KIRP 0,82 390 1,41 10,73 0,0155 0,0366 218 85%
Melanoma cutineo SKCM 0,81 649 086 49,08 00164 00366 17 20%
gerrrclianrz;?\r/adse d‘fg;i‘;ulo TGCT 0,60 276 097 783 00311 00583 32 24%
Glioma de baixo grau LGG 0,62 1,92 1,08 343 00379 00669 354 85%
Cancer de esdfago ESCA -045 1,73 1,01 298 00411 00685 42 32%
Colangiocarcinoma CHOL -0,46 2,61 0,86 7,89 0,0663 0,0095 11 33%
Cancer de bexiga BLCA 1,81 198 1,00 3.8 00731 0,1044 313 96%
Carcinoma Adrenocortical ACC -0,54 1,78 0,84 3,78 0,1162 0,1585 22 29%
Timoma THYM 080 209 082 535 0138 0,1812 84 75%
Mesotelioma MESO -0,78 1,56 082 295 011658 02073 15 29%
Carcm"macgzil:sl decélulas  wipc 077 653 041 10460 02133 02509 328 87%
Linfoma Cdélfl‘l‘lsaos Cllge grandes  pype 008 347 039 3121 02188 02509 16 36%

Carcinossarcoma uterino UCS -0,87 1,75 0,67 4,60 0,2258 0,2509 9 20%

Cistadenocarcinomas serosos )y, 1,13 473 043 5223 0258 02675 283 90%
do ovario

NOTA: p-value significativos a 0,05 estdo em negrito. Tumores com p significativo a 0,01 estdo com fundo cinza.
Corregiio dos valores de p em FDR (false discovery ratio) pelo método de Benjamini-Hochberg'#?

O terceiro tumor com progndstico positivo para a elevada expressdao de ELAVLI e
p-value significativo (0,0045) foi o melanoma uveal, tal qual o anterior, raro. De maneira
andloga ao carcinoma renal croméfobo, ao longo dos diferentes z-score testados, verificou-se
um Cox HR inferior a 1 (Figura 13A, inferior), sendo em 0,98 obtida a maior significancia —
neste ponto 16% dos pacientes com dados de recidiva disponiveis se enquadraram no grupo de
alta expressao de ELAVLI (Figura 13B-C, inferior), com Cox HR que indica 7,7 (1/0,13) vezes

menos chance de recidiva para os mesmos (Figura 13D, inferior).
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Figura 13 — Minimizacao de p-value para teste de razao de verossimilhanca quanto ao nivel de expressao de
ELAVLI e sua relacao com a reducio do risco de recidiva tumoral

(A) Grifico de linha indicando os valores de z-score (eixo x) utilizados na separacio entre alta e baixa expressao
de ELAVLI e sua consequéncia no risco proporcional de Cox (eixo y da esquerda, preto) e no p-value do teste log-
rank (eixo y da direita, verde). Ambas ordenadas foram produzidas em escala logaritmica e os valores transcritos
em seus correspondentes em escala linear para facilitar a compreensdo numérica do eixo. Linha pontilhada
horizontal azul indica o valor de Cox HR 1, onde ndo ha distin¢do de prognéstico. Os p-values estdo plotados em
ordem inversa (de menores para maiores valores). Linhas tracejadas pretas representam os limites do intervalo de
confianc¢a de 95% da estimativa do risco proporcional de Cox. Linhas verticais cinzas na porcao inferior do grafico
indicam a posi¢@o do paciente dado o valor de expressdo do gene. Linha vertical verde indica o valor de separacao
que gerou o menor p-value. Os limites do eixo x foram definidos entre os grupos formados, omitindo da
representacio apenas os pacientes abaixo ou acima dos valores limitrofes de corte definido (cada grupo com ao
menos 4% ou 10 pacientes, o maior valor). (B) Gréficos RDI dos niveis de expressdo de ELAVLI em tecidos
normais (Normal), e tumores primarios (Tumor) separados entre pacientes classificados com baixa e alta expressao
de ELAVLI. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estao
individualmente representados como circulos. (C) Quantidade dos pacientes classificados em cada categoria
utilizando o menor p-value obtido, do grupo completo e daqueles sobre os quais os dados de recidiva estavam
disponiveis. (D) Curva de sobrevivéncia para a separacdo pelo z-score definido, sendo a linha vermelha os
pacientes com alta e a linha azul com baixa expressdo. Linha vertical verde indica o limite de 5 anos de sobrevida.
Valores indicam o risco proporcional de Cox (Cox HR) e o valor do teste log-rank. Area sombreada representa,
em cada respectiva cor, o intervalo de confianga da curva de sobrevivéncia. Cada linha da figura representa um
tumor (PAAD, KICH ou UVM) indicado na margem direita da mesma.
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Foram encontrados 21 tumores nos quais o z-score com o menor p-value implica
em progndstico negativo para pacientes de alta expressdo. Destes, 4 tumores (cancer de mama,
carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, carcinoma hepatocelular e
feocromocitoma & paraganglioma adrenal) tiveram p-value significativo (Tabela 4). Assim,
dos 30 tumores analisados (apds remog¢ao de leuceminas — LAML —, cancer retal - READ —e
gliomas de alto grado — GBM por inconsisténcias na anotacdo de recidivas), 21 apresentaram
progndstico negativo (Cox HR > 1) contra 9 de prognéstivo positivo (Cox HR < 1) para os
pacientes de alta expressao de ELAVLI, relativo a parametro de risco de recidiva tumoral.
Observando a significancia de p-value de 0,05, ainda temos 12 tumores com Cox HR superior
a 1 contra apenas 6 tumores com Cox HR inferiores a este valor. Neste sentido, para 21 dos 30
tumores analisados, conclui-se que a alta expressdo de ELAVLI esta relacionada pior
progndstico — mensurado pela probabilidade de recidiva apos tratamento.

O tumor com p-value mais significativo entre os p-values minimos obtidos na
separacdo de grupos de alta e baixa expressdo de ELAVLI por um dado z-score, e com Cox HR
positivo, foi o de mama. Quanto a anélise de minimizagdo de p-value, cortes baixos impactaram
em riscos relativos inferiores a 1 (melhor progndstico, mas de forma ndo-significativa), que
prontamente (apds valores de -0,75) inverteram a predi¢do e se mantiveram razoavelmente
constantes pelo restante do espaco amostral (Figura 14). Como forma de validagdo estatistica
da observacgdo para este tumor em especifico, 51,87% de dez mil reamostragens (andlogo a dez
mil escolhas de subgrupos de validagao) realizadas utilizando 40% do conjunto de pacientes
apresentaram significancia (considerando p-value < 0,05). A titulo de referéncia, para uma
reamostragem de bernoulli (com as caracteristicas indicadas) ser considerada significante,
precisa extrapolar o limite de 50,82%. Cabe mencionar que em tais reamostragens o valor de
risco proporcional de Cox esteve acima de 1 em 99,51% dos eventos. Caso consideremos
apenas intervalos de acompanhamento de cinco e dez anos, obtivemos 58,37% e 58,58% de
valores de p significativos, respectivamente. Com outra estratégia de corre¢ao do p-value obtido
especificamente para a metodologia de minimizacio de p-value '**, ainda obtém-se 0,0387. Tais
valida¢des se unem, evidentemente, a correcao de p-value pelo método do false discovery ratio,

Jj4 mostrada (Tabela 4).
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Figura 14 — Minimizacao de p-value para teste de raziao de verossimilhanca quanto ao nivel de expressiao de
ELAVLI e sua relaciao com o aumento do risco de recidiva tumoral

(A) Gréfico de linha indicando os valores de z-score (eixo Xx) utilizados na separacao entre alta e baixa expressao
de ELAVLI e sua consequéncia no risco proporcional de Cox (eixo y da esquerda, preto) e no p-value do teste log-
rank (eixo y da direita, verde). Ambas ordenadas foram produzidas em escala logaritmica e os valores transcritos
em seus correspondentes em escala linear para facilitar a compreensdo numérica do eixo. Linha pontilhada
horizontal azul indica o valor de Cox HR 1, onde ndo ha distingdo de prognéstico. Os p-values estdo plotados em
ordem inversa (de menores para maiores valores). Linhas tracejadas pretas representam os limites do intervalo de
confianca de 95% da estimativa do risco proporcional de Cox. Linhas cinzas na porg¢do inferior do gréafico indicam
a posicdo do paciente dado o valor de expressdo do gene. Linha vertical verde indica o valor de separagdo que
gerou o menor p-value. Os limites do eixo x foram definidos entre os grupos formados, omitindo da representagdo
apenas os pacientes abaixo ou acima dos valores limitrofes de corte definido (cada grupo com ao menos 4% ou 10
pacientes, o maior valor). (B) Graficos RDI dos niveis de expressdo de ELAVLI em tecidos normais (Normal), e
tumores primdrios (Tumor) separados entre pacientes classificados com baixa e alta expressdo de ELAVLI. Barras
centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis,
respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo
individualmente representados como circulos. (C) Quantidade dos pacientes classificados em cada categoria
utilizando o menor p-value obtido, do grupo completo e daqueles sobre os quais os dados de recidiva estavam
disponiveis. (D) Curva de sobrevivéncia para a separagdo pelo z-score definido, sendo a linha vermelha os
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pacientes com alta e a linha azul com baixa express@o. Linha vertical verde indica o limite de 5 anos de sobrevida.
Valores indicam o risco proporcional de Cox (Cox HR) e o valor do teste log-rank. Area sombreada representa,
em cada respectiva cor, o intervalo de confianga da curva de sobrevivéncia. Cada linha da figura representa um
tumor (BRCA, HNSC, LIHC ou PCPG) indicado na margem direita da mesma.

Para os tumores de mama, a separacdo proposta implicou em um aumento da
mediana de expressdo em mais de 70% (em escala linear), frente aos tecidos normais adjacentes
disponiveis (Figura 14B), levando a divisdo das amostras tumorais em duas por¢des iguais
(Figura 14C). Para a andlise de sobrevida livre de recidiva, as bandas do intervalo de confianca
das curvas de sobrevivéncia (Figura 14D, drea sombreada) fundem-se em apenas apds o periodo
de 5 anos de acompanhamento, o que — somado ao grande tamanho amostral — justifica a
presenca de um p-value significativo. Avaliando-se a recidiva em uma janela de cinco anos, o
risco proporcional de Cox eleva-se para 2,00 (logrank p-value 0,0008) — frente a 1,82 utilizando
todo o intervalo de acompanhamento disponivel.

Os tumores de cabeca-e-pesco¢o aqui designados compreendem origens primaérias
na cavidade oral, faringe, laringe, sinos paranasais, cavidade nasal e glandulas salivares**®. O
menor p-value obtido (0,0024) foi relativo a z-score de -0,78, ponto no qual observou-se risco
proporcional HR Cox de 4,32 (Figura 14A). Em suma, a alta expressdo de ELAVLI neste
contexto aumenta o risco de recidiva em 4,32 vezes (Figura 14D).

O terceiro tumor em ordem crescente de p-value é o carcinoma hepatocelular. Em
todos os cortes de z-score avaliados, foram verificados valores de Cox HR superiores a 1, com
minimo p-value (0,0034) em z-score de 0,23 (Figura 14A). Tal corte produziu uma fragcdo de
26% dos pacientes no grupo de alta expressao (Figura 14B-C) com risco proporcional de
recidiva 1,19 vezes superior para o grupo de alta em relacdo ao grupo com baixa expressao de
ELAVLI. O gréafico de Kaplan-Meier mostra que, até o periodo de 5 anos pds-incidéncia, hé a
clara separacdo entre as curvas de sobrevida (e até de fracdo de suas bandas de confianga), as
quais, ap0s este periodo, terminam por se unir (Figura 14D).

Por fim, o dltimo tumor com p-value inferior a 0,01 para aumento do risco
proporcional de recidiva relacionado a alta expressdo de ELAVLI € o raro tumor de glandulas
adrenais, feocromocitomas e paragangliomas®*’. O Cox HR se mantém acima do valor de 1 em
todos os cortes de z-score avaliados, com p-value minimo (0,0046) em z-score de 0,14. Tal
corte impacta em 37% dos pacientes alocados no grupo de alta expressao e ELAVLI (Figura
14B-C), que apresentam risco superior de recidiva em 1,45 vezes em relagdo aos de baixa
expressdo, com a intersec¢do entre as bandas de confianca das curvas de sobrevivéncia

ocorrendo apenas apds 5 anos (Figura 14D).
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Sendo os tumores de mama detentores do mais significativo p-value para pior
progndstico segundo a andlise univariada pan-cancer realizada (Tabela 4), os parametros
clinicos foram mais profundamente explorados (Figura 15 e Tabela 5). Realizando
comparacdes bindrias apds 5 anos da deteccdo do tumor dentro de pardmetros preditivos de
sobrevida (falecimento ou ndo, recidiva tumoral ou ndo e presenca de metdstase ou ndo), nao
observamos nenhuma diferenga significativa no nivel de expressdo de ELAVLI (Figura 15A).
A ndo significativa diferenga de expressdo entre os grupos mostra-se na curva ROC (Receiver
operating characteristic) para recidiva, com drea de 0,569, brevemente superior ao esperado
para um classificador linear randémico, 0,5 (Figura 15B). Quando observada a classificagdao
bindria para a sobrevida livre de metdstase distante (Figura 15C), entretanto, ndo sé foi obtida
a significancia, quanto o minimo do intervalo de confian¢a da estimativa de Cox HR também
permaneceu acima de 1, confirmando um progndstico negativo para o paciente relacionado a

alta expressdo de ELAVLI.
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respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo
individualmente representados sobre os dados como circulos.
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Avaliou-se, também, a relacdo entre parametros clinicopatoldgicos (coletados da
época do diagndstico) em cancer de mama e os grupos de expressido de ELAVLI (Tabela 5). O
Unico pardmetro com significAncia quando avaliada a auséncia de homogeneidade € o
estadiamento T, com um aumento proporcional da categoria T2 — de tumores com mais de 20
mm e menos de 50 mm em sua maior dimensdo. Aproveita-se para mencionar, que o cancer de
mama € uma patologia predominantemente feminina, mas a glandula mamaria masculina —

230 s quais representam 12

mesmo que atrofiada — também pode ser acometida por tumores
pacientes do TCGA, sendo 75% dos mesmos associados a alta expressao de ELAVLI (mas de
maneira ndo significativa pelo baixo tamanho amostral). Por fim, vale comentar que, apesar de
em cancer de mama haver um consenso de que elevados niveis citoplasmaticos de HuR
impactam negativamente no prognostico de parametros como sobrevida e recidiva da doenca
(Tabela 1), n6s concluimos que neste tumor, altos niveis totais de expressdo de ELAVLI podem

também potencialmente serem usados como fator progndstico para sobrevida livre de recidiva

e livre de metéastase.

Tabela 5 — AssociacGes entre a expressiao de ELAVLI e parametros clinicopatolégicos nos tumores de mama
do TCGA

Expressao de ELAVLI
Caracteristica Alta (%) Baixa (%) p-value
Estadiamento histolégico 553 (51,3) 525 (48.,7) 0,0898
I 81 (7,5) 101 (9,4)
II 341 (31,6) 286 (26,5)
III 121 (11,2) 128 (11,9)
AY 10 (0,9) 10 (0,9)
Estadiamento T 562 (51,2) 536 (48,8) 0,0005
T1 116 (10,6) 164 (14,9)
T2 359 (32,7) 280 (25,5)
T3 68 (6,2) 71 (6,5)
T4 19 (1,7) 21(1,9)
Estadiamento N 556 (51,4) 525 (48,6) 0,3065
NO 268 (24,8) 253 (23,4)
N1 189 (17,5) 175 (16,2)
N2 67 (6,2) 53 (4,9)
N3 32 (3) 44 (4,1)
Estadiamento M 491 (52,5) 445 (47,5) 1
MO 479 (51,2) 435 (46,5)
M1 12 (1,3) 10 (1,1)
Sexo 565 (51,3) 536 (48,7) 0,1738
Feminino 556 (50,5) 533 (48,4)
Masculino 9 (0,8) 3(0,3)

NOTA: Valores de p, derivados de 2, significativos estdo em negrito. Para caracteristicas com subniveis (por
exemplo, Tla, T1b e Tlc, os valores foram colapsados).
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Para a compreensao da distribuicdo da expressdo de ELAVLI dentro dos subtipos
moleculares clinicamente avaliados, confrontamos a abundancia do gene com uma classificagdao
que utiliza um painel génico capaz de predizer tipos moleculares de cAncer de mama associados
com o prognéstico metastatico (Prediction Analysis of Microarray 50, PAM50)*! (Figura
16A). Dentro das categorias, os subtipos Luminal B, HER-amplificado e Basal-like apresentam
os piores prognésticos®!, sendo a expressio de ELAVLI aumentada significativamente no
dltimo subgrupo. Também sd@o elevados em pacientes com reduzidos niveis do receptor de
progesterona (Figura 16B), estrégeno (Figura 16C) e negativos para ambos simultaneamente
com a auséncia de amplificacdo de ERBB2 (Figura 16D), tumores estes designados triplo-

negativos e de conhecido pior progndstico para os pacientes acometidos?>2.
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Figura 16 — Observancia da expressio de ELAVLI em pacientes com cancer de mama segundo a
classificacdo molecular clinicamente utilizada

Grificos RDI da separacéo dos pacientes de cancer de mama do TCGA segundo Koboldt et al?>® para o painel
génico PAMS50 (A), presenca do receptor de progesterona (B), de estrégeno (C), ou na auséncia de ambos e néo
amplificacdo de ERBB2, tumores designados triplo-negativos (TNBC). Para os grificos RDI, barras centrais
indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas
periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo individualmente representados
sobre os dados como circulos. Os p-values indicados foram gerados apds uma andlise de variancia seguida de um
teste de Tukey para as médias.

Avaliou-se, por fim, se a abundancia de mRNA implicava em alteracdo nos niveis
proteicos de HuR utilizando a fracdo de amostras de tumores de mama com dados de mRNA e
massas disponiveis (Figura 17). Os resultados mostraram um coeficiente de correlagdo de
Pearson positivo de 0,4258 entre os niveis normalizados do mRNA de ELAVLI e a abundancia
dos peptideos de HuR detectados, implicando que os niveis de mRNA medidos refletem a

abundancia proteica.
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4.1.2 Expressao de GLS e suas isoformas em tecidos tumorais

Os niveis totais de expressao de GLS e do mRNA de suas isoformas, KGA e GAC,
foi avaliado na mesma coorte de pacientes, para a avaliacdo da alteragcdo entre o tecido normal
e tumoral e correlacio com a expressdao de ELAVLI. Inicialmente, utilizando o nivel de
expressao total do gene, uma nova anélise exploratdria topografica permitiu avaliar o padrao de
expressao do gene GLS em diversos tecidos (Figura 18).

O rim, 6rgdo que inclusive nomeia uma das isoformas (KGA — kidney-type
glutaminase), aparece como um dos 6rgaos de expressdo mais abundante de GLS, seja na
situacdo patologica (Figura 18A) ou normal (Figura 18B). No lado oposto, observamos 6rgaos
relacionados ao sistema genito-urindrio e o figado — 6rgdo que nomeia isoforma do gene
pardlogo GLS2 (LGA - liver-type glutaminase). A amplitude de variacio da mediana de
expressao de GLS em tumores primdrios vai de 16,5 a 19,5, cerca de 3 unidades de logz ou 8
vezes em escala linear (Figura 18C).

Tal qual ELAVLI, a expressdo de GLS também esta acima da mediana de expressao
do genoma e apresenta uma variagao inter-tumoral ainda superior. Intra-tumoralmente também
existe uma variacdo de grande magnitude. Mama (BRCA), por exemplo, que tem um valor
intermedidrio de expressdo, contempla uma variacio de até 128 vezes (em escala linear) entre
seus pacientes limitrofes. Para as amostras normais, a variacio das medianas ultrapassa 4

unidades de logy, implicando em uma variagao de até 16 vezes entre a menor (figado, LIHC) e
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a maior (rim, KIRP+KIRC+KICH) expressdo do gene, compativel com a utilizacdo dos genes

de forma tecido-especifica.
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Figura 18 — Niveis de expressao do mRNA de GLS em tecidos normais e tumorais humanos

(A) Representagdo topografica dos niveis de expressdo de GLS em tumores primarios. (B) Representacdo
topografica dos niveis de expressdo de glutaminase (GLS) em tecidos normais adjacentes a tumores primarios,
sendo mostrado somente aqueles para os quais dados eram disponiveis. Os valores representados nas escalas de
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cor representam a mediana dos niveis de abundancia de mRNA mensurados em FPKM normalizado pelo quartil
superior em escala logaritmica e estdo dimensionados de forma independente entre os graficos. (C) Grafico RDI
dos niveis de expressdo de GLS em tumores primdrios, ordenados crescentemente de acordo com a mediana. (D)
Graéfico RDI dos niveis de expressdo de GLS em tecidos normais adjacentes a tumores primdrios, obedecendo a
ordenacdo de A. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo
individualmente representados sobre os dados como circulos. A numeragdo dos 6rgdos estd presente no Quadro 7.

Comparando a razdo da expressdo entre tecidos tumorais e normais adjacentes, em
16 dos 24 tumores para os quais a comparacao € possivel, verifica-se uma reducdo na expressao
global do gene em tumores (Figura 19). Por exemplo, os trés tipos de tumores renais (KIRP,
KIRC e KICH) apresentam intensa reducdo na expressao do mRNA total do gene quando
comprado com tecido normal, tendo sido observado os valores 0,71, 0,47 e 0,4, respectivamente
(Tabela 6). A expressdo global de GLS aumentou somente em tumores de ducto bilear, esdfago,
figado, cabeca-e-pescoco e estdmago (tiredideo, célon e reto de forma ndo significativa),

quando comparado aos tecidos normais.
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Tabela 6 — Lista com os valores absolutos das razoes das medianas de GLS entre tecido tumoral e normal
representadas na Figura 19 com o 6rgao afetado e o respectivo codigo empregado pelo TCGA

. Codigo . ~
Tecido TCGA Tipo Razao p-value FDR ks
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 3,99 <0,0001 *f <0,0001 <0,0001 *t
Esofago ESCA Céancer de esdfago 2,06 0,0007 *¥ 0,0015 0,0004 *+
Figado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,87 <0,0001 f+ <0,0001 <0,0001 ¥
Cabega e HNSC Carcinoma de células escamosas de 1,60 <0000 <0,0001 <0,0001 +
pescogo cabeca e pescoco
Estomago STAD Adenocarcinoma de estdmago 1,44 0,0002 T 0,0005 0,0056 T
Tiredide THCA Carcinoma papilar de tiredide 1,33 0,0243 0,0486 0,0001
I‘;risst;g" COAD Adenocarcinoma de célon 132 0,1169 0,1754  0,0001
Intestino—— pp 2y Adenocarcinoma de reto 127 05365 * 05853 00493 *
delgado
Prostata PRAD Adenocarcinoma de prostata 0,94 0,0723 0,1239 0,1663
Timo THYM Timoma 0,81 0,3231 * 0,4081 0,1366 *
Pulmao LUAD Adenocarcinoma de pulmao 0,78 0,2850 0,3800  <0,0001
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 0,76 0,2734 0,3800 0,3060
Pancreas PAAD  Adenocarcinoma pancreético ductal 0,74 0,3515 * 0,4218 0,0365 *
Mama BRCA Cancer de mama 0,73 <0,0001 f* <0,0001 <0,0001 ¥
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 0,71 0,1117 0,1754 0,0219
Pele SKCM Melanoma cutaneo 0,66 0,6916 * 0,7217 1,0000 *
Cérvice CESC Cancer cervical 062 04865 * 0,5560  0,1369 *
uterino
Utero UCEC Cancer de endométrio 0,51 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 T
Pulmio Lusc Carcinoma de;ﬂf‘ﬂ; escamosasde 51 0001 <0,0001 <0,0001
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 0,47 0,8738 7 0,8738  <0,0001 T
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,41 0,0002 * 0,0005 <0,0001 =*
Rim KICH Carcinoma renal croméfobo 0,40 <0,0001 ¥ <0,0001 <0,0001 ¥
Tecidos SARC Sarcoma 0,19 00301 * 0,0556  0,5095 *
macios
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 0,13 <0,0001 *t <0,0001 <0,0001 *f

NOTA: Indicag¢des de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (<10) para o tecido normal
adjacente e de T (cruz) p-value significativo (<0,01). Correcdo dos valores de p em FDR (false discovery ratio)
pelo método de Benjamini-Hochberg!#?. Ks: p-value para o teste de ranqueamento Kolmogorov-Smirnov.

Uma vez que ja foi mostrada a diferenca na expressao e atividade entre as isoformas
de GLS?*%", decidiu-se avaliar a expressdo das mesmas individualmente. Enquanto que para a
abundancia global dos genes utilizou-se a anotacio do GENCODE!®713825% para analisarmos
as isoformas foi necessdario realizar a conversdo das posicdes gendmicas e compreender a
anotagio utilizada pelo Genome Browser UCSC?*’ (utilizada pelo TCGA para prover dados de
expressdo com resolugdo de isoformas, exons e jungdes exon-exon;) e a anotagdo RefSeq>®.
Uma vez que a anotacdo RefSeq possui somente as isoformas KGA e GAC, amplamente
validadas experimentalmente e estudadas, enquanto que o UCSC apresenta sete, nds preterimos
a segunda em relacdo a primeira. Essa abundancia de isoformas sem validacdo experimental

leva a modificacdo de exons com a inclusdo de introns retidos e novos exons ndo validados.
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Pode-se observar na Tabela 7 a consequéncia de algumas destas diferencas: por exemplo, o
exon 2 e 3 de RefSeq estdo fusionados em um Gnico exon com reten¢do de intron na anotagdo
UCSC; em outro exemplo, vé-se que os exons 17 e 18 e os exons 8 e 12 de RefSeq estao

apresentados com sitios doadores de splicing distintos em UCSC.

Tabela 7 — Conversio entre as marcacoes exonicas do gene GLS entre as anotacdes RefSeq e UCSC

RefSeq versao 85 UCSC Genes
Exon Inicio Fim pb Exon Inicio Fim pb Observacio

1 191745547 191746196 649 1 191745547 191746196 649

2 191759878 191759974 96

3 191760330 191760451 21 2 191759878 191761227 1349 UCSC une os exons

4 191765290 191765419 129 3 191765290 191765419 129

5 191766673 191766752 79 4 191766673 191766752 79

6 191769730 191769893 163 5 191769730 191769893 163

7 191774989 191775047 58 6 191774989 191775047 58

8 191785750 191785782 32 7 191783989 191785782 1793 UCSC é maior

9 191785871 191785929 58 8 191785871 191785929 58

10 191788643 191788709 66 9 191788643 191788709 66

11 191789269 191789319 50 10 191789269 191789319 50

12 191792032 191792208 176 11 191791996 191792208 212 UCSC é maior
Sem equivaléncia 12 191792416 191792456 40

13 191795163 191795294 131 13 191795163 191795294 131

14 191796271 191796363 92 14 191796271 191796363 92

15 191797442 191799817 2375 15 191797442 191799817 2375 Exon exclusivo GAC
16 191818291 191818352 61 16 191818291 191818352 61 Exon exclusivo KGA
17 191819310 191819386 76

18 191819481 191819544 63

19 191827556 191829776 2220 18 191827556 191829776 2220 Exon exclusivo KGA

Nota: Posicdes referem-se a montagem GRCh37/hg19 do genoma humano.

17 191819310 191819544 234 UCSC une os exons

Como inicialmente descrito (Figura 3), as duas isoformas de GLS variam
exclusivamente em seus C-terminais, com a KGA mais longa e incluindo dominios anquirina e
de regulagdo KEN-Box e a GAC mais curta € sem os respectivos dominios. Observando a
estrutura gendmica que gera esta alteracdo, temos 14 primeiros exons comuns as duas
isoformas, o exon 15 exclusivo a GAC (que contém um cédon de parada, por¢do 3’UTR unica
e gera a terminacdo do mRNA através da adi¢do de uma cauda poli-A ao mesmo), € 0s exons
16, 17, 18 e 19 exclusivos a KGA (sendo o ultimo também com seu cédon de parada, por¢ado
3’UTR e terminagdo de mRNA exclusivos), como representado no esquema da Figura 20A.
Considerando as peculiaridades e possiveis inadequacdes da anotagdo do UCSC, observamos a
variacdo dos niveis de abundincia individuais dos exons de glutaminase em amostras de

tumores de mama (Figura 20B).
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Figura 20 — Deconvolucio do nivel de expressdo do mRNA das isoformas KGA e GAC em tecidos normais
e tumorais humanos

(A) Representacdo esquemadtica dos exons do gene GLS, com indicag@o das principais regides. Os exons comuns
a ambas isoformas estéio indicados em azul, exclusivo a GAC em verde e exclusivos a KGA em laranja. Os introns
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encontram-se fora de escala. Com exce¢@o as regides terminais ndo traduzidas (UTRs), as demais indicagdes
referem-se a dominios proteicos. (B) Grafico RDI dos niveis de expressdo de cada exon individual de GLS em
amostras derivadas de tecido tumoral de mama. A nomenclatura dos exons refere-se a traducéio para a anotacdo
RefSeq (Consultar Tabela 7). Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam
primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos
os pacientes estdo individualmente representados sobre os dados como circulos. Asteriscos (*) indicam exons que
ndo sdo fusdes, mas diferem entre as anotacdes. (C) Representagdo topografica da razdo da expressdo do exon 15
de GLS (exclusivo a GAC) em tumores primdrios sobre tecido normal adjacente. (D) Representacdo topografica
da razdo da expressdo do exon 19 de GLS (exclusivo a KGA) em tumores primdrios sobre tecido normal adjacente.
Os valores representados nas escalas de cor representam a razao linear das mediana dos niveis de abundancia de
mRNA mensurados em RPKM normalizados pelo quartil superior e estdo dimensionados de forma independente
entre os graficos. A numeragdo dos 6rgdos estd presente no Quadro 7.

A menor abundancia observada para o exon 1 pode ser justificada como uma
inadequacao da identificacdo do inicio de transcricdo exato para o gene, 0 que aumenta o
tamanho tedrico do fragmento — impactando na normaliza¢do da unidade utilizada (RPKM,
Reads Per Kilobase Million, leituras por mil pares de base de transcrito por milhdo de leituras
sequenciadas). Ainda, na regido comum a ambas isoformas, observamos reducdes também nos
exons com incompatibilidades entre as anotacdes do RefSeq e UCSC: o exon 243, 8, 12 e o
sem equivalente (indicado como "?" na figura). Para os exons isoforma-especificos, GAC detém
o 15 sem nenhuma incongruéncia evidente (seus niveis sdo inferiores aos dos exons comuns, 0
que € esperado dada a divisd@o entre mRNAs produzidos por splicing alternativo). J& KGA
detém o exon 16 com nivel de expressao proximo ao do exon exclusivo de GAC, o exon 17+18
reduzido e o exon 19 reduzido frente a GAC e ao restante dos exons comuns. Dado que o exon
16 apresenta um tamanho diminuto e, consequentemente, implica em maior alteracdo numérica
gerada pela normalizagdo por tamanho do mesmo, decidiu-se utilizar os exons 15 e 19 como
“leitores” dos niveis de GAC e KGA, respectivamente. Tais exons sdo terminais e portadores
das 3’UTR, sdo de tamanho razoavelmente similar entre as duas isoformas e tem anotacao
compativel entre RefSeq e UCSC.

Com a capacidade de discernir adequadamente as duas isoformas de glutaminase
nos dados disponiveis no TCGA, avaliou-se a razdo de expressdo entre os tecidos tumorais e
normais para GAC (Figura 20C) e KGA (Figura 20D), utilizando a abundancia dos exons
isoforma-especificos. Observamos frequente aumento de expressao GAC nos tecidos tumorais
(Figura 20C), diferente de GLS (Figura 19) e KGA (Figura 20D).

Para confirmar a observacao de que GAC estaria mais expressa em diversos tipos
tumorais, avaliamos a razao entre tumor e tecido normal das razoes entre os exons 19 e 15.
Nesta operagdo, tanto numerador quando denominador se deslocam para valores maiores
quando na maior abundancia de KGA e valores menores quando da maior abundancia de GAC.

Assim, o resultado final representa se a proporcao entre KGA e GAC se manteve estdvel
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(préxima a 1), mudou a propor¢ao na dire¢cdo de KGA (valores superiores a 1) ou caminhou na
direcdo de aumentar a expressdao de GAC (valores inferiores a 1), como demonstrado grafica
(Figura 21A) e numericamente (Figura 21B).

Fica evidente agora que grande parte dos tumores ocorre um movimento de
modificacdo na escolha das isoformas, em direcdo a preferir GAC preterindo KGA. Apenas
figado, ducto bilear, rim e timo movem sua escolha para enriquecimento em KGA (sendo de
forma significativa apenas para o primeiro). Por exemplo, para o caso de figado (Figura 21C),
o tecido normal apresenta uma razao inferior a 1, indicando uma escolha por GAC, que se move
para um valor préximo a 1, indicando um equilibrio entre as isoformas, o que implica numa
mudancga de prioriza¢do das isoformas, sendo esta escolha deslocada para KGA no contexto
tumoral em relagdo ao normal. Cabe ressaltar que este € o unico tipo tumoral em que,
significativamente (p-value 0,0002) ocorre essa priorizagdo. Para intestino (Figura 21D), temos
o tecido normal com maior abundancia da isoforma KGA (valores superiores a 1), sendo que o
tecido tumoral reduz a proporg¢ado (para valores inferiores a 1), com uma grande predilecao por
GAC. Por fim, em mama (Figura 21E), os valores se mantém muito proximos, tanto o tecido
normal quanto o tecido tumoral apresentam uma preferéncia por GAC — a qual aumenta muito
brevemente no contexto tumoral, de forma nio significativa.
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Figura 21 — Expressao preferencial das isoformas de glutaminase em distintos tipos tumorais

(A) Representacdo topografica da razdo das razdes de expressdo do exon 19 de GLS (exclusivo a KGA) em tumores
primdrios sobre tecido normal adjacente sobre o exon 15 de GLS (exclusivo a GAC) em tumores primdrios sobre
tecido normal adjacente, indicando o movimento da expressdo preferencial entre as isoformas. (B) Grafico RDI
representativo para tumores de figado, indicando uma preferéncia por GAC nos tecidos normais (razdo menor que
1), movendo-se para uma proporcdo de igualdade entre as isoformas (préxima a 1), representando um movimento
pr6-KGA na patologia. (C) Grafico RDI representativo para tumores de célon intestinal, indicando uma preferéncia
por KGA nos tecidos normais (razdo maior que 1), movendo-se para uma propor¢do de selecdo de GAC (inferior
a 1), representando um movimento pr6-GAC na patologia. (D) Grafico RDI representativo para tumores de mama,
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indicando uma breve preferéncia por GAC similar tanto no tecido normal quanto na patologia, sem uma alteragao
da escolha. As ordenadas foram produzidas em escala logaritmica e os valores transcritos em seus correspondentes
na escala linear para facilitar a compreensdo numérica do eixo. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior
e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade
suavizada dos dados; todos os pacientes estdo individualmente representados sobre os dados como circulos. P-
values originados de testes-t ndo-pareados. A numeracio dos érgdos estd presente no Quadro 7.

Tabela 8 — Lista com os valores absolutos das razoes das medianas das isoformas KGA/GAC entre tecido
tumoral e normal representadas na Figura 21 com o 6rgao afetado e o respectivo céodigo empregado pelo
TCGA

Codigo

Tecido TCGA Tipo Razio  p-value FDR
Figado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,51 0,0002 0,0005
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 1,32 0,2983 *  0,4475
Rim KICH Carcinoma renal croméfobo 1,14 0,7223 0,8641
Timo THYM Timoma 1,04 0,7561 *  0,8641
Mama BRCA Cancer de mama 0,99 0,2748 0,4397
Tiredide THCA Carcinoma papilar de tiredide 0,99 0,5118 0,6465
Prostata PRAD Adenocarcinoma de prostata 0,96 0,0229 0,0423
Pele SKCM Melanoma cutaneo 0,95 0,9971 * 1,0000
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,90 1,0000 * 1,0000
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 0,89 0,1233 0,2114
Pancreas PAAD Adenocarcinoma pancredtico ductal 0,83 0,8651 * 00,9437
Utero UCEC Cancer de endométrio 0,71 0,4592 0,6123
Cérvice uterino CESC Cancer cervical 0,68 0,3218 *  0,4543
Esofago ESCA Cancer de esdfago 0,65 0,0108 *  0,0236
Estomago STAD Adenocarcinoma de estdmago 0,65 <0,0001 f <0,0001
gzlsazgzoe HNSC Carcinoma de ce’:lurl)aesS Cesgimosas de cabeca e 0,59 <0,0001 + <0,0001
Ié‘;fgsz‘gs READ Adenocarcinoma de reto 0,57 00154 * 0,308
Pulmao LUAD Adenocarcinoma de pulméo 0,52 <0,0001 1 <0,0001
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 0,48 <0,0001 1 <0,0001
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 0,46 <0,0001 f <0,0001
Pulmio LUSC Carcinoma de células escamosas de pulméao 0,37 <0,0001 1 <0,0001
Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de célon 0,32 <0,0001 f <0,0001
Tecidos macios SARC Sarcoma 0,07 0,0004 *t 0,0010
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 0,02 <0,0001 *f <0,0001

NOTA: Indicag¢des de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (<10) para o tecido normal
adjacente e de T (cruz) p-value significativo (<0,01). Correcdo dos valores de p em FDR (false discovery ratio)
pelo método de Benjamini-Hochberg!42. Valores superiores a 1 indicam priorizagdo da escolha de KGA e inferiores
al, GAC.

Focando no contexto de cancer de mama, origem na qual a expressao de ELAVLI
apresentou a maior significancia de relacdo com progndstico negativo para o paciente (Figura

15), decidimos avaliar a correlagcdo da sua expressdo com as isoformas KGA e GAC (Figura

22).
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Figura 22 — Correlaciio entre os niveis dos exons exclusivos de KGA e GAC e os niveis de ELAVLI em
tumores de mama

Grifico de dispersdo entre os niveis do mRNA de ELAVLI e do exon 15 exclusivo de GAC (A) ou do exon 19
exclusivo de KGA (B) em tecido tumoral de mama. Correlagdo de Pearson indicada no canto superior esquerdo
dos graficos. Gréficos RDI com a separagdo dos pacientes por nivel de expressdo de ELAVLI na separagdo
escolhida pelo método da minimizagdo do p-value de recidiva frente GLS (C), razdo da abundancia do exon
19/exon 15 de GLS (D), abundancia do exon 19 (E) e abundancia do exon 15 (F). Os p-values indicados foram
gerados apOs uma andlise de varidncia seguida de um teste de Tukey para as médias. As ordenadas foram
produzidas em escala logaritmica e os valores transcritos em seus correspondentes na escala linear para facilitar a
compreensdo numérica do eixo quando na representacdo de razdes. Barras centrais indicam a mediana; limites
inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a
densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estdo individualmente representados sobre os dados como
circulos.

Ao compararmos a expressao do exon 15 (GAC) com os niveis de ELAVLI,
encontramos uma correlagdo positiva (pearson = 0,3170), superior a observada com o exon de
KGA (Figura 22B, Pearson = 0,2027). Em ambos os casos as correlacdes ndo foram
numericamente elevadas, mas justificam uma tendéncia de co-ocorréncia. Tal tendéncia fica

mais evidente quando separamos os pacientes de acordo com a categorizagdo proposta para o
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nivel de expressao de ELAVLI. Os niveis absolutos de expressdo de GLS nao sdo impactados
com a separacao (Figura 22C), nem a razdo entre KGA/GAC, mas a abundancia tanto de KGA
(Figura 22E) quando de GAC (Figura 22F) s@o superiores. Assim concluimos que, em tumores
de mama, a expressao de ELAVLI correlaciona-se positivamente com niveis de mRNA de GAC

e KGA.

4.2  AVALIACAO GENOMICA DA RELACAO DE HUR E SPLICING ALTERNATIVO

Como colocado na introdu¢do, HuR pode impactar em diversos eventos como na
estabilizacdo de mRNA pela interagdo com elementos regulatérios presentes no 3’UTR assim
como no splicing alternativo de genes. Assim, utilizamos dados disponiveis em bancos de dados
para avaliar a atuacdo deste regulador no splicing do genoma como um todo e especialmente

de GLS.

4.2.1 Inferéncia da ligacdo a introns relacionados com splicing alternativo utilizando dados
disponiveis publicamente de imunoprecipitagdo de RNA seguida de sequenciamento

(RIP-Seq)

O experimento de RIP-Seq pode ser descrito como a imunoprecipitacao total dos
RNAs que estejam de alguma forma associados a proteina de interesse, seguido da avaliacdo
por sequenciamento massivo de RNA?>’. Como sua especificidade recai na interacdo especifica
do anticorpo com a proteina de interesse, usualmente utiliza-se como controle a
imunoprecipita¢do paralela de um controle de isotipo, por exemplo. A metodologia de andlise
dos dados usualmente passa pelo tratamento dos mesmos como experimentos convencionais de
expressao diferencial (observando quantos fragmentos alinham em determinada regido e
comparando a imunoprecipitagdo com o seu controle) ou como experimentos de ChIP-Seq
(comparando a presenca de “picos” de fragmentos alinhando em determinadas regides,
independente do contexto regulatério gendmico)*®. Entretanto, dado que 15-35% dos
fragmentos obtidos em um experimento de RNA-Seq (com deple¢do apenas de rRNA) alinham
em regides intronicas e ndo codificantes®® (presentes no pre-mRNA e de tamanho muito
superior as regides codificantes), a maioria restante (65%-85%) representa uma regido menor
que 1% do genoma, composta por exons e regides codificantes. Assim sendo, existe uma
exposicao diferenciada das regides intronicas a técnica. Como diversos algoritmos de contagem

e avaliacdo levam em consideracao a frequéncia da ligacdo em todas as regides do genoma de
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forma ndo diferenciada para a estimativa da variancia global e consequente calculo de p-

163.165.260.261 " 5 sinal menos intenso em tais regides acaba se assemelhando a ruido

values
experimental de regides exdnicas, o que as levam a desconsideracdo na andlise. Os dados de
RIP-Seq utilizados foram produzidos na iniciativa ENCODE'*” de compreensio dos elementos
regulatérios do genoma, incluindo proteinas da ligacio a mRNA, sendo disponiveis como
tracks para avaliacdo de ligagdo de proteinas regulatorias em regides 3’UTR de diversos genes.

Para avaliarmos preliminarmente se HuR estaria interagindo com o pré-mRNA de
glutaminase de alguma forma, e dado que tais regides estariam menos abundantes, produziu-se
uma anotacdo diferenciada do genoma humano para a contagem dos fragmentos alinhados
apenas em introns possivelmente relacionados com splicing alternativo (imediatamente a
jusante ou a montante de exons que sofrem splicing alternativo)’®>. Recentemente, inclusive,
um estudo utilizou 0 mesmo conjunto de dados com abordagem similar — de avalia¢do apenas

263 Utilizando-se a versio

intronica — para mensurar o impacto de HuR em splicing alternativo
25 da anotacdo do projeto GENCODE!®"158 sobre a versio 38 do Human Genome Reference
Consortium (GRCh38)?%, separou-se os genes e transcritos que compusessem a Consensus

Coding Sequence Database (CCDS)*® (Figura 23A).
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Figura 23 — Busca de introns justapostos a exons envolvidos em splicing alternativo diferencialmente
abundantes em experimento de imunoprecipitacao de RNA seguida de sequenciamento (RIP-Seq)

(A) Esquema da estratégia utilizada para a definiciio da anotag@o a ser utilizada para a contagem de fragmentos
imunoprecipitados. (B) Correlacdo entre os valores de fold change entre a imunoprecipitacdo de HuR e o controle
inespecifico em dois tipos celulares distintos. Volcano plots indicando os introns mais abundantes no controle (IP:
Controle, em azul) e os introns mais abundantes na imunoprecipitagdo de HuR (IP:HuR, em vermelho) para as
células GM12878 (C) e K562 (D). Linhas verticais indicam o enriquecimento de trés vezes e linha horizontal o
limite de significancia do false discovery ratio de 0,05. (E) Diagrama de Venn da intersec¢do dos introns
imunoprecipitados em ambas condicdes de acordo dos critérios de significancia estabelecidos.
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Lancando mao de tal anotagdo foi possivel, entdo, avaliar o alinhamento contando
fragmentos observados na precipitacdo de HuR ou de T7Tag, o controle experimental, para as
duas réplicas disponiveis de experimentos realizados em 2 linhagens celulares, a GM12878
(linfoblastos ndo malignos) e K562 (linhagem de leucemia mieldide cronica). Comparando as
quantidades normalizadas de fragmentos alinhados em um mesmo intron na amostra IP:HuR e
em IP:Controle entre as duas linhagens celulares, observamos a existéncia de uma correlagdao
positiva, mostrando que HuR tende a se ligar aos mesmo introns nas duas linhagens (Figura
23B). GM 12878 (Figura 23C), ao contrdrio de K562 (Figura 23D), apresentou quantidade
menor de ruido, exemplificada pela menor fracdo de introns com significativa ligacdo na
IP:Controle e maiores FDRs de maneira geral. Quando comparados qualitativamente, os introns
selecionados em K562 estdo em grande parte (76%) contidos na lista de introns selecionados
em GM12878 (Figura 23E).

Com a identificacdo de uma abundante quantidade de regides intrOnicas em que
HuR interage, levantou-se a hipdtese de uma ligacao ubiqua no genoma, sem necessariamente
uma selecdo especifica de alvos — ocasionada por problemas com as condi¢des experimentais
da imunoprecipitacio. A visualizacdo Circos (Figura 24A) permite observar se ha correlacdo
entre regides com elevada densidade de introns e a ligacdo de HuR, se a distribuicdo &
homogénea entre todas as regides cromossdmicas € a concordancia entre os tipos celulares.
Observa-se a presenca de vdrias regides de alta densidade de introns possivelmente regulados,
mas com baixa ligacdo de HuR, assim como o exato oposto (Figura 24B). Tal cendrio indica
que HuR ndo estd ligando ubiquamente aos RNAs produtos do genoma e, sim, em transcritos
produzidos em determinadas regides. Também, podemos confirmar os dados de correlagdao
entre as duas linhagens celulares (Figura 23B) de forma espacialmente localizada e observar a
heterogeneidade de regides com splicing alternativo ao longo do genoma, denotado na pista do
mapa de calor. Em conjunto, tais dados sugerem que a ligacio de HuR em introns
potencialmente relacionados com a regulacdo do splicing alternativo tem relacio com uma
reprogramacio celular para um objetivo em especifico, e ndo se d4 ao acaso 8957,

GM12878 foi selecionada para as andlises posteriores por apresentar 2481 introns
imunoprecipitados de forma significativa (Figura 23E), sinal reduzido em IP:Controle, FDRs
superiores (Figura 23C) e padrao de regulacido gendmico correlacionado numérica (Figura 23B)

e espacialmente (Figura 24A) com K562.
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Buscando compreender o conjunto de eventos bioldgicos regulados pelos genes
cujo splicing pode ser influenciado por HuR, realizou-se uma anélise de enriquecimento de vias
com os 1459 genes que apresentaram a ligacdo de HuR a a0 menos um intron envolvido com
splicing alternativo (Figura 25). As vias enriquecidas, de maneira geral, apontam para eventos
relacionados com a regulac@o da expressdo génica geral através da modulacdo do metabolismo
de RNA e DNA e remodelacao de cromatina. Assim, HuR estaria regulando processos nos quais
ela prépria participa, orquestrando a regulacio da expressao génica no nivel pds-transcricional
de forma direta e através da modificacdo e modulacdo de efetores diversos. Curiosamente,
outros processos metabolicos gerais e especializados encontram-se nas listas, ressaltando uma

possivel relagdo de HuR com metabolismo de nutrientes.
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4.2.2 Inferéncia de exons diferencialmente abundantes quando do silenciamento de HuR
utilizando dados previamente disponiveis de sequenciamento de RNA e o contexto

evolutivo dos hipotéticos elementos regulatorios

Para transformar a informacdo de ligagdo a um intron em modulacdo da expressao
diferencial do gene de forma experimental, buscou-se na literatura um conjunto de dados de

silenciamento de HuR seguido de RNA-Seq. Lebedeva et al*®

realizaram transcriptomica e
protedmica de células silenciando ELAVLI e buscaram novos alvos regulados, além de
confirmar a interacdo com experimentos de PAR-CLIP-Seq. Mesmo sendo o foco deste
trabalho o mapeamento da ligacdo de HuR em regides regulatorias 5’ e 3’UTR, os autores
também observaram alteracdes na ligacdo a regides intronicas e o efeito de HuR no splicing
alternativo. Entretanto, a abordagem desenvolvida para a busca de exons diferencialmente
expressos envolvia a comparagdo de trés exons consecutivos de um mesmo gene, realizando-se
a média de fragmentos alinhados no terceiro e no primeiro e comparando com a do central.
Caso o mesmo variasse mais do que 50% em relacdo a média seria colocado como
diferencialmente expresso, pardmetro que pode ser demasiado estringente e sofrer reducao de

performance em situagdes como a do gene GLS, em que os quatro tltimos exons em sequéncia

sao diferencialmente expressos em relacdo aos demais iniciais.
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Diversas abordagens para a definicdo de transcritos estao disponiveis na literatura,
como a Tuxedo Suite'®, RSEM!"%/EBSeq*® e ISODE!'®*, as quais consideram a unidade
minima como isoformas, ou MISO?*® e HTSeq!'*/DEXSeq'®, que consideram a unidade
minima como o exon. Quando na auséncia de réplicas (técnicas ou bioldgicas, caso do conjunto
de dados de Lebedeva et al®®), apenas ISODE se propde a estabelecer valores de confianca,
utilizando uma reamostragem por bootstrap sobre o arquivo de alinhamento. Cabe mencionar
que as estratégias aplicadas por transcrito tem reducio de performance tanto na auséncia quanto
no excesso de anotagdo de isoformas, o que faz os mecanismos baseados em exon
demonstrarem uma performance melhor'®’, especialmente o conjunto HTSeq'®>/DEXSeq'®’.

Assim, com o intuito de reprocessar os dados disponiveis com a unidade minima
sendo o exon, a metodologia de ISODE'®* foi modificada. Ao invés da reamostragem direta
sobre o alinhamento baseada em bootstrap com reposicdo, aplicou-se inicialmente uma
subamostragem (onde a reamostragem se dd sem reposi¢ao de fragmentos e gerando um
subconjunto menor do original, dada a massiva quantidade de fragmentos sequenciados,
superior a 54 milhdes de fragmentos alinhados por condi¢do, andlogo a um jackknife, - ).
Comparando-se as diferentes porcentagens de subamostragem, percebe-se que, mesmo em
fracdes pequenas, o erro relativo em relacdo ao conjunto completo € baixo e pouco se altera
com o aumento da fracdo de reamostragem (Figura 26A). Ja quanto a curva de adi¢cdo de novos
exons observados (exons com ao menos 5 fragmentos observados na quadruplicada da
subamostragem), ndo hd um platd evidente, indicando que quanto mais fragmentos forem
sequenciados, maior serd o numero de exons detectados — incluindo cada vez mais exons de
expressdo extremamente baixa e ndo relevantes para andlise em questdo. Com base nestes
resultados, utilizou-se uma reamostragem de 25% dos fragmentos originais. Foi possivel
observar, utilizando esta estratégia, 1104 exons diferencialmente utilizados (Figura 26B) a um
nivel de significancia de 5%.

Por fim, utilizando a lista dos genes com exons diferencialmente expressos,
realizou-se um novo enriquecimento de vias (Figura 27), tal qual realizada para ligagdo de HuR
aos introns relacionados a splicing alternativo. Coincidentemente ao primeiro resultado, vias de
metabolismo de RNA e DNA e ligacdo a ambos se mostraram enriquecidas. Assim, avaliando
os dois resultados em conjunto, corroboramos o evento de HuR regular processos nos quais ela
prépria participa, orquestrando a regulacdo da expressao génica no nivel pds-transcricional de

forma direta e através da modificacao e modulagdo de efetores diversos.
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Figura 26 — Estratégia estatistica de subamostragem e replicacio aplicada para a busca de exons
diferencialmente utilizados apos o silenciamento de ELAVLI em célula HeLa

(A) Aumento da fracdo de subamostragem (quadruplicata para cada porcentagem) dos fragmentos alinhados ao
genoma e sua consequéncia na redugdo do erro relativo em relagdo ao conjunto de fragmentos total (ordenada
esquerda, verde, representada nos diagramas de caixa, com barras pretas indicando a mediana, whiskers
estendendo-se até o percentil de 90% e limites da caixa no primeiro e terceiro quartis) e na coleta de novos exons
(ordenada direita, em azul, representada nos pontos). (B) Quantidade de exons diferencialmente abundantes, de
acordo com o modelo de DEXSeq'®, para distintos limiares de confirmacio em niimero de repeticdes de
reamostragem. Linha vertical vermelha indica nimero minimo de reamostragens necessdrias para atingir
significincia de 5 % (de acordo com distribui¢do Bernoulli da probabilidade cumulativa do evento binario, em 51
replicacdes). Linha horizontal tracejada verde indica o nimero de exons observados.
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Com a disponibilidade das duas listas, uma contendo os genes em que HuR
apresenta ligacdo em introns relacionados com o splicing alternativo e a outra de genes cujo
splicing € alterado na deplecdo de HuR, foi possivel extrair da intersec¢do das mesmas, que

resumiria os genes candidatos a terem o splicing alternativo regulado diretamente por HuR.
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Observaram-se 175 genes (Figura 28A, lista no Apéndice 2) candidatos, diversos deles
envolvendo apenas substituicdo de regides nao-codificantes do mRNA (5’UTR e 3’UTR),
assim como de regides codificantes sem informacao acerca da importancia funcional (regides
sem dominios caracterizados e sem informacdo estrutural). Buscaram-se alguns exemplos que
envolvessem a substituicdo ou remog¢do de dominios completos, os quais sdo elencados abaixo.

O transportador ABCD3 (ATP-binding cassette sub-family D member 3, Figura
28B) € envolvido com o transporte de moléculas através da membrana do peroxissomo com a
utilizacdo de ATP. Estruturalmente, é composto por um dominio transmembrana (responsavel
pelo transporte propriamente dito) e um dominio ATPase (responsdvel pela obtencao de energia
para o transporte)®®’. Especificamente, ABCD3 est4 implicado na realizacdo de B-oxidacdo
como fonte de energia para a célula e seu silenciamento implica na reducdo dessa via energética
268 O silenciamento de ELAVLI implicou no aumento da isoforma truncada, sem o dominio
ATPase, logo incapaz de realizar transporte — ao menos do tipo ativo. A troca de isoformas gera
uma abrupta alteracdo funcional da proteina, podendo splicing impactar na manutencao da via
de beta-oxidagao.

A metiltransferase de histona WHSC1 (Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate 1,
Figura 28C) contém um dominio SET envolvido com o processo de metilacdo de histona H3
na lisina 27?%?"° (levando a repressdo da atividade transcricional vizinha) ou na lisina 36
(levando a um aumento de expressdo de alvos?’!). Sua superexpressdo em tumores de préstata
leva a aumento da invasividade através da execu¢do de EMT, dentro outros fatores, por ativar
a expressdo de TWISTI*"!. Além de préstata, WHSCI também estd superexpressa em outros
tipos tumorais®®®. O silenciamento de ELAVLI reprime exons envolvidos com a expressio de
uma isoforma menor, truncada e sem o dominio SET, logo sem atividade metiltransferase. O
silenciamento também diminui a expressao de outra isoforma sem uma fragdo entre o0 dominio
HMG e PHD, cujo impacto funcional € desconhecido. Assim, a presenca de HuR reduziria a
atividade metiltransferase de WHSCI, podendo influenciar caracteristicas associadas a
agressividade tumoral através de mecanismos epigenéticos.

A enzima trifuncional GARS-AIRS-GART (glycinamide ribonucleotide
synthetase, —aminoimidazole ribonucleotide synthetase, glycinamide ribonucleotide
formyltransferase, Figura 28D), produto do gene GART, é responsavel pela catdlise de trés

passos na sintese do metabolismo de purinas a partir da Ribose-5P (Figura 28D, inferior)?’*?7?

274 275,276

e sua superexpressao € associada com pior prognostico de gliomas~'" e hepatocarcinomas
— 0 que € justificavel pela dependéncia de bases nitrogenadas para a elevada proliferacdo

tumoral. O silenciamento de ELAVLI diminui a expressdo do exon 12, que trunca a proteina
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logo apds a por¢cao GARS, permitindo a expressdao do polipeptideo completo e a execucao da
sintese de purinas de forma total (Figura 28D, superior). Logo, a presenca de HuR introduz a

isoforma incompleta, apenas com a por¢do GARS, com potencial consequéncia no metabolismo

de purinas.
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Figura 28 — Exemplos resultantes da interseccio dos resultados de ligacao a introns e escolha diferencial de
exons

(A) Intersec¢@o dos genes em que HuR liga-se a a0 menos um intron relacionado com splicing alternativo (RIP-
Seq) e genes com a abundincia diferencial de a0 menos um exon relacionado a splicing alternativo (RNA-Seq).
Seta indica a intersec¢do. (B-E) Exemplos da lista de genes candidatos a regulacdo direta por HuR através da
utilizacdo de graficos de exon. Nos mesmos, o tamanho da barra representativa do exon estd proporcional a redugao
do FDR médio entre todos as reamostragens. Valores do eixo y representam a abundancia diferencial pela métrica
de DEXSeq. (B, superior) Regulagdo de ABCD3, indicando a insercdo do exon 10 apds o silenciamento de
ELAVLI, o que leva a um c6don de parada prematuro. (B, inferior) Predi¢cdo de regidio transmembrana de ABCD3
e de domfnios proteicos, indicando a consequéncia funcional do truncamento utilizando a ferramenta TOPCONS ”°
e a predicao de dominios transmembrana orientagdo interno-externo (TM I>E) ou externo-interno (TM E>I). (C,
superior) Regulacdo de WHSCI, indicando a repressdo dos exons 14, 15 e 18 e a superexpressdo do exon 35. (C,
inferior) Esquema com a regido deletada e a posi¢do do truncamento que € reprimida no silenciamento de ELAVLI.
(D, superior) Regulagdo de GART, mostrando a repressdo do exon 12. (D, inferior) Esquema indicando a isoformas
truncada reprimida no silenciamento de ELAVLI e o bloqueio das reagdes catalisadas pelos dominios removidos.
(E, superior) Regulacdo de ARMCS indicando a superexpressdo do exon 7. (E, inferior) Esquema da isoforma
truncada superexpressa na auséncia de HuR. Para os graficos de exon, o tamanho da barra representativa é
proporcional a estimativa por bootstrap do FDR de o mesmo ser diferencialmente expresso. Exons com cores
ultrapassaram o limiar de 31 repeticdes de bootstrap, sendo azuis quando reprimidos ou vermelhos quando
superexpressos.
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A proteina ARMCS (Armadillo Repeat Containing 8, Figura 28E) faz parte de um

complexo proteico relacionado com regulacio da migracio celular®’’

e, consequentemente,
invasio e agressividade em tumores de mama®’® e c6lon®’. O silenciamento de ELAVLI
aumenta a expressao da isoforma menor através da inser¢ao de um exon com um stop cédon
prematuro, possivelmente modulando a interacdo com o complexo CTLH e propriedades
invasivas tumorais.

Por fim, observamos as alteracOes relacionadas a GLS (Figura 29). Confirmamos a
interacdo de HuR com o pré-mRNA de GLS nos experimentos de RIP-Seq (Tabela 9), nos dois
introns justapostos ao exon exclusivo de GAC. Quando do silenciamento de ELAVLI, ocorreu
o aumento do exon exclusivo de GAC (15) e reducao dos exons de KGA (17,18 e 19) (Figura
29A). O fold-change direto em escala linear é de 1,3 para o exon exclusivo de GAC (15) € 0,3
para o ultimo exon de KGA (19).

Com o intuito de confirmar o sitio de interacdo de HuR com o pré-mRNA de
glutaminase, foi empregada a técnica de PAR-CLIP-Seq (Photoactivatable Ribonucleoside-
Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) com dados disponiveis publicamente da
imunoprecipitacdo de HuR. A técnica permite a detec¢do de sitios especificos de interacao
proteina-RNA ao se basear na suplementacdo do meio de cultivo celular com andlogos de
nucleotideos fotoreativos. A irradiacdo de células com UV permite o crosslink da proteina ao
RNA contendo o residuo modificado na regido do contato. Apds a imunoprecipitacdo da
proteina, isola-se 0 RNA crossligado, realiza-se a sintese de cDNA e o sequenciamento do
mesmo. Regides de contato que incorporaram o nucleotideo fotoreativo podem ser detectados

pela inser¢do de uma mutagio na posi¢io®’>”.

Trés conjuntos de dados foram obtidos da literatura. Lebedeva et al”®

, previamente
mencionado, realizou o PAR-CLIP-Seq com dois diferentes nucleotideos anédlogos (6SG e
4SU) e em dois tipos de meio de cultivo para o 4SU, andlogo mais usual. Mukherjee et al’’
realizou andlises de PAR-CLIP-Seq e RIP-Chip, além de transcriptomica, para avaliar sitios de
ligacdo de HuR de maneira global. Neste processo, os autores identificaram sitios de ligacao de
HuR em introns e confirmaram a sua atividade frente splicing alternativo, sendo glutaminase

identificada como alvo em sua anélise. Kishore et al'*®

, em uma publica¢do de objetivo mais
técnico, comparam a utilizag¢ao de distintas enzimas para a degradacdo do RNA fora do sitio de
interacdo, como MNase e T1 RNase, em alguns modos de digestdo. Dado que seu objetivo ndo
era exatamente elucidar a biologia de HuR, limitou-se a avaliacdo de alvos exdnicos, sem

relagdo com splicing alternativo.



105

0.4- = FOR médio > 0.05 G LS

W FDR médio < 0.05, aumentado
BN FDR médio < 0.05, reduzido *92% RNA—Seq

723 4566 7 8 g 10 1 1213 14 15\ 829 "100% | Uso de exon

N I re
19
0.4 16 -1_17 /

*Suporte bootstrap

log, Uso Exon
Diferencial DEXseq
o
I

190.931.800 190.932.600
B I 1 | 1 1 1 1 1 1 1 | 1 '1 1 70 bp
Mukherjee et al| 4SU HN = - E— g?{sﬁgg?gg
— == —
Kishore etaf|4SU MNgggHEKE%T _— - - — - SRR189780
uTmi = = = - - SRR189781 PAR_CLIP
48U T1 = SRR309285
Lebedeva etal[4SU  T1 Vela o — - SRR309286
6SG T1 - E h SRR309287
Intron - . - ’—I[
Bos taurus | T o e - ot
C M Exon i ™ - = it o 08 VISTA
Rattus norvegicusi\ t—m i ~I[ ]
e camm AT R 2
SR onns ; g | Browser
Mus musculus i = 1[
Fer gy ~ AN A A 0
_ T AUUUCUG
Molivos de HuR | Observado 1 E - = g ——
(Mukherijee et al) (mlron 14) - =1 I E—
6SU GA SRR309287 = — — oo =
AUUU UIC '__,."'- = ] = I —
(U7AJUUUA AUUUCUG - e E——
U/C)UUUA e ;
Lo oo e SRRiGorg! e — —— e I e —
_________ - SRR189780 I IEEES—— GG .
Homo sapiensi§ii: §nd " |

Bos tauruskgii:

Rattus norvegicusi- - - -
Mus musculuskf-- -
Xenopus tropicalisa§iE-§:
Danio rerio-----
Callorhinchus milii BEEET

N‘" """"""" AMAIS Provavel,
159 pb zona de exclusdo AG

HURT;’AP;(’-CL.‘P 3 O p b

Figura 29 — Utilizacao diferencial de exons de GLS frente ao silenciamento de ELAVLI e a proposta ligacao
ao intron 14

(A, superior) Gréafico de exon de GLS, mostrando o aumento da expressdo de 15 e a repressdo de 16 (ndo-
significativa), 17, 18 e 19. O tamanho da barra representativa do exon estd proporcional a redu¢do do FDR (média
entre todos as reamostragens). Valores do eixo y representam a abundancia diferencial pela métrica de DEXSeq.
Numeros sobre as barras significativas indicam a fracdo das reamostragens que suportaram a diferenca de
expressdo. Exons com cores ultrapassaram o limiar de 31 repeticdes de bootstrap, sendo azuis quando reprimidos
ou vermelhos quando superexpressos. (B) Avaliacdo da presenga de sitios de ligacdo de HuR no intron 14 de
glutaminase (GLS) através de PAR-CLIP-Seq. Barras cinzas representam o posicionamento dos fragmentos
observados em rela¢@o ao intron 14, linhas coloridas nos fragmentos denotam muta¢des do PAR-CLIP-Seq (verdes
sendo as esperadas para 6SG e azuis para 4SU). Posicdes referem-se a montagem GRCh38 do genoma humano.
(C) Griéfico de conservacgdo evolutiva das regides, coloracdo rosa claro denota conservagdo acima de 50% em
relacdo a sequéncia humana, em exons ou introns. Linhas tracejadas verticais isolam a regido de interesse. (D)
Motivos de HuR propostos por Mukherjee et al’’ e o compativel observado na regidio com homologia entre as trés
espécies e com maior acimulo de fragmentos suportando a interacdo. (E) Alinhamento da regido selecionada
através do PAR-CLIP com sequéncias homoélogas de diversos vertebrados e guiada pela andlise VISTA. Cores
indicam conservacdo do nucleotideo nas sequéncias avaliadas. Blocos acima representam os fragmentos do PAR-
CLIP e as mutagdes (em azul). Destacados ao redor das sequéncias indicam possiveis sitios de ligacdo; em verde,
a regido rica em AU mais provdvel de ser o sitio de interagdo de HuR no intron 14 de GLS. (F) Regido de
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branchpoint mais provavel?®° frente a zona de exclusdo de AG?! para mediacfo do splicing alternativo e a distAncia
da regido de ligacdo de HuR para o mesmo.

Ap0s a andlise destes conjuntos de dados, observamos nos fragmentos sequenciados
alinhados ao intron 14 as muta¢des diagndsticas do crosslink em experimentos de PAR-CLIP-
Seq, de forma mais evidente nos dados de Lebedeva et al®® com a utilizacdo de 6SG. (Figura
29B). A regido de ligag@o se mostra conservada entre os genomas de mamiferos disponiveis na
plataforma VISTA, mais um elemento indicativo de possivel importancia regulatoria (Figura
29C). No conjunto de fragmentos (especialmente suportado pelos dados de Lebedeva et al’®),
encontramos um dos motivos de ligagdo propostos para HuR (Figura 29D), especialmente com
a observacdo da troca de G para A esperada na presenca de 6SU (ocorrendo justaposta ao
motivo). A informacgdo estrutural disponivel aponta 11 nucleotideos participando diretamente
da intera¢do com os dois primeiros dominios de ligacdo A RNA de HuR®, o que deixa claro o
motivo de ligacdo como um core da sequéncia, sendo flanqueada por sequéncias menos

conservadas mas que participam da interacao.

Quando comparada as demais sequéncias de vertebrados homoélogas ao intron 14
de glutaminase (Figura 29E), o sitio hipotético de ligacdo demonstra conservacao
especialmente das bases timina (que sdo transcritos em uracila no RNA e estdo diretamente
relacionados com a ligacio de HuR, segundo os motivos estimados na literatura?).
Localizando espacialmente este sitio em relagdo as estruturas de splicing alternativo, o sitio de
ligacdo de HuR proposto estd 159 pares de bases distante da sequéncia predita®®® de branchpoint
—na qual a por¢ao 5’ clivada do intron estabelece uma ligaciao covalente, prévia a clivagem da

283 Desta maneira, concluimos que HuR interage com o

porcdo 3’ e ligagdo entre os dois exons
intron 14 de GLS, mas ndo em regido diretamente ligada ao splicing, com mecanismo nao

relacionado a uma uma simples oclusio fisica do sitio de branching.

Tabela 9 — Nivel de significincia dos elementos relacionados com splicing afetados por HuR do gene GLS
Dado Elemento Bootstrap (%) p-value FDR

Intron 14 NA 0,011408 0,038609
RIP-Seq

Intron 15 NA 1,18E-22 1,41E-20

Exon 15 92,2 0,010431

Exon 16 45,1 0,100961
RNA-Seq Exon 17 82,4 0,030563

Exon 18 94,1 0,013694

Exon 19 100 1,92E-14

NOTA: Dados de RIP-Seq referentes a linhagem GM12878. NA: Nao-aplicdvel. Para RNA-Seq, FDR médio entre
todas as pseudoreplicatas.
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4.3 HISTORIA EVOLUTIVA DOS GENES GLS E GLS2

Com o interesse de avaliar o surgimento evolutivo do exon 15 e, consequentemente,
da isoforma GAC originada por splicing alternativo, buscamos a possivel origem do evento de
translocacdo deste exon para a regido onde ele € encontrado em vertebrados. Reconstruimos a
estrutura exonica da glutaminase metazodria (Figura 30A) utilizando como estratégia de busca
dos genes no filo Chordata utilizando a sequéncia das proteinas codificadas pelos genes GLS e
GLS2. Em um segundo momento, apenas a regido correspondente ao exon 14 (dltimo comum
a ambas isoformas) e do exon 15 (exclusivo de GAC) foi utilizada para a busca de elementos
homologos nos genes identificados.

Na base evolutiva dos cordados, Ciona intestinalis'® apresenta apenas uma
sequéncia similar a GLS/GLS2 contendo 12 exons, distribuicdo completamente distinta da
atual, e o exon 14 (dltimo comum a KGA e GAC) presente na regido interna de outro exon.
Desta maneira, esta sequéncia ndo aparenta gerar troca de isoformas por splicing alternativo.

O cefalocordado anfioxo (Branchiostoma ﬂoridael%), por sua vez, apresenta uma
re-organizacao estrutural génica abrupta, compactando o gene para apenas dois exons. Tal

evento nio envolveu apenas exon shuffling, comum na evolucdo dos eucariotos>8+286,

mas
também uma reestruturacao intronica completa. Entretanto, a partir de entdo, ja comecamos a
detectar caracteristicas homdlogas e permanentes, como a juncdo de splicing da regidao
homdloga ao exon 14 — grosseiramente — ao final do dominio catalitico, evento comum
evolutivamente?®®. Na regido a jusante da mesma ndo fora observada homologia ao exon
exclusivo de GAC.

O animal modelo de Hyperoartia, a lampreia-Marinha (Petromyzon marinus'*®),
tem o genoma extremamente incompleto, a ponto de ndo incluir o gene GLS completo em
nenhum dos contigs ou scaffolds disponiveis. Entretanto, buscando individualmente os exons
através de Reciprocal BLAST Best Hits (RBBH!??) foi possivel identificar dois fragmentos com
homologia a glutaminase, nenhum dos mesmos contendo homologia ao exon 15, mas mantendo
o padrdo de exons-introns de cefalocordados e sem homologia completa entre 0s mesmos,
denotando a duplicagdo génica de GLS em o que atualmente designamos GLS e GLS2.

Os peixes cartilaginosos, representados pelo tubardo-elefante (Callorhinchus
milii'®"), sdo os primeiros a possuir o exon diferencial a GAC (mesmo que nio identificado na
sua anotacdo gendmica original) e, provavelmente, a regulacdo por splicing alternativo do gene.

Para os 6sseos, representados pelo peixe-zebra (Danio rerio'*®), diversos eventos de duplicacdo

ocorreram, mas se mostram como uma autapomorfia do grupo, dado que ndo foram mantidos
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no clado irmdo. As 5 cOpias observadas sugerem a duplicacdo de GLS e GLS2, além de uma
cOpia ndo completamente homodloga, mas similar a GLS2, dado a auséncia do exon exclusivo

de GAC.
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Figura 30 — Historia evolutiva proposta para a glutaminase metazoaria.

(A) Representacdo filogenética da histéria evolutiva do gene GLS, com os eventos de exon shuffling e o surgimento
o exon 15 (retangulos azuis) e, consequentemente, do intron 14 (linhas bordd) e 15, usando a numera¢do humana
como referéncia. Barras verticais vermelhas denotam a duplicagdo autapomorfica de cada um dos genes de
glutaminase em Danio rerio (Actinopterygii). Pontilhado em Petromyzon marinus (Hyperoartia) indica a
incompleta sequéncia do gene disponivel em contigs gerados pelo sequenciamento do genoma do organismo. (B)
Busca por elementos retrotransponiveis na regido gendémica que compreende o exon 15 e os introns 14 e 15 da
glutaminase humana usando a ferramenta Transpogene®®’. As imagens utilizadas, créditos e respectivos direitos
de uso sdo: Darwin, por Chandler B. Bleach, em dominio ptblico; sapo, por VxD, em CC-BY-SA-2.5; peixe-
zebra, por DataBase Center for Life Science, em CC-BY-4.0; peixe-elefante, por George Raper, em dominio
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publico; lampreia, por F. Barthélemy, em CC-BY-SA-3.0; anfioxo, por V. Gewin, em CC-BY-SA-3.0 e
urocordado, por Wellcome Library, CC-BY-4.0.

Para o representante anfibio, Xenopus tropicalis199, observamos uma estrutura
génica similar a humana, com uma tnica cépia de GLS e GLS2, sendo o segundo compactado
em uma regido gendmica menor e o primeiro espalhado em um locus com mais quilobases. Nos

humanos20%-201

, a estrutura é a mesma observada em anfibios, apenas com um tamanho de
sequéncia final reduzido.

Diversos elementos transponiveis, como Alu e L2 (Figura 30B) foram observados
na regido do intron 15 da GLS humana, sugerindo que a inser¢do do exon de GAC foi
consequéncia de um evento de retrotransposi¢ao que gerou uma “exonizagdo’ de sequéncia nao
codificante®®. Entretanto, buscas por blastn'®® dentro do genoma humano foram incapazes de
apontar uma possivel origem do exon 15. Cabe ressaltar que as observacdes evolutivas aqui
observadas foram publicadas no trabalho do Anexo 2%

Por fim, avaliando a regiio do intron 14 no projeto 1000genomes>*’, apenas trés
variantes sdo detectadas nesta regido: rs534382779 (A para G), rs753576052 (A para G) e
rs545013471 (C para A). As variantes sdo encontradas em frequéncia alélica diminuta, sempre

em apenas uma tnica observacao, ndo evidenciando nenhuma clara relacdo com algum fenétipo

e frustrando andlises posteriores de correlagdo.

44 AVALIACAO EXPERIMENTAL DA RELACAO ENTRE HUR E A EXPRESSAO
DAS ISOFORMAS DE GLUTAMINASE

4.4.1 Consequéncias da modulacdo da expressdao de ELAVLI nos niveis de GAC e KGA em

linhagens celulares de cancer de mama

Duas construgdes foram geradas para a expressio de ELAVLI: selvagem
(denominada HuR.WT) ou com a delecdo da sequéncia de translocacao nicleo-citoplasma
(denominada HuR.AHNS), conhecida por ndo estar envolvida diretamente na interagdo com o
RNA® (Figura 31A). A construgdo com delecdo da regido HNS, reguladora da localizacio

niicleo-citoplasma®’

, foi empregada de maneira a distribuir a proteina entre os dois
compartimentos € melhor observar os efeitos citoplasmaticos de sua acdo como estabilizadora

de mRNA.
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Figura 31 — Expressao ectopica de ELAVLI e alteracdes observadas sobre o nivel proteico e de mRNA das
isoformas de glutaminase
(A) Esquema com a regiao de controle nicleo-citoplasma deletada. (B) Microscopia confocal de fluorescéncia de
células transduzidas e selecionadas com a expressdao de ELAVLI (WT ou AHNS) fusionada a proteina fluorescente
monomérica kusabira-orange?2. Barra de escala de 10 um. (C) Western blot ap6s expressdo transiente de HuR
ELAVLI (WT ou AHNS) em células HEK293T. Setas em HuR indicam o tamanho esperado para cada construgao.
Western blot ap6s transdugao viral e selecdo de pool celular expressando HuR (WT ou AHNS) em célula BT549
(D) ou MDA-MB-231 (E). Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. (F) PCR quantitativa da
célula MDA-MB-231 apos a expressao de HuR (WT ou AHNS). Barras representam erro padrdo da média de
triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparagdo de médias entre os valores de ACt.
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Primeiramente, confirmamos em BT549, com a expressdo de fusdes fluorescentes
de HuR, que as proteinas estavam se localizando nos compartimentos esperados, com HuR.WT
majoritariamente no nicleo e HuR.AHNS distribuido pelo nicleo e pelo citoplasma (Figura
31B). Expressamos entdo ELAVLI (HuR.WT ou HuR.AHNS) ectopicamente ¢ de maneira
transiente em células HEK293T. Apesar do sucesso na expressao das proteinas (Figura 31C),
ndo observamos notada alteracdo nos niveis proteicos de GAC e KGA (uma ligeira diminui¢ao
em KGA). Curiosamente, observamos reducdo da expressdo da isoforma endégena apenas
quando da expressdo ectdpica desta construcao deletada para a regido de translado, o que era
esperado em ambas dado o feedback regulatério negativo de HuR sobre ela prépria®®.

Testamos entdo um sistema estdvel de expressao nas linhagens de cancer de mama
BT549 e MDA-MB-231, obtido através de transducdo viral. Na célula BT549, a expressao de
HuR.WT e HuR.AHNS causou um ligeiro aumento em ambas as isoformas (Figura 31D), mais
saliente para GAC na presenca de HuR.WT ectépica. Em linhas gerais, os mesmos efeitos
foram observados em MDA-MB-231 (Figura 31E).

Apesar de HUR.WT nao ter sido observada por western blot em MDA-MB-231,
observamos um aumento de 30-75 vezes nos niveis do transcrito de ELAVLI em células
expressando a construcdo selvagem, confirmando a expressao ectopica da mesma (Figura 31F).
Os resultados de qPCR mostraram também que, quando na presenca de HuR.WT e HuR.AHNS,
houve aumento do mRNA de KGA e ndo alteracdo a diminui¢@o do nivel de GAC (Figura 31F).
A ndo alteracdo no nivel de mRNA de GAC, apesar de verificarmos aumento no nivel da
proteina, pode implicar um papel de HuR em algum mecanismo de regulacdo pds-transcricional
relacionado com modulacdo da tradu¢io do mRNAZ!!,

Uma vez observado que a expressao ectopica de ELAVLI levava a alteragdo nos
niveis das isoformas, fizemos seu silenciamento nas células. Em HEK293T, o silenciamento de
ELAVLI levou a redugdo dos niveis da isoforma KGA (Figura 32A). Seis linhagens de cancer
de mama (SKBR3, BT549, MDA-MB-231, MDA-MB-157 e HCC38) foram entdo avaliadas
apos o silenciamento estavel gerado pela transdug@o com o sistema viral pLKO. Inicialmente,
verificamos que houve diminui¢cdo no nivel de HuR (Figura 32B), como esperado. Nas seis
linhagens avaliadas, o silenciamento de ELAVLI foi acompanhado da diminuicao de KGA, e
em SKBR3 e MDA-MB-157 foi observado concomitante aumento de GAC (Figura 32B). Para
os niveis de mRNA de BT549, confirmamos uma reducdo de 7 vezes em ELAVLI acompanhada

de uma reducdo de KGA e aumento de GAC (Figura 32C) — sem impacto nos niveis globais de
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GLS ou de seu pardlogo, GLS2. Tais resultados corroboram o papel de HuR no splicing

alternativo e troca de isoformas de GLS.
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Figura 32 — Consequéncias do silenciamento de ELAVLI sobre o nivel proteico e de mRNA das isoformas
de glutaminase

(A) Western blot ap6s silenciamento transiente de ELAVLI utilizando células HEK293T. (B) Western blot apds
silenciamento constitutivo de ELAVLI utilizando pools celulares transduzidos com o sistema pLKO-shHuR ou
controle. Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular e a banda com o peso molecular esperado
para HuR. (C) PCR quantitativa da célula BT549 apés o silenciamento constitutivo de ELAVLI. Barras

representam erro padrdo da média de triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparagdo de médias
entre os valores de ACt.

Por fim, um sistema de silenciamento induzivel (tet-pLKO) foi utilizado para
avaliar os efeitos de HuR sobre GAC e KGA. Doses de 50, 100 e 200 ng/mL de hiclato de
doxiciclina (mais estdvel que a molécula original de uso com o sistema, tetraciclina) foram
avaliadas. Verificamos que 50 ng/mL ja foi suficiente ndo sé para silenciar a expressao de HuR,

mas também para impactar nos niveis de KGA (Figura 33).
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De posse deste sistema, avaliamos o efeito do silenciamento de ELAVL]I utilizando

uma segunda sequéncia de shRNA almejando a regido 3’UTR do transcrito de ELAVLI. A
eficdcia do silenciamento de ELAVLI com a sequéncia original (shHuR) foi observada nas
células BT549, MDA-MB-231 e uma linhagem nao testada anteriormente, Hs578t, resultando
na reduc@o dos niveis de KGA em todas e aumento dos niveis de GAC nas duas primeiras
(Figura 34). Quando da utiliza¢do da sequéncia alternativa, shHuRII, o silenciamento de HuR
foi observado nas trés linhagens apds a adi¢do de doxiciclina, concomitante a reducao dos niveis

de KGA e aumento dos niveis de GAC.
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Figura 34 — Consequéncias do silenciamento de ELAVLI em sistema induzivel sobre o nivel proteico das
isoformas de glutaminase

(A) Western blot de células BT549, MDA-MB-231 e Hs578t transduzidas com o sistema tet-pLKO-shHuR ap6s
a inducdo do silenciamento de ELAVLI com doxiciclina. (B) Western blot das células BT549, MDA-MB-231 e
Hs578t apds a indugdo do silenciamento de ELAVLI com doxiciclina com sequéncia de shRNA alternativa (shHuR
II). Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. Seta em HuR indica a banda com o peso molecular
esperado.Alta e baixa indicam exposi¢des distintas.

Os niveis de mRNA foram avaliados nas linhagens BT549 (Figura 35A), MDA-
MB-231 (Figura 35B) e Hs578t (Figura 35C) no sistema tet-pLKO. O silenciamento de HuR
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foi observado nas trés linhagens celulares, com reducdes de 5 (BT549), 3,5 (MBA-MB-231) e

2,5 (Hs578t) vezes em relacdo ao nivel basal de expressdo das células, sendo significativo em

todos os cendrios. Os niveis globais de GLS ndo sofreram altera¢do de maneira significativa, tal

qual no sistema constitutivo. Quando observadas as isoformas de maneira independente, KGA

apresentou reducdes significativas nas trés linhagens avaliadas, mas de maneira mais intensa

na célula BT549 (3,3 vezes, contra cerca de 1,3 em MDA-MB-231 e Hs578t). JA4 GAC teve seu

nivel aumentado de forma significativa em MDA-MB-231, mas ndo alterada em BT549 e

Hs578t.
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Figura 35 - Silenciamento de ELAVLI em
sistema induzivel com sequéncia shHuR e o
nivel de mRNA das isoformas de glutaminase
PCR quantitativa utilizando células BT549 (A),
MDA-MB-231 (B) e Hs578t (C) transduzidas
com o sistema tet-pLKO-shHuR apds a inducao
do silenciamento de ELAVLI com doxiciclina.
Barras representam erro padrio da média de
triplicatas técnicas, valores de p originados de

teste-t de comparagdo de médias entre os valores
de ACt.

Utilizando a sequéncia alternativa de shRNA nas linhagens de cancer de mama

BT549 (Figura 36A), MDA-MB-231 (Figura 36B) e Hs578t (Figura 36C), verificamos uma

eficiéncia de silenciamento superior, com reducdo do nivel basal de expressdao de cada célula
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em 6,5 vezes, tendo sido esta sequéncia, de maneira geral, mais eficiente que shHuR. Por razdes
desconhecidas, alteracdes foram vistas no nivel global do mRNA de GLS em MDA-MB-231 e
Hs578t. Enquanto que em BT549 e MDA-MB-231, shHuRII levou a diminui¢do do mRNA
para KGA (cerca de duas vezes), em Hs578t, curiosamente, houve elevacao dos niveis de KGA
(em 1,3 vezes). O nivel do mRNA de GAC, por outro lado, como esperado, aumentou nas 3
linhagens, tendo sido este aumento mais pronunciado em MDA-MB-231 (1,7 vezes) e Hs578t

(2,1 vezes) do que em BT549 (1,1 vez, ndo significativo).
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Por fim, avaliamos a variagdo dos niveis proteicos de HuR e KGA por
imunomarca¢do dupla nas linhagens BT549 e MDA-MB-231 transduzidas com o sistema
induzivel e expostas a doxiciclina (Figura 37). Como esperado, observou-se uma reducdo

significativa na intensidade média da marcacdo de HuR geral e nuclear em BT549 (Figura 37A,
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superior) e MDA-MB-231 (Figura 37, inferior) quando expostas a doxiciclina. De acordo, o
silenciamento de ELAVLI levou a diminui¢ao no sinal de imunofluorescéncia medido para
KGA (Figura 37C). Especialmente, reduziu-se a marcacgdo citoplasmatica de KGA (Figura 37D,

setas brancas), de forma nao tao evidente na marcagao nuclear.
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Figura 37 — Avaliacdo por imunofluorescéncia do silenciamento de ELAVLI em sistema induzivel e
alteracao em KGA

(A) Gréafico RDI da intensidade de imunomarcagao de HuR por fluorescéncia com ou sem adi¢do de doxiciclina.
(B) Griéfico RDI da fragdo de intensidade de fluorescéncia identificada na regido determinada como ntcleo em
relacdo a regido total da célula com ou sem adicdo de doxiciclina. (C) Gréfico RDI da intensidade de
imunomarcagdo de KGA por fluorescéncia observada com ou sem adigdo de doxiciclina. (D) Imagens
representativas das microscopias. Controle indica a nao adi¢do de anticorpo primdrio. Barras centrais indicam a
mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas
representam a densidade suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estdo individualmente
representados sobre os dados como circulos. Valores de p originados de teste-t de comparagdo de médias. Barras
de escala representam 50um. Setas brancas indicam regides citoplasmaticas com menor marcagao.

Em conclusio, verificamos que a expressdo ectdpica de HuR eleva os niveis de
KGA e, de maneira concordante, o silenciamento de HuR reduz a abundancia da isoforma; a

alteracdo em GAC entretanto € varidvel, tendo sido observado, nos modelos de silenciamento,
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o aumento desta isoforma acompanhado a diminui¢cdo de KGA. A manutencdo de HuR no
citoplasma pelo uso da constru¢do HuR.AHNS, enquanto ndo conclusiva para GAC, aumentou

os niveis de KGA.

4.4.2 Consequéncias da modulacdo da expressdao de ELAVLI nos niveis de GAC e KGA em

linhagens celulares de cancer de prostata

Em prostata, verificamos que o Cox HR para alta expressao de ELAVLI foi 1,85
(FDR de 0,0366, Tabela 4), mostrando um progndstico negativo para o paciente. Sendo este um
tipo tumoral de grande incidéncia em homens (representando 28,6% dos casos de tumores
masculinos, o mais incidente para este género no Brasil?*!) e para o qual possuiamos linhagens
celulares no laboratdrio, avaliamos a importancia de HuR para a escolha das isoformas de GLS
no mesmo. Assim, a linhagem celular de cancer de prdstata DU-145 foi transduzida com o
sistema de silenciamento constitutivo pLKO shHuR (Figura 38). No caso, foi utilizada a

sequéncia-alvo presente a porcao de sua regido codificante (CDS, designada shHuR).
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Figura 38 — Efeito do silenciamento de ELAVLI sobre o nivel de mRNA e proteina das isoformas de
glutaminase na linhagem de cincer de prostata DU-145

(A) Western blot ap6s silenciamento constitutivo de ELAVLI utilizando pools celulares transduzidos com o sistema
pLKO-shHuR ou controle. Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. (B) PCR quantitativa de
DU-145 apés o silenciamento constitutivo de HuR. Barras representam erro padrdao da média de duplicatas ou
triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparagdo de médias entre os valores de ACt.

Verificamos que, em relacdo as células controle (expressando shGFP), houve

diminui¢do da banda proteica de HuR (Figura 38A), confirmado pelo qPCR (Figura 38B,
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diminui¢do de 11,2 vezes). O silenciamento de ELAVLI reduziu os niveis proteicos de KGA,
com aumento dos niveis de GAC (Figura 38A), o que foi corroborado por qPCR (Figura 38B).

Desta maneira, confirma-se em um segundo tipo tumoral o papel de HuR no
controle das isoformas de GLS, reforcando sua acdo em outros tecidos e potencial importancia

global neste processo.

4.4.3 Efeitos da modificacao dos niveis de HuR sobre a estabilidade do mRNA das isoformas

de glutaminase

Conforme colocado na Introdu¢dao, HuR age no metabolismo de RNA tanto no
processo de splicing sobre pré-mRNA, quanto na estabilidade de mRNA, pela sua interagcdo
com a regido 3"UTR dos mesmos. Com o intuito de observar a regulacdo das isoformas de
glutaminase mediada pela interacdo de HuR com suas respectivas 3’UTR, foram construidos
sistemas reporteres baseados na familia de vetores psiCHECK?2. Basicamente, como ilustra o
esquema (Figura 39A), o sistema consiste na expressao, sob o controle de um promotor do virus
vacuolante simio 40 (SV40), da sequéncia codificante humanizada da luciferase derivada de
rim-do-mar (Renilla reniformis), seguida da 3’UTR das isoformas KGA ou GAC. Para
normalizar distintas eficiéncias de transfec¢do entre as células avaliadas o mesmo vetor
expressa, sob o controle do promotor da timidina cinase do virus do herpes simples (TK),
sequéncia codificante humanizada da luciferase derivada de vagalume (do inglés, firefly, sendo

)292

derivada de Photinus pyralis)”-. As duas enzimas filogeneticamente distantes utilizam

substratos distintos, luciferina e coelenterazina, o que permite a deteccao da atividade das duas
enzimas em um mesmo experimento?*>,

Em células HEK293T co-transfectadas com o vetor repérter para a 3’UTR de GAC
e vetores para expressao (de HuR.WT ou o mutante delecional HuR.AHNS) verificamos que a
expressao de HUR.WT (mas ndo de HuR.AHNS) levou a reducdo da proporcdo de sinal de
Renillal/Firefly (Figura 39B, esquerda). Para o vetor reporter com a 3’UTR de KGA, HUR.WT
e HuR.AHNS levaram a um aumento na razdo Renilla/Firefly (Figura 39B). A transfec¢do do
vetor reporter em MDA-MB-231 e PC-3 estavelmente expressando HuR.WT também levou a
diminuicdo (p = 0,0018 e 0,0894, respectivamente, significativa apenas para MDA-MB-231)
na razao Renilla/Firefly gerada pelo mRNA contendo a 3’'UTR de GAC (Figura 39C),

confirmando os achados em HEK293T (Figura 39B, esquerda). O mesmo nao foi avaliado para

a 3’UTR de KGA em MDA-MB-231 e PC-3.
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Figura 39 — Mensuracao da estabilidade conferida por HuR via porc¢ées nao traduzidas terminais do mRNA
das isoformas de glutaminase

(A) Esquema representativo dos plasmideos gerados para a avaliagdo da estabilidade conferida pelo 3'UTR do
mRNA de KGA ou GAC. Promotor SV40 coordena a expressdo de mRNA codificando luciferase derivada de
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Rim-do-mar (Renilla) contendo um 3'UTR curto (quadrado pequeno cinza) (controle), ou 3°UTR de GAC
(retdngulo verde) ou KGA (retingulo vermelho). Concomitantemente, promotor minimo expressa luciferase
derivada de vagalume (Firefly) com o intuito de normalizacdo de transfeccdo. Aumentos na razdo da expressdo
Renilla | Firefly implicam em aumento da estabilidade ou da tradu¢do do mRNA. (B) Avaliacdo dos efeitos da
expressdo ectépica de ELAVLI na estabilidade/tradu¢cdo mediada pelo 3'UTR de GAC e KGA na célula HEK293T.
(C) Avaliag@o dos efeitos da expressdo ectdpica de ELAVLI na estabilidade mediada pelo 3'UTR de GAC nas
células PC-3 e MDA-MB-231. Avaliacdo dos efeitos do silenciamento de ELAVLI na estabilidade mediada pelo
3'UTR de GAC e KGA na célula HEK293T (D), e BT549 (E). (F) Experimento de decaimento do mRNA de GAC
(esquerda) ou KGA (direita) com inibi¢do da tradugdo por actinomicina D em células PC-3. Valores préximos as
curvas indicam inclinac@o das regressdes lineares e o ajuste de r2. Para graficos de barras, as mesmas representam
a média dos valores obtidos, barras de erro representam o erro padrao da média e as réplicas experimentais estao
indicadas sobre o grafico como pontos individuais. Valores de p originados de andlise de variancia seguida de um
teste de Tukey para as médias em cendrios com mais de dois grupos ou teste-t para comparagdes bindrias.

Avaliamos também o efeito do knock down de ELAVLI sobre o vetor reporter. Em
HEK293T, a supressdao de HuR diminuiu a razdo Renilla/Firefly gerada pelo mRNA contendo
a 3’UTR tanto de GAC quanto de KGA (Figura 39D). A coeréncia com a superexpressio se
deu apenas em KGA (Figura 39B), mas nao GAC. Tal observacao aponta para potenciais outros
fatores regulatorios ndo avaliados nestes experimentos. Em BT549 os resultados se
confirmaram: knock down de ELAVLI diminuiu a razao Renilla/Firefly do mRNA contendo a
3’UTR de GAC e KGA, ndo significativo para a segunda (Figura 39E).

Para confirmarmos os achados, realizamos, em PC-3, ensaio de decaimento do
mRNA endégeno de GAC, ap6s a adi¢ao de actinomicina, um bloqueador da transcri¢do de
RNA. Verificamos que a presencga ectépica de HuR.WT nio afetou a estabilidade do mRNA de
GAC (Figura 39E, esquerda), enquanto que o mesmo aumentou a estabilidade do mRNA de
KGA (Figura 39E, direita). Em células PC-3 expressando ELAVLI, o decaimento do mRNA
endogeno de KGA ndo s6 apresentou reducdo na velocidade (indicada pela reducdo da
inclinacdo da reta, linha escura, Figura 39E, direita), mas como também apresentou um aumento
do —ACt, o que reforca o impacto positivo de HuR sobre este mRNA.

Com o conjunto dos dados, concluimos que, enquanto HuR apresenta um papel
claro no aumento da estabilidade do mRNA de KGA, seu papel sobre 0 mRNA de GAC
mostrou-se de diminui¢do de estabilidade na expressao ou no silenciamento de ELAVLI, sendo
nossos resultados pouco conclusivos. Sendo este processo predominantemente citoplasmatico
e considerando que a forma selvagem de HuR € mais pronunciadamente nuclear (Figura 31B),
€ curioso que a expressio de HuR.AHNS (com maior presenga citoplasmética) ndo tenha

aumentado ainda mais estabilizagdo do mRNA repdrter contendo a 3’'UTR de KGA.
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4.4.4 Efeito regulatério de HuR através do intron 14 de GLS sobre splicing alternativo em um

minigene reporter

Nossos estudos do potencial papel de HuR no splicing alternativo de GLS utilizando
dados de transcriptomica e suas variantes disponiveis em bancos publicos nos levou a avaliar o
papel de HuR na regulacdo do splicing deste gene pela interacdo com o intron 14. Orengo et
al'' desenvolveram um sistema com minigene repérter baseado na alteracdo do quadro de
leitura apds realizacdo de splicing alternativo (Figura 40A). Basicamente, o sistema original
consistia em um promotor do citomegalovirus (CMV) dirigindo a expressao de gene formado
por trés exons e dois introns. O primeiro exon conta com um inicio de transcri¢do e também o
inicio de traduc¢do da proteina, sendo que seu sitio de doacao de splicing “entrega” o quadro de
leitura com o primeiro nucleotideo da trinca preenchido. Ocorrem os eventos de splicing que
podem gerar dois transcritos: com ou sem a presenca do exon 2. A inser¢do do exon 2 implica
em modificacdo da “entrega” de posi¢ao do quadro de leitura para o préximo exon do primeiro
para o segundo nucleotideo. No terceiro exon, mais longo, temos a presenca da regido
codificante para duas proteinas fluorescentes, DsRed e eGFP, mas fora de quadro de leitura
uma em relacao a outra: o quadro de DsRed inicia com uma trinca incompleta comec¢ando pela
segunda posi¢ao e o de eGFP pela terceira.

Assim, quando o exon 2 € inserido, o peptideo final gera fluorescéncia verde
(emissdo a 509nm quando excitado a 489nm), de eGFP; por outro lado, quando o exon 2 esté
ausente € observada fluorescéncia laranja-avermelhada (emissdo a 592nm quando excitada a
557nm) de DsRed. Tal ferramenta pode ser modificada pela alteracdo de seus elementos

293 Assim sendo,

regulatdrios e se aplicar a outros eventos de regulacdo de splicing alternativo
aregido do intron 1 do repdrter foi substituida pelo intron 14 de GLS, avaliando seu efeito sobre
a escolha de inser¢ao ou ndo do exon 2, analogamente a posi¢ao no contexto gendmico original,
quando de escolha similar referente ao exon 15, exclusivo de GAC. Assim sendo, maiores
valores da razdo da intensidade de fluorescéncia eGFP/DsRed simbolizam maior inclusdo do
exon 2 (e consequentemente uma resposta pro-GAC) enquanto que menores valores implicam
em maior pulo (skip) do mesmo (e uma resposta pro-KGA) (Figura 40A).

Verificamos que, em HEK293T, a expressio de HuR.WT leva a uma ligeira
reducdo da mediana da razdo eGFP/DsRed (equivalente a expressar a isoforma KGA, Figura
40B e imagem representativa a direita); como esperado, a expressdo de HuR.AHNS (que

desloca a proteina para maior presenga citoplasmadtica), leva a um aumento da mediana,

indicando maior escolha de GAC. A avaliacdo em PC-3 (feita somente para HuR.WT, Figura
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40D, e imagem representativa a direita) evidenciou o mesmo resultado; em MDA-MB-231

vimos a mesma tendéncia, mas ndo de maneira significativa, tanto para a expressao de HuR. WT

quanto de HuR.AHNS (Figura 40F).
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Figura 40 — Ensaio
mensurando
influéncia do
intron 14 sobre o
splicing
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HuR ectépica
(A) Esquema
representativo  do
sistema reporter
modificado'!. O
minigene é
constituido de 3
exons, sendo o
primeiro separado
do segundo pela
sequéncia do intron
14 de GLS. Na
inser¢do do exon 2
(equivalente a
inser¢do do exon 15
exclusivo a GAQ),
o quadro de leitura é
deixado na segunda
posi¢do da trinca o
que coloca, no
terceiro exon, GFP
em quadro de
leitura, a qual,
quando excitada a
489nm emite em
509nm (verde).
Quando da omissao
do exon 2, o terceiro
exon terd a DsRed
em quadro de
leitura e expressdo
de proteina que
quando excitada em
557nm emite a
592nm (vermelho).
Assim, na razdo

GFP/DsRed, valores superiores indicam maior expressdo equivalente de GAC e valores inferiores maior expressao
equivalente de KGA. (B) Grifico RDI apés expressdo ectdpica transiente de HuR (selvagem, WT, ou deletada
para a sua regido de controle de translado nudcleo-citoplasma, AHNS) em células HEK293T e imagens
representativas. (D) Gréfico de barras apds expressio ectépica de HuR em células PC-3 e imagens representativas.
(F) Gréfico RDI ap6s expressdo ectopica de HuR (selvagem, WT, ou deletada para a sua regido de translado
nicleo-citoplasma, 4HNS) em células MDA-MB-231. Para grificos de barras, as mesmas representam a média
dos valores obtidos, barras de erro representam o erro padrao da média e as réplicas experimentais estdo indicadas
sobre o gréfico. Para graficos RDI barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam
primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; os
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valores das células quantificadas estdo individualmente representados sobre os dados como circulos. Os eixos
foram produzidos em escala logaritmica de base 10 e os valores convertidos para escala linear. P-values originados
de andlise de varidncia seguida de um teste de Tukey para as médias em cendrios com mais de dois grupos ou
teste-t para comparagdes bindrias. Barras de escala representam 10 um.

Avaliamos também o silenciamento transiente do gene de HuR nas células
HEK293T. Verificamos que, como esperado, o silenciamento de ELAVLI levou a um aumento
da razdo eGFP/DsRed, indicando a escolha de GAC por splicing alternativo (Figura 41A). O
mesmo foi observado em linhagens expressando estavelmente o shRNA, SKBR3 e BT549
(neste dltimo as sequéncias shHuR e shHuRIl foram testadas) (Figura 41B e C,

respectivamente).
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Figura 41 — Ensaio mensurando influéncia do intron 14 sobre o splicing alternativo de minigene reporter
sob influéncia do silenciamento de ELAVLI1

Griafico RDI da mensuracdo da razdo GFP/DsRed para o silenciamento transiente de ELAVLI em HEK293T (A),
e estavel em BT549 (B) e SKBR3 (C). Imagem representativa das células HEK293T a direita. Barras centrais
indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas
periféricas representam a densidade suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estdo
individualmente representados sobre os dados como circulos. Os eixos foram produzidos em escala logaritmica de
base 10 e os valores convertidos para escala linear. P-values originados de andlise de varidncia seguida de um teste
de Tukey para as médias em cendrios com mais de dois grupos ou teste-t para comparagdes bindrias. Barras de
escala representam 10 pm.

Avaliamos o papel de HuR no splicing do intron 14 utilizando o sistema induzivel
de expressao de shRNA almejando o gene de HuR. Confirmamos neste sistema que o knock
down de ELAVLI (empregando ambas as sequéncias) levou a aumento da razdo eGFP/DsRed
(GAC/KGA) tanto em BT549 quanto em MDA-MB-231 e Hs578t (Figura 42A, B e C,

respectivamente, imagens representativas a direita).
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induzivel de ELAVLI em célula BT549
(A), MDA-MB-231 (B) e Hs578T (C)
transduzidas com o sistema tet-pLKO-
shHuR (esquerda) ou tet-pLKO-
shHuRII (direita). Imagens
= representativas das células a direita.
Barras centrais indicam a mediana;
limites inferior e superior da caixa
indicam primeiro e terceiro quartis,
respectivamente; linhas  periféricas
representam a densidade suavizada dos
dados; os valores das células
quantificadas estdo individualmente
representados sobre os dados como
circulos. Os eixos foram produzidos em
escala logaritmica de base 10 e os
valores convertidos para escala linear.
P-values originados de andlise de
variancia seguida de um teste de Tukey
para as médias em cendrios com mais de
dois grupos ou teste-t para comparagdes
bindrias. Barras de escala representam
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E curisoso observar que, em BT549 (Figura 42A), claramente ndo observamos uma
distribui¢cdo normal dos valores, mesmo ap6s conversao logaritmica dos mesmos. Observa-se,

por exemplo para o shHuR (Figura 42A), pelo menos trés pontos de aumento da distribui¢io
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(abaixo de 1, entre 1 e 4 e outro entre 4 e 10); assim, por mais que vejamos um deslocamento
da média e mediana para valores superiores (pr6-GAC), nao € possivel a aplicacdo de testes
paramétricos. A justificativa da utilizacdo dos mesmos foi o do tamanho amostral de milhares

124, A parte das

de células, o que enquadra o problema em um caso do teorema do limite centra
opgOes estatisticas, a ndo-parametricidade das distribui¢des refletem a heterogeneidade celular
observada quanto ao splicing alternativo mediado pelo intron 14 indicando o papel de

importancia de HuR, mas nio excluindo outros elementos regulatérios.

4.4.5 Expressdo de KGA endégena com fusdo de mKO?2 através da técnica de CRISPR/Cas9

e utilizacdo do modelo para confirmacao dos efeitos de HuR sobre a isoforma

Utilizamos a ferramenta de modificagdo do genoma CRISPR/Cas9, conforme
esquema representado na Figura 43A, para inserir a sequéncia codificante da proteina
fluorescente mKO2 no C-terminal da isoforma KGA. Uma regido de 100 nucleotideos nas
imediacdes do codon de parada existente no exon 19 de GLS, referente a KGA, foi avaliada
pela ferramenta CRISPRDesign?®>. Encontramos 7 possiveis RNA-guias (sgRNA), sendo que
um deles, coincidentemente, indicou o corte exatamente antes do cédon de parada de KGA. Isto
provavelmente aconteceu porque o cédon Stop (de uma sequéncia TAA) € imediatamente
justaposto por uma sequéncia TGG, passivel de ser um “motivo adjacente ao protoespacador”
(Protospacer Adjacent Motif, PAM, que, para a Cas9 de Streptococcus pyogenes, se define
como NGG**). Quando avaliamos os offtargets em sequéncias codificantes, a predi¢io mais
provavel envolvia 3 mutacdes no sgRNA e uma que descaracterizava o motivo PAM. Para
sequéncias nao-codificantes, a predi¢do mais provdvel envolvia, também, a descaracterizacao
do motivo PAM com duas mutacdes.

Dado que haveria uma quebra de dupla fita na porcao final de KGA, para evitar o
reparo por jungdo de pontas ndo-homologas (NHEJ, Non-Homologous End Joining) e que a
sequéncia-base utilizada para o reparo dirigido por homologia (HDR, Homology Directed
Repair) nao fosse o outro cromossomo, foi desenhado um plasmideo doador de sequéncia
homologa. O cassete criado consiste em mil bases de homologia gendmica a montante do corte
(compreendendo uma porg¢ao do intron 18 e o inicio do exon 19), sequéncia codificante para a
proteina fluorescente monomérica kusabira-orange2 (mKO?2), sequéncia do peptideo de auto-
clivagem 2A do Teschovirus-1 suino (P2A!2*12%) sequéncia codificante do gene BleoR de
Streptoalloteichus hindustanus (conferindo resisténcia ao agente de selecdo Zeocina) e, por fim,

mil bases de homologia gendmica a justante do conte (compreendendo o cédon de parada e
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uma porc¢ao da 3’'UTR de KGA). Assim, células com o genoma positivamente alterado irdo
expressar fluorescéncia laranja fusionada a enzima KGA e proteina que confere resisténcia a
quebra de DNA promovida pela Zeocina®’?*. A proteina que confere resisténcia, vale
ressaltar, é liberada da KGA pela auto-clivagem do P2A, evitando, assim, problemas estruturais
em KGA ou o carregamento da resisténcia para a mitocondria.

Inicialmente, o plasmideo expressdo Cas9 pX330?%°, modificado para conter o
sgRNA e resisténcia a puromicina (removendo a necessidade de co-entrega com plasmideo
carregando agente de selecdo), foi transfectado em células HEK293T. As células tiveram seu
DNA gendmico extraido e a regido do cédon de parada de KGA amplificada por PCR para
ensaio com T7 endonuclease 1 (Figura 43B). Basicamente, quando da mistura de fragmentos
selvagens e com mutacdes € anelado, sequéncias com pareamentos inadequados serdo cortadas
pela T7 endonuclease I, como indicado pela seta. Com o indicio de atividade da sequéncia
sgRNA escolhida, o mesmo vetor foi novamente transfectado, agora com o braco de homologia
construido linearizado, e observada uma banda de maior peso molecular, compativel com a
adicao da cauda construida (Figura 43C).

Para avaliar se modificacdo gerada estava representando a abundancia de KGA
intracelularmente, decidiu-se explorar a relacao entre o acimulo de KGA com o ciclo celular,
como previamente observada®®. A regido designada como KEN-Box (sequéncia de lisina -
acido glutamico — asparagina, situada 11 aminodcidos antes do final de KGA) é marcada pelo
complexo promotor da anafase APC/C-Cdhl, direcionamento a proteina para degradagdo com
o avanco para a fase G2/M do ciclo celular. Colombo® et al mostraram um actimulo dos niveis
de KGA quando as células foram sincronizadas em G1/S. Desta maneira, realizando a
sincronizagdo das células nesta fase, esperariamos que nosso sistema repdrter mimetizasse tal
evento, quando acompanhado pelo nivel proteico total ou por fluorescéncia.

A sincronizacdo das células foi realizada pelo método do bloqueio duplo de
timidina®*®, que atua inibindo a sintese de DNA (com o excesso de timidina bloqueando a via
de sintese de desoxirribonucleotideos) e realizando uma sincronia preliminar em diversos
estdgios da fase de sintese, seguido por uma liberagdo (permitindo a conclusdo da sintese pelas
células em diversas etapas) e um novo bloqueio, sincronizando agora as células em fase G1 ou
S-inicial. Com o intuito de avaliar o a sincronizagdo do ciclo, a intensidade de florescéncia de
DAPI foi utilizada para mensurar a quantidade de DNA?*. O bloqueio (Double thymidine
block, DTB) mostrou uma redugdo de 30,7% para 13% das células em fase G2/M (Figura 43D).
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Figura 43 — Modificacio do genoma de HEK293T utilizando CRISPR/Cas9 para expressio de KGA
endégena com cauda fluorescente e avaliacao dos efeitos do silenciamento e superexpressao de ELAVLI

(A) Esquema da estratégia de modificagdo empregada. Parte superior indica a regido do genoma editada, exon 19 de GLS. Na
porc¢do inferior, o cassete introduzido entre os bragos de homologia no plasmideo doador: proteina fluorescente monomérica
Kusabira-Orange2, peptideo 2A de auto clivagem e gene de resisténcia ao agente de selecdo Zeocina. (B) Ensaio com T7
endonuclease em DNA gendmico de células controle ou transfectadas com o plasmideo contendo o RNA guia e Cas9. Seta
indica regido do fragmento gerado pelo corte. (C) Western blot de células selvagens ou do pool celular selecionado com a
introdugdo do cassete fluorescente. Seta indica banda de maior peso molecular observada em anticorpo que reconhece as duas
isoformas de glutaminase. (D) Avaliacdo da eficdcia na sincroniza¢do do ciclo celular com utilizagdo da mensuragdo da
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fluorescéncia de DAPI?®. Linhas verticais indicam as defini¢des de fases do ciclo celular e porcentagens a fragdo das células
na respectiva etapa. (E) Western blot apds bloqueio duplo de timidina (Double thymidine block, DTB) para sincronizagdo de
ciclo celular em G1/S. Seta indica a banda gerada no knock in. (F) Grafico RDI comparando a fluorescéncia da célula ap6s o
DTB. Imagens representativas do aumento de intensidade de fluorescéncia a direita. (G) Gréfico de dispersdo correlacionando
a quantidade de DNA e a intensidade de fluorescéncia de KGA-mKO?2 da célula. Cores representam a densidade kernel
bidimensional suavizada3?, onde azul claro sio menores aciimulos de pontos e vermelho escuro as maiores concentragdes. (H)
Grafico RDI da fluorescéncia quando na expressdo ectépica de ELAVLI (selvagem, WT, ou deletada para a sua regido de
translado nucleo-citoplasma, AHNS); a direita, imagens representativas. (I) Grafico RDI da fluorescéncia quando no
silenciamento transiente de ELAVLI;a direita, imagens representativas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada
dos dados; os valores das células quantificadas estdo individualmente representados sobre os dados como circulos. P-values
originados de teste-t de compara¢do de médias.

Tal qual esperado, o processo DTB gerou um aumento da banda de altura elevada
gerada com o knock in frente as células nao bloqueadas (Figura 43E), acompanhado de um
aumento na intensidade de fluorescéncia de mKO?2 (Figura 43F, imagem representativa ao
lado). Observando em grafico de dispersdo de correlacdo entre os niveis de KGA-mKO?2 e
DNA, verificamos, no controle, dois centros de massa na distribuicao inicial, em G1 e G2/M;
o procedimento de DTB levou a formagdo de um unico pico em G1/S, havendo uma
concordancia entre o aumento de KGA e acimulo de células nestas fases. Em escala linear, a
diferenca na intensidade de KGA-mKO?2 nas células-controle presentes em GO-1 para as células
na divisa entre G1/S (obtido com DTB) € de cerca de 80% (Figura 43G). O procedimento levou
a um grande aumento em sub-G0, indicando toxicidade.

Validado o sistema, avaliamos o impacto da expressdo transiente de HUR.WT e
HuR.AHNS na intensidade de fluorescéncia de mKO2. A expressio de HuUR.WT e de
HuR.AHNS causou aumento de KGA (Figura 43H, imagem representativa a direita) enquanto
que o knock down de ELAVLI levou a diminuicdo deste sinal (Figura 43I), coerente com a

presenca de HuR relacionando-se positivamente com o nivel proteico de KGA.

4.4.6 Imunoprecipitagdo de RNA seguida de detec¢ao por RT-PCR

Para confirmar a interacdo de HuR com a regiao 3’UTR do mRNA de GAC e KGA,

e no intron 14 do gene GLS foi realizada uma imunoprecipitagdo de HuR seguida da extracao

dos RNAs ligados.
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Figura 44 — Ligacio de HuR na regiao do intron 14 e 3'UTR das isoformas de GLS (KGA e GAC)

(A) Western blot mostrando a imunoprecipitagdo de HuR na presenga do anticorpo de anti-HuR e auséncia de
ligacdo inespecifica detectdavel. (B) Transcricdo Reversa seguiga de amplificacdo por PCR do RNA extraido dos
resultados da imunoprecipitagdo, com amplifica¢do superior no material inicial (Input) e na presenca de anti-HuR
(HuR) utilizando oligonucleotideos para transcrito de ELAVLI, 3’UTR de KGA, 3’UTR de GAC e pré-mRNA de
GLS - naregido do intron 14. (C) Utilizagdo de outros oligonucleotideos para regides definidas do 3’UTR de GAC

(C) ou KGA (D). Esquema superior indica a posi¢do de cada fragmento numerado e seu respectivo resultado de
amplificacdo. Experimento realizado utilizando células de cancer de préstata PC-3.

A proteina HuR enddgena foi imunoprecipitada de PC-3 adequadamente (Figura
44A) e o RNA ligado extraido. Apds transcricdo reversa seguida de PCR, confirmamos a
ligagio de HuR a sua prépria 3°UTR (como jé descrito na literatura!®"), assim como a regido
3’UTR de GAC e KGA (Figura 44B). Ao pré-mRNA de GLS, especificamente na regido do
intron 14, também foi observada interacdo (Figura 44B). Oligonucleotideos para regides
distintas da 3’'UTR de GAC (Figura 44C) ou KGA (Figura 44D) também foram empregados,
apresentando amplificacdo em todas as imunoprecipitacdes de HuR. Conforme j4 apresentado,
ja foram mostrados sitios de ligacdo tedricos e validados por PAR-CLIP-Seq na 3’UTR de

GAC’® (Figura 7) e, como proposto no Item 4.2, no intron 14 de glutaminase (Figura 29).

4.47 Avaliacdo da interacdo in vitro de HuR e o RNA do intron 14 por Fluorescence recovery

after photobleaching (FRAP)

Para a confirmacdo in vitro da interagdo direta entre a proteina HuR com a
sequéncia do intron 14 de glutaminase realizamos a expressao heter6loga em sistema procarioto
e purificacdo da proteina HuR, bem como a transcri¢cdo in vitro do RNA correspondente ao
intron 14. O sistema de transcricdo in vitro utilizado foi do tipo run-off (Figura 45A): o DNA
molde, origindrio de um plasmideo previamente clivado exatamente no final da regido desejada,
tem a transcri¢do iniciada pela T7 RNA Polimerase que ird “cair” da fita ao chegar a regido
cortada e liberar o RNA. Aproveitamos a fusdo fluorescente utilizada para acompanhar a
expressdo da proteina em um experimento de FRAP (Fluorescence recovery after

photobleaching, Figura 45B). Basicamente, 0 mesmo consiste na avaliacdo da capacidade de
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difusdo de uma molécula em uma solucdo: apds quantificar a fluorescéncia inicial em um
volume de liquido, todos os fluoréforos da regido sdo “queimados”, em nosso caso, com um
laser bombeado a diodo de estado s6lido (DPSS) de 561 nm até a extin¢ao da fluorescéncia das
particulas. Durante o tempo de recuperag¢ao (com a fluorescéncia acompanhada), as moléculas
“queimadas” — por movimento de difusdo — irdo sair do volume focal, sendo substituidas por
moléculas com fluorescéncia. A velocidade de difusdo, diminuida para moléculas maiores

(como complexos RNA:Proteifna), pode ser averiguada pelo tempo de recomposi¢do de metade

da fluorescéncia (t12)*'>%.
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Figura 45 — Avaliacao da interacdo de HuR e o intron 14 de GLS in vitro

(A) Representagdo esquematica do preparo das constru¢des para a transcri¢do in vitro, evidenciando a clivagem
com BamHI ao final dos fragmentos de interesse. (B) Representacdo esquemadtica do experimento de FRAP: A
situacdo inicial (tp) indica a livre mobilidade do fluoréforo avaliado, que é queimado com laser DPSS 561nm,
gerando uma zona sem fluorescéncia (Bleachpoint); ap6s um tempo, hd um processo de redistribuicdo das
moléculas (Recuperag@o) o qual culmina no novo platé de fluorescéncia final (tr). (C) Clivagem do molde de Intron
14 para transcri¢do run-off. (D) Transcrigdo in vitro (IVT) utilizando T7 RNA Polimerase para o controle (P GEM
Express) e para Intron 14 indicando o DNA inicial (Input), o resultado total da transcri¢do (IVT), o resultado da
degradac¢do do molde através do tratamento com DNase (IVT + DNase) e o proveniente da purificagdo final
(Purificacdo). Seta indica a banda do tamanho esperado para a constru¢do 6xHis-mKO2-HuR.WT. (E) Avalia¢ao
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por SDS-PAGE da cromatografia de afinidade realizada, indicando a presenga de banda de cerca de 70 kDa na
fracdo da eluicdo (seta preta). WCL: whole cell lysate; Insolivel: ressuspensdo do pellet apds ultracentrifugacao
em tampdo de corrida; Soldvel: quantidade de proteina remanescente diluida no sobrenadante da
ultracentrifugacdo; Flow: remanescente ndo-ligado na coluna de purificagdo por afinidade a cobalto; Wash:
lavagens da coluna; Wash (+Na™): lavagem com adi¢do de 500 mmol/L de NaCl; Eluicdo: Proteina obtida apés a
adi¢@o de imidazol. (F) Avaliagdo por SDS-PAGE da cromatografia de troca idnica realizada com o eluido da
afinidade em suas diversas fracdes. (G) Avaliagdo por SDS-PAGE da cromatrografia de gel filtracdo com as
fragdes concentradas do passo anterior. Em ambos os casos (F e G), nimeros representam eluicdes de 1 mL e
caixas tracejadas as fragdes coletadas e utilizadas no préximo passo cromatografico. (H) Avaliacdo por FRAP do
percentual de fluorescéncia apds o bleach em fungdo do tempo, o ajuste da curva e a meia-vida de recuperacao
(ti2, linhas verticais) do RNA Controle (curvas verdes) e do RNA do Intron 14 (cuvas vermelhas). Regidao sem
valores marcada em cinza representa o ponto de bleach no qual ndo € avaliada a fluorescéncia e a fung¢do dentro
da caixa o formato de exponencial escolhido para o ajuste com o pacote nls do R.

O RNA do intron 14 foi produzido através de transcri¢ao run-off utilizando como
molde o vetor pGEM-T Intron 14 clivado com BamHI (Figura 45C). Tanto a produc¢do do
controle de ligagdo inespecifica quanto do Intron 14 apresentaram sucesso (Figura 45D), tendo
o processo de degradacdo do DNA molde e purificacao ocorrendo adequadamente. Acredita-se
que as bandas duplas observadas (nfo reproduzidas em outras preparacdes), sejam ocasionadas
por estrutura secunddria ndo-desnaturada do RNA. A constru¢dao 6xHis-mKO2-HuR.WT foi
expressa e purificada por afinidade a cobalto (Figura 45E) devido a cauda de histidinas,
realizada uma troca i0nica para remocao de acidos nucléicos contaminantes (Figura 45F) e
filtrada em gel para um polimento final da purificacdo (Figura 45G), e remog¢ao de fragmentos
de menor peso molecular em relacdo ao esperado (~70kDa) — resultantes de contaminagdo
remanescente ou degradacio da proteina.

De posse da proteina purificada e do RNA relativo ao controle e ao intron 14, o
experimento de FRAP foi realizado (Figura 45H). Observando-se as curvas de recuperagao,
ocorreu um deslocamento do tempo de meia vida de recuperacdo do controle (curvas verdes)
para o intron 14 (linhas vermelhas) em 970 milisegundos ao utilizarmos uma propor¢ao
equimolar de intron e proteina. Tal resultado indica que o intron 14 interage diretamente com a
proteina HuR, dada a reduzida mobilidade da mesma em solucdo quando na presenca do RNA

transcrito pelo intron.

4.5 FENOTIPOS PROLIFERATIVOS, MIGRATORIOS E INVASIVOS DE CELULAS
DE CANCER DE MAMA ALTERADOS PELOS NIVEIS DE EXPRESSAO DE
ELAVLI

Tanto HuR quanto GLS j4 foram relacionados aos processos de crescimento e

invasdo celular. Em cancer de mama, por exemplo, o silenciamento direto de ELAVLI reduziu
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393 ¢ a sua inibi¢do quimica a capacidade migratéria®™, em células MDA-

a capacidade invasiva
MB-231. O silenciamento de GLS, por sua vez, ja foi observado reduzindo a capacidade
proliferativa celular de SKBR3 e MDA-MB-2313% ¢ sensibilizando a dltima a tratamentos

1306

quimioterdpicos, como o taxol’*°. Assim, resolvemos avaliar o impacto HuR sobre a escolha

das isoformas nestes processos tumorais.

4.5.1 Caracterizacdo da expressdao endégena de HuR em um painel de células de cancer de

mama

Utilizando western blot, detectamos a presenca da proteina HuR em um painel de
12 linhagens celulares de cancer de mama (Figura 46A). Para as isoformas de GLS, GAC foi
praticamente ubiqua em todas as linhagens (salvo em MDA-MB-453) e KGA néo foi detectada
em 2 das 12 linhagens (MDA-MB-453 e MDA-MB-468). Quando comparamos a correlagdao
entre a intensidade da marcacdo de HuR com a intensidade da banda referente a isoforma GAC
(Figura 46B) e KGA (Figura 46C), observamos uma correlagdo positiva apenas com a segunda

1soforma, coerente com os resultados in vitro até entdao apresentados.
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A habilidade de invasdo € necessdria a uma célula tumoral para a concretiza¢do do

07

processo metastatico’®’. Para invadir, entretanto, a célula tumoral precisa desenvolver

habilidades de movimento direcional, o que decorre de processos de remodelamento do

citoesqueleto®?-3%

e de degradagdo de matriz extracelular, todos parte do processo de transi¢cao
epitélio-mesénquima®®®, Para mensurar tal evento, diversos marcadores sdo propostos, dentre
eles a formacio de actin stress fibers (fibras de estresse de actina)*!°, que geram a forca contratil

necessdria para a movimentacio celular®!!

. Uma maneira pratica de quantificar este fendtipo se
da pela avaliacdo do citoesqueleto celular por microscopia de alto contetido com a mensuracao
do parametro SER Valley (Spots Edges Ridges — Valley) em marcagdes de faloidina®'?, o qual é
superior na presenca destas formagdes. J4 foi observada uma relacio entre os niveis totais de
HuR e a formacio de actin stress fibers em células MDA-MB-231°" ¢ seu efeito estabilizador

sobre 0 mRNA de actina®"?

. Desta maneira, decidimos avaliar nestas doze linhagens celulares
de cancer de mama, por imunofluorescéncia, os niveis proteicos totais de HuR e o paradmetro
SER Valley.

As intensidades médias de fluorescéncia variaram cerca de 1,5 unidade de logz, com
MDA-MB-453 apresentando (em escala linear) cerca de 3 vezes mais de marcagdo média do
que de HCC1143 (Figura 47A). Quanto a localizacdo nuclear de HuR, todas as células
apresentam, ao menos, cerca de metade da proteina localizada em seu nicleo, com o extremo
sendo de MDA-MB-453 alcangcando 80% de concentracio nuclear (20% de fracdo
citoplasmatica, Figura 47B), justificado pelo diminuto citoplasma da célula que, por mais que
contenha elevada marcacio de HuR, representa pouco do volume celular.

Relacionamos entdo a marcacao média de HuR e actin stress fibers, observando uma
correlacdo positiva (Figura 48A), mais evidenciada na remocdo da célula de pequeno
citoplasma MDA-MB-453 (Figura 48B). Apesar de haver esta correlacio positiva, fica claro
dos dados que em algumas linhagens a alta marcacdo de HuR nao implica em maior marcacao
para actin stress fibers. Para outras, entretanto, esta relacdo fica claro, como na comparagdao
(Figura 48C) de HCC1143 e BT549 (com menor marcacdo de HuR) e MDA-MB-468 e
HCC1806 (com maior marcagdo de HuR), onde as duas primeiras tem nitidamente menor
formacao de actin stress fibers do que as duas tltimas.

Avaliamos entdo a correlacio entre estes dois parametros célula a célula para cada
linhagem com o interesse de encontrar modelos em que estes parametros se correlacionassem
positivamente. Das células avaliadas, oito apresentaram correlagdes acima de 0,10 entre SER
Valley e a intensidade média de HuR (MDA-MB-453, MDA-MB-436, MDA-MB-468,
HCC1806, HCC38, MDA-MB-231, HCC1143 e BT549), trés apresentaram correlagcdo entre -
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0,10e 0,10 MDA-MB-157, HCC70 e HCC1937) e apenas uma apresentou correlagdo negativa
(Hs578t) (Figura 49).
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HuR
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Figura 47 — Nivel proteico e localizaciao celular de HuR em células de cincer de mama avaliadas por
imunofluorescéncia

Griafico RDI com intensidade média (A) e da frac@o nuclear (B) de HuR nas células de cancer de mama avaliadas.
(C) Imagens representativas das células avaliadas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior
da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada
dos dados; os valores das células quantificadas estdo individualmente representados sobre os dados como circulos.
Barra de escala representa 10 pm.

Para verificar se os niveis proteicos de HuR e sua localizacdo celular poderiam ser

impactados pelo metabolismo de glutamina, avaliou-se os efeitos da remog¢ao de glutamina do
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meio de cultivo por um periodo de 24 horas sobre a intensidade e localizag@o celular de HuR

(Figura 50).
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Figura 48 — Correlacdo entre niveis médios de HuR e localizacio citoplasmatica mensurados por
imunofluorescéncia com parametro SER Valley (actin stress fibers)

Correlacdo entre os niveis de intensidade média de marcacdo fluorescente para HuR e SER Valley, com todas as
12 linhagens (A) e na auséncia de MDA-MB-453 (B). Barras representam desvio padrdo da média, linha de
correlagdo baseada em regressdo linear, correlacdo de Pearson indicada no topo dos gréficos. (C) Imagens
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representativas de células com menor (HCC1143 e BT549) e células com maior (MDA-MB-468 e Hs578t)
marca¢do de HuR e o impacto na formacao de actin stress fibers. Barra de escala representa 10 um.

Das doze linhagens avaliadas, sete apresentaram redugdo dos niveis de HuR quando
da supressdo de glutamina (BT549, MDA-MB-468, HCC38, Hs578t, MDA-MB-157, MDA-
MB-436 e MDA-MB-453) (Figura 50A). Quanto a redistribuicdo nucleo-citoplasma (Figura
50B), das cinco linhagens em que ocorreu alguma alteracdo, HCC1143, HCC1806 e MDA-
MB-231 apresentaram uma menor localizacdo citoplasmitica e BT549 e MDA-MB-468
apresentaram um deslocamento para o citoplasma — sendo também as tnicas a terem os dois

parametros (abundancia e localizac¢do) afetados pela supressao de glutamina.
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Figura 49 — Correlacio entre a abundancia de HuR e formacéo de actin stress fibers em células de cancer
de mama em cultura

Grificos de dispersao correlacionando as intensidades médias da marcagdo de imunofluorescéncia de HuR com o
pardmetro SER Valley de textura de imagem, que representa a formacdo de actin stress fibers, comumente
relacionadas a invasividade e malignidade. Linhas tracejadas representam regressao linear dos pontos. Valores no
canto inferior direito de cada grafico o coeficiente de correlacdo de Pearson. Valores acima de 0.10 estdo em verde
e abaixo de -0.10 em vermelho. Cores dos pontos representam a densidade kernel bidimensional suavizada®,
onde azul claro sdo menores acimulos de pontos e vermelho escuro as maiores concentragdes.

SER Valley (Faloidina - Actin stress fibers)
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Figura 50 — Expressao e localizacdo de HuR em células de cancer de mama desafiadas com a deplecao de
glutamina e avaliadas por imunofluorescéncia

(A) Grafico RDI com intensidade média de HuR em células de cancer de mama cultivadas utilizando soro dialisado
e com a suplementacdo ou ndo de glutamina. (B) Grafico RDI com a localizac¢do celular de HuR nas mesmas
células. (C) Imagens representativas das células avaliadas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade
suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estdo individualmente representados sobre os dados
como circulos. Valores de p originados de andlise de variancia seguida de teste de Tukey, quando indicados em
vermelho representam uma diminuicdo das médias observadas e em verde um aumento.

Como a supressdo de glutamina impactou na localizacdo celular de HuR em BT549,
avaliou-se a distribui¢do da proteina em um ambiente no qual a limitacdo de nutrientes se da de
forma natural, tais como os esferdides celulares. Sabe-se que esferoides celulares com 134 um

de diametro j4 apresentam limitacdes de permeagio ao oxigénio’!* e os de 200 um apresentam
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dificuldade de acesso para diversas moléculas importantes para o metabolismo celular’®.

Obtivemos esferoides de 400 pm de diametro no eixo maior e analisamos cortes dos mesmos
quanto a imunomarcacdo de HuR e KGA. Niao observamos uma maior abundancia ou
localizagdo diferenciais de acordo com a proximidade da borda dos esferoides (Figura 51A),
sendo apenas confirmada uma correlacdo positiva (Pearson = 0,5816) entre a expressao de HuR
e KGA nas diferentes posi¢des do esferoide (Figura 51B, inferior). Também € possivel observar
que HuR se localiza predominantemente no nicleo, entretanto, com presenga citoplasmatica
também observével (Figura 51A, detalhe).

Dadas as caracteristicas de empacotamento das células, inerentes a formacgao das
massas celulares, e falta de marcador citoplasmatico nas anédlises nao foi possivel quantificar a
porcentagem de localizacdo citoplasmdtica de HuR em funcdo da localizacdo da célula.
Concluimos que a abundéncia de HuR correlaciona-se positivamente com a formacao de actin
stress fibers e com a presenca da isoforma KGA — para este dltimo fato, tanto em cultura celular
bidimensional quanto tridimensional. Além disto, a disponibilidade de glutamina no meio de
cultura impacta de maneira variada nos niveis e localizacdo nucleo-citoplasma de diferentes

linhagens celulares de cancer de mama.
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4.5.2 Silenciamento de HuR e o fenétipo obtido em células de cancer de mama

4.5.3 Fenotipo proliferativo

O efeito do silenciamento de ELAVLI sobre a proliferacdo das linhagens BT549,

MDA-MB-231 e Hs578t foi avaliado com os sistemas constitutivo e induzivel. O silenciamento

constitutivo de ELAVLI na célula BT549 levou a uma reducio do crescimento de 50% (shHuR)



140

ou 75% (shHuRII) frente ao controle expressando shRNA para GFP, em uma janela de 96 horas
(Figura 52A).
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Figura 52 —Proliferacio de linhagens de cancer de mama silenciadas para ELAVLI
(A) Curva de proliferacdo da célula BT549 transduzida com o sistema de silenciamento constitutivo pLKO,

para as duas sequéncias de sShRNA. (B) Curva de proliferacdo da célula BT549 selvagem exposta a doxiciclina.
Curvas de proliferacdo para as células BT549 (esquerda), MDA-MB-231 (centro) e Hs578t (direita) para o sistema
induzivel tet-pLKO shHuR (C) ou com a sequéncia de shRNA alternativa (D). Pontos representam a média dos
valores obtidos e barras de erro representam o erro padrdo da média das quadruplicatas. Valores de p originados

de andlise de varidncia seguida de um teste de Tukey para as médias em cendrios com mais de dois grupos ou
teste-t para comparagdes bindrias.

Avaliou-se também o impacto do silenciamento induzido por doxiciclina utilizando

sistema induzivel tet-pLKO. Inicialmente, incubou-se a linhagem BT549 selvagem com 50
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ng/mL de doxiciclina, o que mostrou que doxicilina ndo afeta a proliferacdo da linhagem
(Figura 52B). Assim, as células BT549, MDA-MB-231 e Hs578t foram incubadas com
doxiciclina durante 7 dias para inducdo do knock down, seguido da avaliacdo de proliferacdo
por 96 horas. Confirmaram-se os resultados anteriores para a sequéncia shHuR (Figura 52C) e
shHuRII (Figura 52D).

Com intuito de avaliar o efeito do silenciamento constitutivo de ELAVLI na
linhagem BT549 sobre a proliferacdo de esferdides, produzimos os mesmos utilizando sistema
de ultra-baixa aderéncia. Foi observada uma ligeira, mas significativa, redu¢@o na drea média
dos esferoides produzidos quando no silenciamento de ELAVLI (Figura 53A), observada nas
imagens representativas de campo claro (Figura 53B, superior). Observa-se uma boa correlagdo
observada entre as mascaras propostas (Figura 53B, inferior) e as imagens reais (Figura 53B,

superior), que assim foram utilizadas para a mensuragdo das areas.
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Figura 53 — Efeito do silenciamento de
ELAVLI no crescimento de esferoides
de BT549
(A) Tamanho dos esferoides de células
BT549 quando do silenciamento de HuR
através do sistema constitutivo pLKO
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representam a média dos valores
obtidos, barras de erro representam o
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4.5.4 Fenotipo migratorio € invasivo

Como ja comentado, a formagao de actin stress fibers, mensurada pela coloragio
com faloidina tem relacdo com a transicio epitélio-mesénquima **. Outro elemento importante
para o processo de ganho de tracos mesenquimais, intimamente relacionado a ganho de
capacidade invasiva, € a translocacdo de beta-catenina para o nucleo; o fator de transcri¢do -
catenina, quando translocado para o nucleo, participa da ativacdo de diversos genes

316,317 A

relacionados a tumorigénese via de sinalizagdo Wnt/B-catenin apresenta funcdes
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proliferativas e de diferenciacdo imprescindiveis no desenvolvimento de todos os cordados,

318 Em seu estado

apresentando ort6logos de todos os seus constituintes génicos desde cnidaria
de sinalizacdo inativo, a via mantém a proteina P-catenina fosforilada no citoplasma,
eventualmente sendo direcionada para a degradacdo pelo proteassomo; quando ativada pela
sinalizacdo extracelular de Wnt na proteina transmembrana Frizzled, ocorre uma liberagdo de
[ -catenina (tanto de sua fosforilacdo quanto da degradagdo), que permite sua translocacdo
nuclear e atuacdo como fator de transcri¢io’!. Em tumores, por exemplo, a ativagiio da via
Wnt/B-catenin leva ao aumento da Zinc finger protein SNAI2, responsavel pela troca das
caderinas envolvidas nas jungdes celulares e aumento do fenétipo mesenquimal®'’.

O silenciamento de HuR levou a diminui¢do da formacao do pardmetro de textura
SER Valley, relacionado com actin stress fibers, medido sobre a coloracdo de faloidina em
BT549 (Figura 54A, imagem respresentativa abaixo) e MDA-MB-231 (Figura 54B, imagem
respresentativa abaixo). Como observado na curva de distribui¢do das densidades, a regido de
maximo de densidade na presenca de doxiciclina € superior em ambos tipos celulares, mesmo
com a reducdo de média significativa para teste-t. Mesmo com o teorema do limite central
assegurando a utilizagdo de abordagem paramétrica, teste de Kruskal-Wallis confirmou (p-
value inferior a 5%) apenas para MDA-MB-231 a reducdo, no caso, da mediana. J& foi
observado para MDA-MB-231 que a inibicdo de HuR (através do eixo miR-29a-TTP-HuR)

393 Em ambas linhagens celulares também observamos que

leva a reducdo de actin stress fibers
no silenciamento de ELAVLI ocorreu a diminuic¢do da localizag¢do nuclear de B-catenina (Figura
54C-D, respectivamente, imagens abaixo), mais intensamente observada nas células MDA-
MB-231.

O processo migratério celular consiste na capacidade da célula modificar sua
posi¢cdo no espaco, enquanto que o processo invasivo refere-se a capacidade de realizar este
mesmo processo com a imposicdo de uma barreira tridimensional que mimetize a matriz
extracelular - envolvendo o remodelamento deste ambiente de forma ativa**®. Para medir
migracdo celular, realizamos experimentos in vitro de scratch-wound ou wound-healing.
Assim, uma monocamada celular confluente, deprivada de fatores proliferativos (no caso, soro
fetal bovino), sofre uma ruptura em formato de linha, a qual tem seu preenchimento por células
adjacentes avaliado no tempo®*®32° (Figura 55A).

Mensurando a fra¢do da drea aberta no centro do poco que foi recoberta durante o
tempo, observamos a auséncia de efeito da doxiciclina sobre a capacidade migratdria da célula

BT549 selvagem (Figura 55B). Quando silenciamos ELAVLI, ocorreu significativa da
velocidade migratéria de BT549 (Figura 55C) e MDA-MB-231 (Figura 55D), com ambas
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sequéncias de shRNA. De forma andloga aos resultados de proliferagcdo, o impacto do shHuRII

foi mais pronunciado.
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Figura 54 — Quantificacio de actin stress fibers e da localizacao nuclear de -catenina frente ao silenciamento
de ELAVLI

Grifico RDI para a quantificagdo do pardmetro SER Valley de textura de imagem, que representa a formagdo de
actin stress fibers para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B). Imagens representativas para marcacdo de faloidina.
Grafico RDI indicando a fra¢do nuclear de B-catenina medida em BT549 (C) e MDA-MB-231 (D). Imagens
representativas para marcag¢do de [-catenina. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da
caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada
dos dados; os valores das células quantificadas estdo individualmente representados sobre os dados como circulos.
P-values originados de teste-t de comparagao de médias.

Para avaliar a capacidade invasiva celular, duas abordagens distintas foram
utilizadas: ensaio de scratch-and-wound embebido em matriz extracelular tridimensional de
coldgeno do tipo I e ensaio de invasdo através de barreira porosa (também conhecida como
cimara de Boyden ou Transwell®) recoberta com matriz extracelular do sarcoma murino
Engelbreth-Holm-Swarm (Matrigel®)**®. O primeiro apresenta como vantagem a composicio

mais densa da matriz, ja o segundo € capaz de confrontar a célula ndo sé com a capacidade de
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interagir e remodelar a matriz extracelular ao entorno como também demanda a reorganizagdo
estrutural e passagem em pequenos poros de diametro fixo, os quais ndo podem ser degradados
de maneira enzimdtica. Uma desvantagem associada ao sistema de scratch-wound embebido é
a ndo direcionalidade da quimioatracdo oferecida em dire¢@o ao risco criado na monocamada

(o que pode fazer as células migrarem verticalmente e nio sé horizontalmente).
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Figura 55 —Migracao celular de células silenciadas para ELAVLI medida por scratch-wound

(A) Representacdo esquemadtica do experimento de scratch-wound realizado. (B) Curva de migracdo da célula
BT549 selvagem incubada com doxiciclina. Curva de migracdo apds inducio do knock down de ELAVLI (shHuR
e shHuRII) com doxicilina (e controle) das linhagens BT549 (C) e MDA-MB-231 (D); imagens representativas a
direita. Pontos representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam o erro padrdo da média das
replicatas (de ao menos 4 em cada condicdo). Valores de p originados de teste-t de comparacdo de médias das
ultimas observacdes. Barra de escala representa 500 um. Horarios indicam a posi¢do da imagem representativa no
grafico de acompanhamento.

Foi realizada inicialmente a extracdo e purificacdo do coldgeno dos tenddes da
cauda de ratos Wistar, o qual precisa polimerizar sobre a camada de células, formando a barreira

para a movimentacdo das células (Figura 56A, superior). Para confirmar a polimeriza¢ao do
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coldgeno extraido, utilizamos microscopia confocal de reflexdo®?! do material, lancando méo
da propriedade natural de fibras de coldgeno de refletir luz em uma ampla faixa de
comprimentos de onda (aqui sendo utilizados 488 nm)*??. Como esperado, obtivemos fibras de

coldgeno reconstituidas, como avaliado pela reflexdo de luz a 488 nm (Figura 56A, inferior).
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A segunda metodologia utilizada para mensurar a invasao foi a cAmara de Boyden

recoberta com Matrigel® utilizando como quimioatrativo o fator de crescimento epitelial
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(epidermal growth factor, EGF). O silenciamento de ELAVLI empregando as sequéncias

shHuR e shHuRII levou a reducdo na capacidade invasiva das linhagens BT549 (Figura 57A,

imagens representativas abaixo), MDA-MB-231 (Figura 57B, imagens representativas abaixo)

e Hs578t (Figura 57C, imagens representativas abaixo), ndo significativo somente para Hs578t

na utilizacdo da sequéncia shHuR.
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Figura 57 — Invasao celular
em  experimento  com
caimara de Boyden com
barreira de matrigel

Invasdo celular através de
barreira de matrigel e
remodelamento de
citoesqueleto por poro de
diametro médio de 8 um das
célula BT549 (A), MDA-MB-
231 (B) e Hs578t (C), com
shHuR e shHuRII e imagens
representativas da sequéncia
shHuR  (abaixo).  Barras
representam a média dos
valores obtidos, barras de erro
representam o erro padrao da
média e as  réplicas
experimentais estdo indicadas
sobre o grafico como pontos
individuais. P-values
originados de teste-t de
comparagdo de médias. Barra
de escala representa 100 um.



147

O silenciamento de ELAVLI reduziu significativamente a capacidade das linhagens
BT549 (Figura 56B para shHuRII; imagem representativa abaixo) e MDA-MB-231 (Figura
56C para shHuR e shHuRII, respectivamente) moverem-se na matriz de coldgeno, em relagdo

aos respectivos controles sem doxiciclina.

4.5.5 Resgate fenotipico com a re-expressdo ectopica da isoforma KGA em células com

ELAVLI silenciada

Dado que verificamos que o knock down de ELAVLI leva a diminuicdo de KGA,
assim como diminuicdo da proliferacdo e migracdo celulares, avaliamos a importancia desta
modulagdo em glutaminase sobre estes fenotipos. Assim, linhagens celulares estabelecidas com
o sistema tet-pLKO-shHuR foram transduzidas com vetores retrovirais, vazio (controle) ou
contendo sequéncia de cDNA para a isoforma KGA (fusionado a cauda imunogénica V5, KGA-

V5), e avaliadas quanto aos fenétipos proliferativo e migratério (Figura 58).
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Figura 58 — Efeitos do resgate da expressio de KGA em células com o silenciamento de ELAVLI

(A) Western blot confirmatério da expressdo ectopica de KGA nas células BT549 e MDA-MB-231. Setas indicam
as isoformas de GLS, incuindo KGA-V5 ectdpica. (B) Confirmacio da atividade glutaminolitica elevada em lisado
celular total quando na expressdo ectopica de KGA-V5. Curva de proliferacdao de BT549 (C) e MDA-MB-231 (D)
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na presencga ou auséncia de doxiciclina e KGA-VS5. (E) Curva de migragdo de BT549 na presenca ou auséncia de
doxiciclina e KGA-VS5. Para grificos de barras, as mesmas representam a média dos valores obtidos, barras de
erro representam o erro padrdo da média e as réplicas experimentais estdo indicadas sobre o grafico como pontos
individuais. Para graficos de linha, pontos representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam
o erro padrdo da média das quadruplicatas. P-values originados de andlise de varidncia seguida de um teste de
Tukey para as médias em cendrios com mais de dois grupos ou teste-t para comparagdes bindrias.

A expressdo de KGA-VS5 foi confirmada por western blot nas linhagens BT549 e
MDA-MB-231 (Figura 58A); como esperado, células expressando KGA-V5 tiveram maior
atividade de glutaminase medida de lisado total (Figura 58B). Entretanto, KGA-V5 ndo foi
capaz de recuperar a reducio de proliferacio causada pelo knock down de ELAVLI em BT549
(Figura 58C) e MDA-MB-231 (Figura 58D). A mesma auséncia de resgate fenotipico foi
observada quanto a capacidade migratéria (Figura 58E).

Em suma, a diminui¢do da expressio de KGA resultante do silenciamento de
ELAVLI ndo € o fator crucial na redugdo da proliferacdo e migracao celulares causadas por este
ultimo. Sendo HuR um regulador pleiotropico de diversos passos do metabolismo de RNA na
célula, ndo é de surpreender que 0 mesmo possa impactar estes fenétipos por outras vias, assim

como j4 publicado®?.

4.5.6 Fenotipo glutaminolitico

Dado que HuR altera a escolha entre as isoformas, favorecendo KGA, especulamos
que o mesmo pudesse impactar o metabolismo celular de glutamina. O silenciamento
constitutivo de ELAVLI (com as sequéncias shHuR e shHuRIl), que causa a troca de KGA por
GAC (Figura 59A), isoforma cataliticamente mais ativa®’, causou aumento no consumo de
glutamina das linhagens BT549 (Figura 59B) e SKBR3 (Figura 59C). Estes resultados sdao
coerentes com o fato de que o silenciamento de ELAVLI leva a diminui¢do de KGA e aumento
de GAC, isoforma mais. Avaliamos o impacto do silenciamento induzivel sobre este fenotipo
também. Primeiramente verificamos que doxiciclina ndo impactava no consumo de glutamina
celular de BT549 selvagem (Figura 59C). O knock down induzido de ELAVLI (com shHuR e
shHuRII) levou ao aumento do consumo de glutamina em BT549 (Figura 59D), MDA-MB-231
(Figura 59E, somente para a sequéncia shHuRII) e Hs578t (Figura 59F). Quando observados
em conjunto, os resultados apontam que o silenciamento de ELAVLI aumentou o consumo de
glutamina das células avaliadas.

Avaliamos também o impacto do silenciamento de ELAVLI sobre a atividade

glutaminolitica das linhagens BT549 e SKBR3. O silenciamento constitutivo de ELAVLI levou
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o aumento ligeiro, mas significativo da atividade glutaminolitica de BT549 e SKBR3 (Figura
60A); estes resultados foram confirmados em BT549 com o uso do sistema induzivel (sequéncia
shHuR) (Figura 60B). Estes achados vdo em acordo com a observacdo de que células com
supressdo de HuR consomem mais glutamina.

Especulamos que este aumento da capacidade glutaminolitica das células seguido
do silenciamento de ELAVLI pudesse impactar na dependéncia da célula a este aminoécido
para proliferar. BT549 demonstrou ser dependente de glutamina para proliferar, uma vez que a
remocdo de glutamina diminuiu a proliferacio de BT549 em 46% apds 96 horas (Figura 60C,
auséncia de doxiciclina). O silenciamento de ELAVLI deixou BT549 ainda mais sensivel a
remogado de glutamina, com diminui¢do de 65% em relagdo ao controle com glutamina em 96

horas (Figura 60C).
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A dependéncia de glutamina para o consumo de oxigénio foi mensurada utilizando
o equipamento Seahorse XF. Neste ensaio, avaliamos em oxigrafo multipogcos a respiracao
celular antes (definida como basal) e depois da adi¢do de inibidor da atividade glutaminolitica
(pela molécula CB-839), cessando o fluxo de carbono originado da glutamina para o ciclo do
TCA. A razdao do consumo de oxigénio depois e antes da inibicdo mensura a fracdo da
respiragao que dependente exclusivamente de glutamina, ou seja, que a plasticidade celular ndo
¢ capaz de imediatamente direcionar para outra fonte de carbono. Verificamos que, em acordo
com o aumento da dependéncia de glutamina ditado pelo silenciamento de ELAVLI em BT549,
este silenciamento também levou a um aumento na dependéncia intrinseca de glutamina para
ambas as sequéncias de shRNA avaliadas (Figura 60D). Desta maneira, concluimos que o
silenciamento de ELAVLI aumenta a dependéncia celular ao aminodcido glutamina para
proliferagdo e respiragdo — relacionadas com demandas biossintéticas e energéticas.

As consequéncias do silenciamento de ELAVLI sobre o nivel total de diversos
metabolitos intracelulares de BT549 foi avaliado por cromatografia gasosa seguida de
espectrometria de massas (Figura 61). Metabdlitos do ciclo do TCA (citrato e malato), além de
glutamina, glutamato, ureia e aspartato foram avaliados. Observamos que o silenciamento de
ELAVLI levou ao aumento significativo de aspartato, ndo tendo impactado nos demais (Figura
61A). Adicionalmente, diversos outros metabdlitos foram identificados, alguns deles
mostrados. Destes, verificamos que o knock down de ELAVLI levou a aumento significativo de
metionina (Figura 61B).

A estratégia de andlise utilizada implicou na detec¢do de features metabdlicas
compartilhadas que, posteriormente, sdo comparadas com uma base de dados de fragmentacdo
de massas. Neste sentido, algumas features identificadas podem ndo ser relacionadas a
moléculas conhecidas da base empregada. Andlise de componentes principais dos metabolitos
avaliados mostrou que o silenciamento de ELAVLI impactou no metabolismo celular gerando
uma grande separagdo espacial das réplicas biolégicas analisadas (Figura 61C). Observamos,
entdo, que a diminuicdo dos niveis de HuR altera a abundincia de alguns metabdlitos
intracelulares, especialmente aspartato e de metionina.

Dado que o silenciamento de ELAVL]1 levou ao aumento de GAC, seguido de maior
atividade glutaminolitica e dependéncia das células a glutamina, verificamos o impacto da
combinacdo do knock down de ELAVLI1 com a inibi¢ao de glutaminase por CB-839, atualmente
em fase clinica de estudos para diversos tipos tumorais, incluindo mama. CB-839 é um inibidor
de ambas isoformas de glutaminase, KGA e GAC, ndo afetando a atividade do produto do

pardlogo GLS2'". Nossa hipétese seria que células parcialmente responsivas ao tratamento com
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CB-839 poderiam ser direcionadas para um fenétipo mais glutaminolitico com a supressao de

HuR e, nesta situacdo, responderem mais ao farmaco.
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Figura 61 — Quantificacdo do pool geral de diversos metabélitos intracelulares em BT549 silenciada para

ELAVLI

(A) Mapa simplificado do TCA, de sua anaplerose por glutamina e a relagdo com o ciclo da ureia, com a indicagao
dos intermedidrios identificados e seus niveis antes e apds adi¢do de doxicicilina. (B) Metabdlitos diversos
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identificados, com énfase em aminoacidos. (C) Andlise de componentes principais denotando a separagdo entre
expressdo e silenciamento de ELAVLI quando utilizando todos os metabdlitos identificados e desconhecidos. P-
value oriundos da avaliagdo de limma. Para gréaficos de barras, as mesmas representam a média dos valores obtidos,
barras de erro representam o erro padrdo da média e as réplicas experimentais estdo indicadas sobre o grafico como
pontos individuais.

4.5.7 Combinagdo do silenciamento de HuR a inibicdo quimica da glutamindlise celular

ELAVLI foi silenciada constitutivamente em BT549 e tratada ou ndo com CB-839
por até 96 horas. Tanto o uso do shHuR quando shHuRII levou a reducdo na proliferacio de
BT549, como esperado, em relagdo ao controle shGFP (Figura 62A). Quando adicionada a
inibi¢do quimica, enquanto que em células controle o tratamento com CB-839 levou apenas a
uma redugdo de 5 vezes da proliferacio celular, em células shHuR e shHuRII, o tratamento
levou a diminui¢ao do nimero de células em relacao ao plaqueado, indicando aumento de morte
celular (Figura 62A).

O silenciamento induzido de ELAVLI levou a uma reducdo de 1,4 e 4,5 vezes
(shHuR e shHuRII, respectivamente) da proliferacdo, como esperado (Figura 62B). Enquanto
que em células controle o tratamento com CB-839 levou a uma redugdo 4,9 vezes da
proliferagdo celular, o tratamento combinado ao silenciamento de ELAVLI levou a reducdo da
proliferagdo em 3,5 vezes na combina¢do com shHuR e diminui¢do do niimero de células em
relacdo ao plaqueado na combinagdo com shHuRII (morte celular) (Figura 62B). A linhagem
MDA-MB-231, extremamente sensivel ao composto CB-839 na dose utilizada, como descrito
na literatura!’, ndo apresentou ganho de inibi¢dio de proliferagdo/morte com o knock down de
ELAVLI (Figura 62C).

Realizando o célculo do coeficiente de interagdo de drogas®!® (CDI, Coefficient of
drug interaction) em 96 horas para a célula BT549, a combinagdo entre a sequéncia shHuR e 1
umol/L de CB-839 indicou sinergia entre os efeitos (CDIs de 0,81 e 0,73, para silenciamento
constitutivo e induzivel, respectivamente). Dado o efeito pronunciado do silenciamento
mediado pelo shHuRII, a sua combinacdo com CB-839 indicou antagonismo entre os efeitos
(CDIs de 2,00 e 1,14, para expressdao de shRNA constitutivo e induzivel, respectivamente),
visto que a combinacao dos efeitos anti-proliferativos dos eventos em separado supera o efeito
anti-proliferativo da combinacdo experimental.

Cabe ressaltar que a observacdo de antagonismo nao implica em que a as duas
abordagens — quando utilizadas em conjunto — ndo apresentam maior efeito no fenétipo celular
em avaliacdo. Este resultado pode ser interpretado da seguinte maneira: como o efeito do shHuR

IT (que pode ter efeitos inespecificos off target levando a uma reducdo mais intensa da
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proliferagdo em relacdo a shHuR) e tratamento com CB-839, separamentente, levam a completa

parada de crescimento em 96 horas, e a combinagdo leva a morte em 96 horas (ndo sendo

possivel mensurar maior janela de efeito da combinacdo dos tratamentos) obtém-se da

matematica empregada esta “impressao” de ndo haver sinergia. Assim, o efeito exacerbado de

shHuRII pode estar mascarando a sinergia com CB-839 em BT549.
Diferente de BT549, MDA-MB-231 com shHuR+CB-839 apresentou CDI de 1,56,

indicando algum antagonismo. Assim sendo, a sinergia ou o antagonismo de CB-839 e o

silenciamento de ELAVLI se mostrou dependente da linhagem avaliada.
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Avaliamos o efeito do knock down de ELAVLI sobre o IC50 de CB-839 e inibidor
de glutaminase BPTES (andlogo menos potente do CB-839). Nao foi observada uma variacao
do IC50 de CB-839 (Figura 63) e BPTES (Figura 64) que ndo residisse no intervalo de
confianca dos valores estimados. Como esperado, em BT549, maiores doses tanto de CB-839
quanto BPTES leva a diminui¢do celular abaixo do nivel plaqueado (sugerindo morte celular)
quando o silenciamento de ELAVLI € induzido; em MDA-MB-231 o tratamento celular com
os inibidores ja evidencia este potencial efeito de morte nas mais altas doses tanto com
expressao ou silenciamento de ELAVLI. Assim, a supressao de HuR leva a aumento de GAC o
que confere maior sensibilidade ao inibidor CB-839 (potencial aumento de morte celular) sem

impactar no IC50 do inibidor.
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Figura 63 — Avaliacao do IC50 do composto inibidor de glutaminase CB-839

Curvas de IC50 para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B) com silenciamento de ELAVLI doxiciclina para o composto
CB-839. Pontos sdo os valores obtidos experimentalmente, eixo das abscissas em escala logaritmica com os
valores traduzidos em escala linear para melhor compreensdo. Linha fechada representa a regressao log-logistica
com 4 parametros>>* que deriva os valores de IC50 e intervalo de confianga do mesmo. Linha tracejada vermelha
indica ponto acima do qual ocorreu proliferacdo celular e abaixo morte celular em relacio ao plaqueado.

Avaliamos também o efeito combinado do silenciamento de ELAVLI com o
tratamento com CB-839 sobre a migracdo e invasdo celular de BT549. Como esperado, o
silenciamento de ELAVLI levou a diminui¢do da migracdo celular (Figura 65A, linha cinza
escuro) enquanto que o tratamento com CB-839 ndo diminuiu este parametro (Figura 65A, linha

vermelha clara); a combinacdo do silenciamento de ELAVLI com o tratamento com CB-839
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levou a uma maior diminui¢do da migracdo celular que o observado s6 com o knock down de
ELAVLI (linha vermelha escura). Enquanto que tanto o tratamento com CB-839 quando o
silenciamento de ELAVLI, levaram, por si, a diminui¢do da invasado celular (Figura 65, linhas
escuras), a combinagdo dos dois aumentou a inibi¢ao da invasdo. Observando a intera¢io entre
os tratamentos, ocorre sinergia (CDI = 0,70) para migracdo e aditismo/breve antagonismo para

invasdo (CDI = 1,06).
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Figura 64 — Avaliaciao do IC50 do composto inibidor de glutaminase BPTES

Curvas de IC50 para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B) com silenciamento de ELAVLI doxiciclina para o composto
BPTES. Pontos s@o os valores obtidos experimentalmente, eixo das abscissas em escala logaritmica com os valores
traduzidos em escala linear para melhor compreensdo. Linha fechada representa a regressdo log-logistica com 4
pardmetros>2* que deriva os valores de IC50 e intervalo de confianga do mesmo. Linha tracejada vermelha indica
ponto acima do qual ocorreu proliferacdo celular e abaixo morte celular em relagdo ao plaqueado.

Concluimos que a supressdo de HuR aumenta a dependéncia de células BT549 a
atividade glutaminolitica. O silenciamento de ELAVLI combinado com a inibicdo de
glutaminase diminui a proliferacdo, migracdo e invasdo celular in vitro, sugerindo potencial

efeito terapéutico combinatorio positivo para o tratamento de cancer de mama.
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Invaséo tet shHuR  Figura 65 — Migracéo e
invasdo celulares de
BT549 na combinacao
do silenciamento de
ELAVLI com a inibicao
quimica de glutaminase
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representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam o erro padrdo da média de, ao menos,
quadruplicatas. Valores de p originados de andlise de variancia seguida de um teste de Tukey para as médias em

cendrios com mais de dois grupos ou teste-t para comparagdes bindrias.
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5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE PAN-CANCER DA IMPORTANCIA DE HUR PARA O PROGNOSTICO
DE PACIENTES

HuR (codificada pelo gene ELAVLI) € uma proteina de ligacdo a RNA apresenta-
se atuando em diversas fases do processamento do mRNA, como no splicing alternativo’?,

26

poliadenilagdio alternativa'®!, transporte para o citoplasma®?, promocio**® ou reducio®?’ da

8 ou reducio®” da tradugiio ou mesmo localizacio do mRNA e as

estabilidade, promogio™
protefnas traduzidas®!.
Dadas contribui¢des para a regulacdo da expressdo génica como um todo, sua
relagdo com o cancer foi proposta devido ao possivel impacto pleiotrépico de sua regulagdo.
Em tumores de distintas origens topograficas, como bexiga*, pulmao!!®, es6fago’®!, laringe®*?,
mama'!” entre outras'!?, a elevada abundéncia citoplasmatica da proteina se correlaciona com
um prognoéstico pior para o paciente. Tal mecanismo € justificado pela importante relagdo com
a estabilizacdo de mRNAs de proteinas como ciclooxigenase-2 (COX-2) e o Vascular
endothelial growth fator (VEGF)®®, a primeira relacionada com a sintese de prostaglandinas e

a modulacdo da resposta inflamatéria do organismo®*

e a segunda com o processo de
angiogénese™*,

Em outro conjunto de evidéncias da literatura, a localizacao nuclear de HuR em si
se relaciona com um progndstico negativo para o paciente, tais como em tumores de vesicula

biliar’® ou ovario*3°

. Alguns autores levantam, entdo, que o provével efeito de HuR em ambos
os compartimentos (nucleo e citoplasma) levam a progressao tumoral e a métrica mais adequada
estaria na razdo de localiza¢do da proteina entre os dois espacos™’.

Independente das métricas, existe um crescente questionamento acerca do impacto
das funcdes nucleares de HuR na homeostase e na patologia**®. Por exemplo, HuR participa da
regulacdo do splicing do fator de splicing TRA2B promovendo a inclusdo do exon 2 do gene e
impedindo, assim, a tradugio correta da protefna®®. O gene do receptor promotor de apoptose
Fas, por sua vez, tem o exon 6 removido por HuR durante o splicing, o que leva a expressao de
uma forma soldvel capaz de prevenir algumas vias de apoptose”. Outro exemplo é o gene da
histona deacetilase III (SIRT), onde HuR promove a exclusdao do exon que codifica a por¢ao

catalitica (8), modulando sua funcdo regulatéria de maneira ainda ndo completamente

compreendida’!. Tais evidéncias, em conjunto, suportam um crescente interesse nas funcoes
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nucleares de HuR nos contextos fisiolégico e tumoral, em especial na regulacdo do splicing
alternativo.

Avaliamos o nivel de expressdo global de ELAVLI e a relacdo do mesmo com a de
recidiva de pacientes em diferentes tipos tumorais empregando dados disponiveis publicamente
pelo The Cancer Genome Atlas. Encontramos que ELAVLI € superexpresso em tumores de
diversas origens (Figura 12, Figura 66 e Tabela 2), como estdmago, bexiga, pulmao, cabeca-e-
pescogo, rim, cérvice uterino, figado, mama e ovdrio, em acordo com dados da
literatura!04109:110.116330-332.339-335 " Também & conhecido que em tumores de pele hd elevados
niveis de expressdo de ELAVLI em relagio a tecido normal®*®; nos dados avaliados por nés,
provavelmente devido ao baixo nimero amostral de tecido normal, ndo encontramos a mesma
relagdo. Com relacdo aos raros tumores adrenais (feocromocitomas e paragangliomas, PCPG)
encontramos menor expressao de ELAVLI em tecidos tumorais, o que vai de encontro ao

previamente publicado®*’

, 0 que pode, acreditamos, ser também devido ao baixo tamanho
amostral dos tecidos normais. Assim, concluimos, a expressdo de ELAVLI é elevada em

diversos tipos tumorais, indicando uma potencial importancia global deste regulador de RNA

para o cancer.

ELAVL1 Figura 66 — Alteracoes nos

niveis de expressao de
ELAVLI e no splicing
alternativo de GLS quando da

/\ patologia tumoral

~—

Buscamos compreender em mais detalhes o potencial efeito de HuR para a doenga,
buscado correlacdes entre padrdoes de expressdo gé€nica e o progndstico ou caracteristicas
clinicopatoldgicas dos pacientes acometidos®**3%2, Dos trinta tumores analisados, em trés (com
p-value inferior a 1%, sendo seis controlando a descoberta falsa em 5%) a alta expressao de
ELAVLI relacionou-se com maior probabilidade de recidiva, tendo sido eles adenocarcinoma
pancredtico ductal (PRAD), carcinoma renal croméfobo (KICH) e melanoma uveal (UVM)
(Figura 13, e Tabela 3).

Os pacientes com cancer de pancreas com alta expressdo de ELAVLI apresentaram
um prognostico positivo, com uma propor¢do de risco 5,9 vezes menor para a ocorréncia de

recidiva (Tabela 3). Todavia, HuR € apontada como proteina imprescindivel para o
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desenvolvimento do tumor de pancreas, dado que seu silenciamento implica em reducdo de
parimetros de malignidade (como migracdo, invasdo e desenvolvimento de tumores in vivo)>>*
335 Neste sentido, inclusive, j foi proposto uma oportunidade terapéutica para inibi¢io de HuR
concomitante a inibicio da Poli (ADP-Ribose) Polimerase®*%. Gemcitabina, medicamento

356

indicado como primeira-linha de tratamento para cancer de pancreas™", correlaciona-se com a

translocacdo de HuR do nicleo para o citoplasma em células desta origem, onde a mesma

promove a traduciio da enzima deoxicitina cinase®>’

. Tal enzima € imprescindivel para a atuacao
de gemcitabina como andlogo de pirimidina, inibindo a sintese de DNA e, consequentemente,
a proliferacdo celular. Costantino e colaboradores®’ reportaram um risco relativo aumentado
em 4,48 [1,49-13,5] (p-valor 0,0036) para pacientes com reduzidos niveis de HuR em regime
terapéutico de gemcitabina frente aos pacientes com elevados niveis de HuR sob o mesmo
tratamento. Existe, inclusive, estudo de caso na literatura em que o mecanismo de resisténcia e
escape 2 terapia com o composto se deu pela redugio dos niveis de HuR**®. Coerentemente, do
conjunto de dados do TCGA, para os quais a informacgdo era disponivel, a0 menos 36% dos
pacientes com alta expressao de ELAVLI realizaram abordagem terapéutica com gemcitabina,
o que poderia justificar, pelo menos em parte, o melhor progndstico verificado neste tumor nos
dados do TCGA. Uma outra explicacdo poderia ser uma incongruéncia entre nivel de mRNA e
proteina, o que precisaria ser avaliado com futuros dados de protedmica adicionados a
plataforma.

Carcinoma renal crom6fobo e melanoma uveal sdo tumores raros para os quais
também observamos significativa relacdo com progndstico positivo (com um valor de p inferior
a 1%). Nao ha estudos na literatura correlacionando a presenca de HuR e um progndéstico
positivo ou negativo para o paciente para estes tipos tumorais.

Para quatro outros tumores (cancer de mama - BRCA -, carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco - HNSC -, carcinoma hepatocelular - LIHC - e feocromocitoma
& paraganglioma adrenal - PCPQG) verificamos aumento do risco de recidiva na alta expressao
de ELAVLI (Figura 14, Figura 15 e Tabela 4). Dentre estes, nossas andlises apontou o cancer
de mama como o detentor do Cox HR de progndstico negativo mais significante (Figura 67).

Dado que, por exemplo, em cancer de mama, estudos utilizando grandes painéis
génicos randdmicos (superiores a 100 genes), 90% das permutacdes levam a descoberta de

359

assinaturas gé€nicas que se correlacionam com o progndstico dos pacientes™”, a metodologia de

validagdo estatatistica destes eventos é amplamente discutida!3”13%:143:360-363 ' Com a abordagem

aqui utilizada, que compara diversos valores de cortes da expressio a uma varidvel

137,138,360

clinica , o risco de erros do tipo I (observagdo de tumores com p-value significativo nos
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quais ndo ha real impacto na sobrevida) é elevado®®!. Para confirmar nosso achado em cancer
de mama, buscamos validar a significAncia da alta expressdo de ELAVLI sobre a recidiva
tumoral através de dois métodos corre¢do do p-value, tais como o método genérico de false
discovery ratio'* ou especifico para busca de cortes'®, e pela utilizacdo de pseudoreplicagio®*.
Em todas as estratégias utilizadas, observamos significincia estatistica na correlacio entre alta
expressdo de ELAVLI e aumento do risco de recidiva em pacientes com cancer de mama,

indicando a importancia de se estudar o impacto de HuR sobre este tipo tumoral.

' 'ELA VL1 Figura 67 — Relacbes observadas entre os

pacientes, especificamente de cancer de
mama, com alta expressio de ELAVLI

[ Tratamento Recidiva ]

KGA GAC

-

_

Outros trabalhos também avaliaram o nivel total de expressao de ELAVLI frente o
prognéstico do cancer de mama. Um destes estudos concordam com nossos achados!!?,

109111 B importante ressaltar que a maior parte dos

enquanto que outros dois sdo opostos
trabalhos onde a importancia de HuR foi avaliada em cancer de mama, se ateve a informacao
sobre a localizagdo nticleo/citoplasma da proteina, tendo sido frequentemente encontrado uma

HB3-115,18 — Assim  sendo,

correlagdo entre localizacdo citoplasmdtica e piora na sobrevida
demonstrar uma importancia progndstica irrespectivamente a localizacdo da proteina, através
da abundancia do seu mRNA, aponta a importdncia da proteina correlacionando-se
independentemente da localiza¢do — seja nuclear ou citoplasmatica — com o progndstico dos
pacientes em determinadas origens tumorais — o que corrobora com fungdes nucleares ainda

negligenciadas de HuR no contexto patolégico.
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No estudo da expressao global alta de ELAVLI e sua relacdo com a sobrevida dos
pacientes, vale ressaltar que esta relacdo foi significativa sobre a melhora da sobrevida livre de
recidiva e livre de metdstase, mas ndo sobrevida global (dados ndo mostrados). Importante
lembrar, entretanto, que a sobrevida global (usualmente mencionada na literatura como overall
survival, ou ainda all-cause survival) tem a vantagem de apresentar um ponto final
extremamente bem definido, sendo o falecimento uma defini¢ao absoluta’®; entretanto, nesta
andlise, também sao inclusos falecimentos ndo (a priori) relacionados cancer, tais como
fatalidades acidentais diversas. Neste sentido, o estimador de recidiva tem a vantagem de
mostrar a relacdo direta com a recorréncia local ou distante (metdstase) da doenca; as
desvantagens desta medida, entretanto, sao a dificuldade de definicdo da ndo-ocorréncia de
recidiva (relacionada com a sensibilidade dos exames realizados) e a muitas vezes impossivel
distin¢do entre novos eventos tumorais independentes e recidivas de células da mesma origem
tumoral®®. Por fim, o pardmetro de sobrevida livre de metdstase, por mais que capaz de indicar
os eventos de mais severa agressividade dos tumores, ignora recidivas locais e recai na possivel
indistin¢cdo entre novos eventos tumorais € metdstases origindrias do primeiro tecido tumoral.
Faz sentido, entdo, observar os trés eventos simultaneamente e ponderar o progndstico final em
funcdo dos mesmos. Assim sendo, no conjunto, e em luz do que estd na literatura, propomos
que pacientes de cancer de mama com elevada expressdo de ELAVLI apresentam risco superior

para recidivas (Figura 67).

5.2 IMPORTANCIA DE HUR NA REGULACAO DA GLUTAMINASE

A atuacdo regulatéria de HuR sobre GLS no contexto fisioldgico estd relacionada
com a ligagdo da protefna em elementos responsivos a acidose’’, localizados na 3’UTR da
isoforma GAC humana e, curiosamente, na 3’UTR da isoforma KGA de rato®. Quando em
situacdo de acidose metabdlica, na qual o pH sist€mico se reduz para 6,9, HuR transloca-se do
ndcleo para o citoplasma e contrabalancearia os efeitos desestabilizadores dos elementos
responsivos a acidose, aumentando a estabilidade do mRNA de GAC (em humanos) e seu
consequente nivel proteico’’ (Figura 6). Também regulando o destino do mRNA de GLS, o
knock out do gene pardlogo ELAVI4 (HuD) em camundongos reduz os niveis de mRNA da
isoforma KGA e aumenta os niveis de GAC no tecido cerebral do animal, com mecanismo
provavelmente relacionado a splicing devido a ligacdo observada, dentre outros locais, no intron

14 do gene GLS murino®’.
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A glutamina, junto com a glicose, ¢ uma importante fonte biossintética e energética
em cancer '*. O primeiro passo de processamento da glutamina é feito pela enzima glutaminase,
gerada por dois genes distintos: GLS e GLS2. GLS codifica por splicing alternativo duas
isoformas, KGA e GAC, e, de maneira genérica, tem sido associado ao processo tumorigénico,
enquanto que as isoformas de GLS2, LGA e GAB, geradas por uso alternativo de promotor,
tém sido associadas & supressdo tumoral®*. O metabolismo de glutamina, e a consequente
dependéncia do gene GLS, sdo observadas em diversos tecidos tumorais’’, tendo isto sido

368

demonstrado tanto in vitro quanto in vivo "°. De fato, inibicao desta enzima pela molécula CB-

839 estd em estudos clinicos fase 1 e 2 para diversos tipos tumorais tais como hematolégicos,
renais, pulmonares, colorretais e tumores de mama triplo negativo'”3¢,

Apesar da associacdo genérica de GLS com a condi¢cdo tumoral, ha trabalhos que
apontam a maior importancia da isoforma GAC>"’, seja pela sua maior abundancia observada
(por exemplo, em tumores de mama 2°, em cancer colorretal®’!, do sistema nervoso central®’! e
de outras origens topogrificas’’?) ou por sua maior atividade glutaminolitica (quando
comparada a isoforma KGA?’). Em tumores de cabega-e-pescogo, entretanto, a isoforma KGA
se mostrou importante para um fenotipo agressivo celular, uma vez que seu silenciamento levou
a uma reducdo de agressividade e proliferacio in vivo 37,

Os exemplos regulatérios ja conhecidos de HuR sobre GLS se encaixam no
contexto fisiolégico normal de sua fun¢@o e ndo ha descricdo na literatura da atuacdo de HuR

sobre as isoformas de glutaminase em cancer e, principalmente, a importancia da regulacdo das

mesmas para o fendtipo tumoral, questdes estas que motivaram este trabalho.

5.3 ANALISE PAN-CANCER DA IMPORTANCIA DE GLS

5.3.1 A importancia das isoformas KGA e GAC para o cancer

Dentro deste contexto da importancia de HuR e de GLS para o cancer, come¢amos
por revisitar a importancia do gene GLS e de suas isoformas para diversos tipos tumorais usando
dados disponiveis do TCGA.

Em uma anélise global, verificamos que, curiosamente, em apenas cinco dos
tumores avaliados (ducto bilear, esofago, figado, cabeca e pescogo e estbmago) a expressao de
GLS esta significativamente (p-value a 5% de significancia) aumentada em relagdo a tecido
normal (Figura 18 e Tabela 6). Comparando nossos achados com avaliacdes similares da

literatura, Cluntun et al°® também concluiram que o aumento de expressio em tecidos tumorais
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frente aos seus pares normais se d4 apenas nos tumores de cdlon, eso6fago, figado, estomago,
tireoide e cabeca-e-pesco¢o, sendo que em nossa avaliacdo aponta a ndo-significincia de
estomago, c6lon e tireoide, além de incluir ducto bilear. Outros trabalhos também suportam o
aumento em tumores de origens coloretal’’* e hepatica®”.

Entretanto, um ponto importante a ser levado em consideracdo com relacio a este
gene é a importancia relativa das isoformas KGA e GAC. Como ja mencionado, a isoforma
GAC ¢ a cataliticamente mais ativa e mais abundante em diversos tipos tumorais 26,27,370-372,376
sendo identificada como alvo do composto 968, identificado pela inibi¢do de fibroblastos
transformados por Rho GTPase da familia Dbl%. Xia et al*’?> também evidenciaram a opg¢io
tumoral pela isoforma GAC em sete tumores do TCGA (pulmao, ttero, bexiga, mama, cabeca-
e-pescoco e rim), utilizando como justificativa o fato de seu 3’UTR ser mais curto e desprovido
de sequéncias regulatorias encontradas no mRNA de KGA.

Nossa avaliacdo pan-cancer evidenciou que a expressio do mRNA de GAC ¢é
priorizada frente a de KGA em diversos tipos tumorais em relacdo ao tecido normal,
confirmando uma tendéncia de escolha desta isoforma (Figura 21, Figura 66 e Tabela §8). A
escolha preferencial de GAC ndo s6 condiz com o observado na literatura, como reforca a
existéncia de mecanismos ainda ndo elucidados para a sele¢do — através de splicing alternativo
ou estabilizacdo diferencial — de seu mRNA. Quanto a expressao da isoforma KGA em relacdo

ao tecido normal, a mesma se demonstra particularmente aumentada apenas em tumores de

figado, e reduzida ou com niveis mantidos na maior parte das demais origens topograficas.

5.3.2 Relagdo entre expressdo de ELAVLI e niveis de mRNA de GAC e KGA em diferentes

tumores

Avaliamos o nivel de mRNA de GAC frente a KGA (via avaliagdo dos niveis de
expressao do exon 15 e 19, respectivamente) em tumores de mama com alta expressao de
ELAVLI. Nossa avaliacdo mostrou que em tumores com alta expressdo de ELAVLI (em nivel
que impacta a sobrevida do paciente) houve maior expressao das duas isoformas, comparado a
tumores com baixa expressao de ELAVLI (Figura 22 e Figura 67). Desta maneira, especulamos
que HuR deve influir simultaneamente na escolha das isoformas por splicing alternativo e
também na estabilidade de seus mRNAs.

Os dados aqui observados para cancer de mama indicam que altos niveis de
expressao de ELAVLI correlacionam-se com a abundancia tanto de KGA quanto de GAC,

todavia nao do gene GLS como um todo. Tal incoeréncia estd relacionada com a mensuragao
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de outros transcritos presentes no GENCODE. Tais transcritos incluem introns retidos e inicios
de transcricdo alternativos (como na anotacdo da UCSC), que sdao menos abundantes no

contexto tumoral e, assim, reduzem a abundincia do mRNA total de GLS.

5.3.3 Anadlise evolutiva e funcional da evolu¢do das isoformas e aparecimento de GAC

Nossos estudos evolutivos apontam para a possibilidade de que GAC tenha sido
gerada por retrotransposicao e mantida pela sele¢do natural durante a evolugdo dos metazodrios,
o que implica que a mesma tenha alguma peculiaridade (regulatéria, bioquimica ou de
interacdo) que justificasse a sua manuten¢do no genoma como unidade funcional e também dos
processos de regulacdo de sua expressdo, especialmente em regido intrOnica altamente
varidvel®®. Similarmente, a duplicagdo génica de GLS2 conferiu algum tipo de vantagem frente
aos desafios ambientais que justificaram sua manuten¢do no genoma. Compreender a histéria
evolutiva das glutaminases e, em especifico, do exon de GAC (15), pode nos trazer sugestoes
das suas fungdes na homeostase e na patologia.

Em mamiferos a excrecdo de nitrogénio estd intimamente relacionada com a
regulacdo do pH sistémico, mencionada na introdugdo e retomada aqui. Em situacdo de pH
equilibrado, a glutamina, via GLS2, é degradada em glutamato e amodnia, que pode se combinar
a um préton e formar amonio no figado, somando-se aos fons amoénio (NH4*) captados do
sangue. O amonio, pela acido da carbamoilfosfato sintase (CPS/), se une a bicarbonato e adentra
ao ciclo da ureia, que é produzida e despejada na circulagdo sanguinea para posterior excre¢ao
pelo rim>®. Quando da acidose sistémica, o ciclo da ureia se reduz, poupando bicarbonato, e 0s
hepatdcitos periportais se encarregam de sintetizar glutamina a partir do excesso de amonio
circulante, secretando o aminoécido que sera capturado nos rins. Nestes, ocorre a estabilizagdo
do mRNA da isoforma GAC (e aumento de seu nivel proteico), levando a reliberacao de amonia
(NH3) e sua excre¢do na urina com um préton, na forma de amonio®’’, promovendo o
reestabelecimento do pH sanguineo. Assim, a isoforma GAC se apresenta como a isoforma de
escolha para a rdpida eliminacdo destes protons em excesso e reestabelecimento do equilibrio
do pH do sangue, levando a acidificagdo da urina. Desta maneira, ndo € de se espantar que
trabalho recente tenha mostrado que, em pH 6.0, GAC é a isoforma mais ativa®’®.

Este particular papel de GAC na acidificacdo da urina mostra-se potencialmente
relevante na observacdo de que GAC surgiu no periodo aproximado de 445 milhdes de anos

378

atrds”’®, no ancestral comum aos vertebrados (Figura 30 e Figura 68A). Correlacionando a

evolucdo anatdmica concomitante, € o passo em que o pronefro ancestral estd especializando-
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se com a mudanga de animais ainda com mecanismos osmoconformes (como as lampreias) —
que ndo regulam a pressio osmética de forma distinta ao meio de forma completa — para animais
osmorreguladores®”® — que mantém osmolaridade completamente distinta do meio. Para manter
esta osmolaridade distinta, estes animais precisam constantemente eliminar sais na urina e reter
agua.

Observando a evolugdo dos distintos sistemas de excrecao (Figura 68B), com o
avanco para a osmorregulacdo, o aparecimento de GAC em peixes cartilaginosos
potencialmente se relaciona com a necessidade da manutencdo do pH da urina reduzido,
importante para evitar a precipitaciio dos sais excretados®®’. Portanto, a necessidade de efluxo
de prétons superior nos rins pode ter sido a pressdo de selecdo necessdria para manutencao de
uma isoforma retrotransposta capaz de degradar glutamina de forma mais eficiente, gerando
mais amoOnio e amenizando a precipitacdo de sais na urina (Figura 68B, superior). Na
contraparte hepatica, nestes organismos, GLS2 ainda ndo se tornara imprescindivel para o ciclo
da ureia, dada a presenca da carbamoilfosfato sintase III, capaz de utilizar diretamente a
glutamina para a suplementacao do ciclo.

Com a invasdo do ambiente terrestre, a necessidade de acidificacio da urina, para a
ndo precipitacdo de sais, restringiu-se. O 6rgdo renal assumiu parte da tarefa de regular o pH
sist€émico, com a ativagdo de GAC na acidose metabdlica, j4 mencionada na introducdo, com a
reducio do ciclo da ureia frente ao pH reduzido no sangue®®!. Assim, mesmo com a mudanca
da pressdo seletiva em si, permaneceu a demanda de secre¢do de amonio no rim, agora, com
uma fina camada regulatéria através da estabilizacdo de mRNA — como a observada em
humanos®’. Do ponto de vista do pardlogo duplicado, GLS2, sua libera¢io da pressio seletiva
renal (quando da duplica¢do génica) permitiu sua modificagdo da ativacdo por fosfato para a

37,39,53,54

ativacdo por amonio — que inibe as enzimas de GLS® —, em um feedback positivo,

possivelmente relacionado com a necessidade do fornecimento ininterrupto de amdnio®® e

aspartato para o ciclo da ureia ou a regulacdo do mesmo ciclo pelo provimento de glutamato
para a sintese do regulador positivo N-acetilglutamato®* (Figura 68B, centro).

Tal hipétese evolutiva € corroborada, ainda, pelo fato do gene GLS2 ndo ser mais

32 36

observado no genoma de aves’ — que ndo realizam o ciclo da ureia™ e excretam nitrogénio

basicamente utilizando o 4cido trico (tal como em todo o grupo monofilético Reptilia), ndao
diretamente relacionado com o metabolismo de glutamina®®? (Figura 68B, inferior). Em aves, a
sintese de purina ocorre, no figado, até a formacgdo do inosinato, o qual € transportado para o
rim, onde a enzima xantina oxidase converte 0 mesmo para acido urico e realiza a excre¢ao

383

propriamente dita™’. Assim, com o afrouxamento da pressdo seletiva sobre GLS2, seu gene
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acabou sendo perdido em algum processo aleatdrio de remodelacdo do genoma — mantendo-se

a importancia de GLS para a regulaciio da acidose metabdlica®®,
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Figura 68 — Esquema da proposta importincia fisiologica das glutaminases em uma perspectiva evolutiva
(A) Eventos evolutivos relacionados com a fungao fisioldgica das glutaminases e a estrita relacdo com o balanco
de pH da urina ou sistémico, (B) comparacao doa excrec@o em peixes e aves frente ao ciclo de mamiferos, este
adaptado de Hiussinger®® (C) Relacdo entre a isoforma GAC e cancer, além da anaplerose do TCA, adaptada de
Huang et al’’®

Por fim, a especializacdo funcional proposta a partir da anélise filogenética feita
acima pode auxiliar na compreensdo dos resultados de expressao tecido tumoral das isoformas
contra tecido normal. Tumores de figado apresentam elevada expressao de GLS frente ao tecido
normal; entretanto, em tecidos normais, a expressdo do gene adaptado a necessidade de suprir
o ciclo da ureia, GLS2, é aumentado em relacdo a tecidos tumorais. Logo, com a perda de
funcionalidade e des-diferenciacdo que ocorre durante o processo tumorigénico, provavelmente
nao ha mais a necessidade de alta expressdo de GLS2 para a manutencao do ciclo da ureia; neste
contexto, GLS, que é ativada por fosfato, se tornaria mais eficaz para a proliferacdo do tumor.
Curiosamente, em figado, a isoforma priorizada € a KGA e nao a GAC, por razdes que podem
envolver o dominio extra glutaminolitico C-terminal e alguma potencial fun¢do pré-tumoral
ainda ndo elucidada.

Em rins, em contrapartida, tecidos normais expressam elevados niveis de GLS
(priorizando a isoforma KGA) enquanto que, nos tecidos tumorais, os niveis de GAC nio se
alteram, mas ocorre uma grande reducdo de KGA — condizente com uma des-diferenciacao

celular imposta pela condicdo tumoral. O porqué de alguns tipos tumorais optarem por uma
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isoforma ou outra precisaria ser validado em nivel proteico mas coloca uma questao interessante

sobre a importancia relativa das mesmas. Como ja colocado acima, Huang et al*”®

propuseram
que a escolha da isoforma GAC em situacdo de acidose sanguinea se daria pela maior atividade
da mesma em situagio de pH 4cido em relagio 2 KGA ou mesmo produtos de GLS237®. Desta
maneira, uma hip6tese interessante € a de que, dado que se sabe que o microambiente tumoral
é frequentemente 4cido devido a secrecdo de lactato de células em efeito Warburg?76-385-386,
considerando-se que esta acidez precisa ser combatida intracelularmente, GAC teria
desempenho superior que as outras isoformas para a producdo de amonia, o qual, na captura de
prétons para a formagdo de amodnio (e secrecdo do mesmo), poderia ajudar a balancear o pH
celular (Figura 68C).

Em suma (Figura 69), com a duplicacdo génica, GLS foi selecionada no contexto
de regulacdo do pH (seja acidificando a urina de peixes para evitar a precipitacdo de sais ou
atuando na economia de bicarbonato e secrecdo de prétons na acidose metabdlica de
vertebrados). GLS2, por sua vez, adquiriu a regulacio positiva por amonio e estreitou relacao

com o ciclo da ureia, evidenciada com a auséncia do gene em aves, que ndo realizam mais o tal

ciclo.
-
importancia para a homeostase do pH
KGA
GLS
GLS GAC

Aves
GLSZ — - )eiclc\:da ureia

importancia para o ciclo da ureia
Ativa(;)éépor aménio )(G[_SQ
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Figura 69 — Resumo da importincia diferencial dos genes GLS e GLS2 para a homeostase em uma
perspectiva evolutiva

5.4 IMPORTANCIA DE HUR PARA A ESCOLHA DAS ISOFORMAS DE GLS EM
MODELOS CELULARES DE CANCER

Dado que HuR pode impactar no metabolismo de RNA, ndo s6 em nivel de RNA
maduro (pela interacdo com 3’UTR e modula¢do da meia-vida do mRNA e/ou tradugdo), mas
também sobre o splicing alternativo do pre-mRNA, avaliamos o impacto desta proteina nestes

dois processamentos do transcrito do gene GLS.
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5.4.1 Regulacdo via estabilizagdo de mRNA — interagdo com 3’UTR

HuR j4 foi mostrada estabilizar o mRNA de GAC pela interagdo com elemento AU-
rich do 3° UTR de GAC humana (Figura 7) em situacdo de acidose metabdlica, como ja
discutid025’57’74’387’388
interagdo de HuR com o 3’'UTR do mRNA das isoformas humanas KGA e GAC (Figura 44).
Em nossos estudos nas linhagens HEK293T, MDA-MB-231 e PC-3, ndo observamos um

aumento da atividade de luciferase traduzida de mRNA contendo o 3 UTR de GAC quando

. Nossos estudos de imunoprecipitagio de HuR mostraram que ha

HuR.WT ¢ expressa; em contrdrio, observamos uma redu¢do desta atividade nesta condi¢c@o
(Figura 39 e Figura 70). Tais ensaios na literatura sio utilizados para mensurar a estabilidade*®’
e o potencial de tradugio* conferido por uma determinada sequéncia de RNA a um transcrito,

dado que o experimento por si é incapaz de discernir os dois eventos™!

. Uma vez que o estudo
de decaimento (apds tratamento com actinomicina) a meia vida do mRNA endégeno de GAC
ndo foi impactado pela expressao ectopica de ELAVLI, é possivel que HuR atue reduzindo o
processo de tradu¢do do mRNA contendo de GAC, o que deveria ser confirmado com
experimento de associagdo a poli-ribossomos, que mensura a atividade de sintese proteica para
um determinado transcrito®*?.

Como também ja discutido acima, os rins sdo conhecidos como responsavel pelo
balanco do pH, mantendo o tamponamento do sangue. A ativacdo desse sistema se d4 quando
células do tibulo renal sdo expostas cronicamente 2 um pH externo (pHc) préximo de 6,9°%.
Neste pH. foi publicado que ocorre a estabilizacdio do mRNA de GAC especificamente, e nao
de KGA?®. Curiosamente, o microambiente tumoral, em decorréncia do efeito Warburg
apresenta um pH. entre 6,9 e 7,0%¢ e um pHi; (interno) préximo a 7,2%°. Se HuR estabiliza o
mRNA de GAC em condi¢Oes de baixo pH, o0 mesmo nio foi mimetizado em nossos estudos,
0s quais envolveram a manutengdo das células em sistema tamponado a pHe 7,4. A realizacdo
de tais experimentos em pH mais 4cidos poderia levar a resultados diferentes.

Além da questdo do pH vale lembrar que os resultados obtidos com o0 mRNA de
GAC, onde a expressdo de HuR.WT diminuiu a estabilidade/tradu¢do segundo avaliado com
vetor reporter e ndo afetou estabilidade no estudo de decaimento, refletem a presenca de HuR
primariamente nuclear. Assim, € curioso a observagao de que a expressao de HuR.AHNS, que
apresenta maior localizacao citoplasmatica, onde os processos de estabilidade acontecem, tenha

tido um impacto ligeiramente positivo (mas ndo significativo), na atividade de luciferase cujo

mRNA estava associado a 3’UTR de GAC. A expressdo desta construcao ndo foi avaliada para
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a estabilidade do mRNA endégeno de GAC. Tal resultado indica que, para o destino do mRNA
de GAC, a localizagdo celular citoplasmatica de HuR pode ser determinante. Além disto, é
possivel que a associacdo dos estudos de HUR.AHNS com pH mais dcido levem a uma melhor
resposta no sentido de se detectar a estabilidade do mRNA de GAC dirigida por HuR. Assim,
estudos da estabilidade do mRNA de GAC por HuR ndo estdo completos e demandariam mais
ensaios. De uma maneira geral, estes estudos poderiam elucidar porque, em cortes tumorais, ha
uma relagao positiva entre a expressao de ELAVLI e os niveis de mRNA de GAC, situagdo que
nao recapitulamos em nossos estudos in vitro e em pH levemente basico.

Com relacdo ao mRNA da KGA humana, para o qual ndo existiria regulacdo por

HuR em acidose renal®”’

, 0 cendrio observado foi coerente entre 0s experimentos de
silenciamento e expressdo de ELAVLI: verificamos que o primeiro levou a reducdo da atividade
de luciferase dirigida por 3’'UTR do mRNA de KGA enquanto que a expressdo ectdpica (da
forma selvagem) levou ao aumento da mesma atividade, assim como da estabilidade do mRNA
endégeno de KGA (Figura 39). Cabe ressaltar que, mesmo na auséncia de predicdo de sitios
AU-Rich na 3’UTR de KGA, os dados previamente existentes na literatura ja indicavam que a

ligacdo também ocorria (Figura 7), o que concorda com o observado aqui nos estudos de

imunoprecipitacdo de HuR (Figura 44 e Figura 70).
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Figura 70 — Elementos regulatérios do (pré-)mRNA de GLS relacionados com HuR

5.4.2 Regulacdo via splicing alternativo

A participacdo de HuR sobre o splicing alternativo de diversos genes tem sido cada
vez mais conhecida®*, tendo sido a proteina descrita como presente no complexo supra-
spliceossomo?>3%33%_ Como j4 colocado, HuD, presente majoritariamente no tecido cerebral,
regula o splicing e a tradugdo do mRNA de GLS*’7 em camundongos, sendo que o seu knock

96,97

out reduz a expressdao de KGA. Em dois estudos com avaliagdo Omica da ligacdo de HuR a
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RNA, dos quais empregamos os dados analisados neste trabalho, mostrou-se uma relacdo de
HuR com o splicing alternativo de diversos genes, ndo tendo sido GLS identificado nos mesmos.

Buscamos uma abordagem para avaliar a relacdo de HuR e o splicing alternativo,
na qual cruzamos as informacdes obtidas da identificacdo de sua ligacdo a introns justapostos
a exons passiveis de splicing alternativo (obtidos de dados de RIP-Seq), com informacgdes de
abundancia de exons (obtidos de dados de RNA-Seq) diferencialmente expressos em situacao
de presenga versus knock down de ELAVLI (Figura 23 e Figura 24). Tal estratégia levou a
proposta de 175 alvos onde HuR potencialmente age sobre o splicing alternativo (Figura 28);
entre estes genes, encontramos GLS (Figura 29 e Figura 70).

Cabe menc¢do a publicacdo recente que mensurou a importancia de HuR sobre
splicing alternativo de maneira andloga, utilizando conjuntos de dados similares (utilizando a
andlise de PAR-CLIP-Seq de Lebedeva et al’®, avaliando sua intersec¢io com a predicdo ab
initio de sitios AU-Rich intrdnicos), e obteve resultados compativeis com os aqui
apresentados®®’. Sua abordagem também observou a ligacdo e a presenca de sitios AU-rich no
intron 14 de glutaminase, mas ndo traz inferéncia especifica da regulacdo do splicing do mesmo
— apenas observacdo global da atuag@o de HuR sobre o splicing de seus possiveis alvos baseada
em experimento de microarranjo (disponibilizado por Mukherjee et al’’), validando
experimentalmente alguns selecionados.

Avaliando apenas a presenca de ligacdo a introns (irrespectivamente se justapostos
a exons relacionados com splicing alternativo) e utilizando o experimento de PAR-CLIP-Seq
de Lebedeva et al’® como fonte dos dados, este trabalho concluiu que 7071 genes sdo regulados
por splicing alternativo guiado por HuR?%, ndo realizando estudos de enriquecimento de vias
para avaliar os processos alterados nas células. Nosso trabalho, em contrapartida, levou a
identificacdo de 2418 genes (apenas na linhagem GM12878) em que HuR mostrou ligacdo a
introns. Este menor ndmero de alvos esta provavelmente relacionado ao nosso modo de anélise,
onde aplicamos uma maior restringéncia na escolha dos introns, e priorizamos somente aqueles
justapostos a exons trocados em ao menos um transcrito e, consequentemente, apresentam
maior chance de relacio com o splicing alternativo?$>3%7.

Genes detectados em nossos estudos também foram observados neste trabalho, tais
como ABCD3, WHSC1, GART, ARMCS (Figura 24) e GLS?% (Figura 29 e Figura 70). Da lista
de 175 genes aqui propostos como efetivamente regulados por HuR depois do cruzamento com
os dados de silenciamento do gene, 157 foram também propostos por Bakheet et al***. Cabe
mencionar, também, que nenhum dos 8 alvos confirmados experimentalmente neste trabalho

(POTI, PBLD, FKBP14, NR6AI, QARS, RPE, ELF2S52 e PRAF?2) foram observados em nossa
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lista de 175 genes, o que nos leva a crer que alguns dos filtros aplicados por nés em nossa
metodologia tenha sido muito restritivo, levando a falsos-negativos. Entretanto, € plausivel de
se esperar que, sem o filtro de expressdo génica, os resultados de Bakheet et al*®* contemplem
uma grande fracao de falsos-positivos.

Encontramos que HuR potencialmente impacta na regulacdo do splicing alternativo
de diversos alvos relacionados com o metabolismo de DNA e RNA. Ndo de maneira direta e
evidente, mas a literatura ja da exemplos desta “regulagao da regula¢ao”, como a modulacao de
fatores de transcricdo >'!, metilacdo de DNA *® e de si prépria, uma reguladora de mRNA013%,
A regulacdo de HuR sobre outras proteinas relacionadas ao processamento de mRNA, aqui
observada, também é corroborada pelo previamente disponivel na literatura °>!%. Os exemplos
utilizados para demonstrar a atuacdo tanto em inser¢do como excisdo de exons (ABCD3,
WHSCI, GART, ARMCS e, também, GLS), entretanto, ndo sao alvos de nenhum estudo em
especifico.

Dentre os diversos alvos conhecidos como regulados por HuR por splicing
alternativo®®34004%1 "jdentificamos o paralogo de eIF4E, EIF4E2°%, e NF1°2, Quanto ao gene
GLS, diferentemente de nossas andlise, a avaliagdo de Mukherjee et al’’ encontrou sitios de
ligacdo de HuR em introns de GLS, entretanto seus dados de expressdo (baseados em
microarray) nao mostraram uso diferencial dos exons exclusivos a KGA ou GAC. Ja no caso
de Lebedeva et al’®, do qual oriundam os dados de RNA-Seq aqui utilizados, foi observado a
ligacdo de HuR a introns ndo especificados de GLS no experimento de PAR-CLIP-Seq, mas
ndo a abundancia diferencial de expressdo. Neste estudo, € importante mencionar que foi usada
uma estratégia de mensuracdo distinta, baseada em quantificacio de isoforma, tal como
implementado por Tuxedo Suite!68:403404,

Por fim, a utilizagdo dos dados de PAR-CLIP Seq para identificar os sitios de
interacdo de HuR no intron 14 do gene GLS, quando cruzada com a informacdo acerca da
mudanca evolutiva da regido, abordagem inédita utilizada por nés no estudo do splicing de GLS
por HuR, permite localizar o possivel elemento responsivel a HuR (Figura 29). Tal identificacio
permite, por exemplo, estudos de mutagao sitio-dirigida e confirmacao da sequéncia regulatéria
proposta. Além disto, seria importante realizar o bloqueio da regido com o uso de sequéncias
ASO (antisense oligonucleotides) para provar sua importancia para o processo de splicing,
como j4 reportado anteriormente®.

Para validar experimentalmente o mecanismo de atuagdo de HuR sobre o splicing

alternativo de GLS (Figura 70), empregamos um sistema repérter'?! adaptados por nés (Figura

40, Figura 41 e Figura 42). Os resultados confirmaram o envolvimento de HuR com splicing
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de GLS mediado pelo intron 14: enquanto que o knock down de ELAVLI levou a inclusdo do
exon 15 e formagdo de proteina repdrter equivalente a escolha de GAC, a super-expressao deste
gene levou ao skipping do exon 15 e formacdo de proteina repdrter equivalente a escolha de
KGA. Concomitantemente, através de experimentos in vitro, mostramos a intera¢ao direta da
proteina HuR expressa em sistema heterélogo procariético e purificada com o intron 14 de GLS
transcrito in vitro (Figura 45).

Observando o proposto sitio de ligacdo de HuR (Figura 29), localizado a 159 pares
de base a montante da regido do branchpoint (onde ocorre a ligacdo covalente entre o 5° do
intron excisado, cujo reconhecimento por snRNP U2 € imprescindivel para a concretizacdao da
excisdo*®) e a sua capacidade de interagir (com os dois primeiros dominios) com apenas 11
pares de base, a hipotese simples do impedimento fisico de acesso aos elementos regulatorios
chave do splicing ndo parece provavel. A identificacio de HuR como parte do
supraspliceosssomo, realizada por grupos independentes utilizando técnicas de espectrometria

de massas 94,395,396,406

, ndo indica um parceiro especifico de interagdo, mas a participacdo no
conjunto completo de proteinas que compde a estrutura responsavel por realizar o splicing
alternativo dos transcritos.

Uma proposta existente na literatura justifica a relacdo de HuR com o skipping de
exons através da ligacdo a regides distais dos mesmos e impedindo o reconhecimento pela
snRNP Ul (small nuclear ribonucleo protein Ul) da regido 5’ do intron subsequente, o que
implica no ndo reconhecimento daquele exon e sua remocdo do transcrito final®®. Tal
mecanismo nao se aplica em nosso cendrio dado o evento de regulacdo ser mediado pelo intron
que antecede o exon e ndo por sequéncia dentro do préprio exon, como no modelo levantado.
Também, o modelo proposto demanda de um bloqueio fisico da ligacdo na regido, o que ndo
poderia ser transposto para o SnRNP U2 (small nuclear ribonucleo protein U2, responsavel pela
ligacdo ao branchpoint intronico), salvo ligacdo de HuR em regides mais proximais ao sitio de
reconhecimento de splicing ndo observadas nos experimentos avaliados. Assim, a

caracterizacdo mecanistica de HuR sobre as diversas formas de atuacdo sobre o splicing

alternativo de genes ainda permanece em aberto.

5.4.3 Atuacdo de HuR na escolha das isoformas de GLS e fenétipo de linhagens tumorais de

mama

Como comentado acima, detectamos experimentalmente a ligagdo de HuR tanto na

3’UTR de GAC quanto de KGA, assim como no intron 14 do gene GLS, indicando que HuR



174

regula o metabolismo do RNA desta enzima em diversos niveis. In vitro, verificamos um efeito
negativo de HuR (pelo menos em sua versdo completa, WT) sobre
estabilidade/tradugao/escolha em splicing ou qualquer outro evento relacionado ao mRNA de
GAC, assim como o efeito positivo de HuR sobre KGA € corroborado pela observagao de que
o silenciamento de ELAVLI em diversas linhagens celulares de cancer de mama gera aumento
dos niveis proteicos (e de mRNA) de GAC e diminui¢do dos mesmos niveis de KGA (Figura
31 e Figura 32). Com o objetivo de confirmar a alteragdo dos niveis de KGA na expressdo e
silenciamento de ELAVLI, utilizamos a técnica de CRISPR/Cas9120’122’296para inserir uma
proteina fluorescente no C-terminal de KGA (Figura 43). Com esta ferramenta, confirmamos
os achados de que HuR impacta no aumento dos niveis de KGA, sendo os mesmos reduzidos
em seu silenciamento e aumentados em sua expressao ectopica.

HuR apresentou variados niveis de expressdo (detectado por imunofluorescéncia e
western blot) em linhagens de cancer de mama. Sua abundancia proteica no estado basal destas
linhagens se correlacionou fraca e positivamente com os niveis de KGA, mas ndo de GAC,
confirmando que HuR impacta de maneira mais ubiqua em KGA, sendo a sua a¢@o sobre GAC
contexto dependente.

Confirmamos o observado em outros estudos acerca da localiza¢do nuclear de HuR
em cultura celular®; cabendo ressaltar que HuR transita entre niicleo e citoplasma, sendo sua
localizagdo citoplasmatica dependente de regulacdo através da fosforilagdo de sua sequéncia
HNS*740% HyR foi mostrada regular a formacdo de actin stress fibers pela estabiliza¢do do
mRNA de ACTB (gene que codifica a B-actina)*'®. Quando avaliados simultaneamente a
abundancia de HuR e o fendtipo das actin stress fibers (propostas como importantes para a
forca mecanica de migracio celular’®®), observamos que algumas linhagens com um maior
conteudo total HuR apresentam mais destas estruturas (Figura 48), ndo tendo sido obtido uma
correlacdo positiva alta entretanto quando diversas linhagens foram avaliadas (Figura 49). Tal
observacdo reforca que, apesar de HuR estar relacionada a este fendmeno, como ja publicado®!?,
nao € o regulador master do mesmo pelo menos neste tipo tumoral.

Em MDA-MB-231 e BT549 observamos uma correlacdo positiva célula a célula
entre os niveis de HuR e a formacdo de actin stress fibers; em acordo, o silenciamento de
ELAVLI reduziu os fendtipos invasivos e a propria formacao destas estruturas nestas linhagens
(Figura 49). Em Hs578t, que apresentou relacdo negativa entre HuR e a formacao de actin stress
fibers, o silenciamento de ELAVLI foi capaz de reduzir capacidade invasiva em experimento

de transwell, o que sugere que HuR afeta este parametro de maneira independente a formagao
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das fibras (Figura 57). O efeito do silenciamento de ELAVLI sobre a formacdo de actin stress
fibers ndo foi medido para esta linhagem celular.

Também observamos que algumas linhagens de cancer de mama respondem a
remocdo de glutamina do meio de cultura com a redu¢do dos niveis totais de HuR e, em ao
menos duas, BT549 e MDA-MB-468, foi observada uma transloca¢do do nicleo para o
citoplasma quando desta supressdo (Figura 50). O efeito da deplecdo de aminodcidos sobre a
localizacao de HuR ja foi mostrado de forma similar, mas ndo especificamente relacionado
apenas com glutamina*”. Na tentativa de verificar se esta regulacdo por acesso a glutamina é
limitada por questdes espaciais de difusdo e impacta na localiza¢do de HuR, estabelecemos um
modelo tridimensional de esferoides de BT549. Desta maneira, observando se havia alteracao
dalocalizacdo de HuR em func¢do da distincia da célula da borda da massa celular, esperariamos
mimetizar situacdo andloga a um tumor real que apresenta limitacao de acesso a nutrientes por
auséncia de vascularizacdo. Neste sentido, também esperariamos mimetizar uma situagdo onde
células em massa tumoral tem variacdo na localizacdo nucleo/citoplasma de HuR (como ja
observamos preliminarmente de cortes de estudos de enxertos xenograficos — dados ndo
mostrados) e podem assim, impactar diferentemente nas isoformas.

Nossos resultados mostraram que o modelo de esferdide nao mimetizou uma massa
tumoral auténtica, ja que o posicionamento celular de HuR nao variou em fun¢ao da localizacao
celular na esfera (Figura 51). Desta maneira, ndo pudemos testar a hipdtese de que maior
localizacdo citoplasmatica de HuR (combinado a deplecdo de nutrientes/oxigénio) poderia ser
a situacdo ideal para se observar o aumento de GAC. Entretanto, ao longo do diametro
analisado, evidenciamos uma correlagc@o positiva entre os niveis de HuR e KGA.

Nas linhagens de cancer de mama aqui avaliadas, verificamos que o silenciamento
de ELAVLI levou a significativa reducdo da proliferacdo tanto em um sistema bidimensional
(Figura 52) como tridimensional (Figura 53). Este ultimo modelo agrega diversas similaridades

ao crescimento tumoral in vivo, tais como interacdo célular*!”

e a j4 mencionada limitacdo da
distribuicdo de nutrientes e gases*'!. Importante, o silenciamento também levou 4 menor
localizagdo nuclear de B-catenina, o que pode estar associada a reducdo da migrag@o e invasao
medidas in vitro (Figura 54). Tal observagdo acerca da via Wnt ndo se articula com alguns
achados da literatura, nos quais HuR foi mostrada promover a localizacao citoplasmética de B—

412

catenina™ . Tal incongruéncia pode estar relacionada com a regulacao da estabilidade de alguns

transcritos por HuR/B-catenina em cincer de mama especificamente no contexto de hipéxia*'?,
De forma coerente aos nossos achados em MDA-MB-231, outros trabalhos ja mostram a

inibicdo de HuR levando a diminuicdo da migracdo desta linhagem em experimentos de
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scratch-wound®®* (Figura 55 e Figura 56) e invasdo em cimara de boyden*** (Figura 57). No
intuito de entender se a diminui¢do nos niveis de KGA pudesse estar ligada a perda na
capacidade proliferativa e invasiva das células decorrente do silenciamento de ELAVLI,
expressamos esta proteina ectopicamente nas células (Figura 58). A reintrodu¢do de KGA nas
células ndo resgatou tais fendtipos celulares e acredita-se que os mesmos sejam ligados a

regulaciio que HuR exerce sobre ciclinas do ciclo celular®??

ou alvos relacionados a migragdo e
invasdo '%+1%  Alé¢m disto, reforca a ideia de que a isoforma KGA ndo contribui para a

agressividade de tumores de mama. O panorama geral dos achados estd resumido na Figura 71.
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Como a resposta da manipulacdo de HuR sobre KGA se da claramente no nivel
proteico em diversos modelos estudados, acreditamos que HuR seja um regulador primordial
desta isoforma, o que se da por splicing e aumento de estabilidade de mRNA. Entretanto, HuR
tem o potencial estabilizar o mRNA de GAC no citoplasma em situacdes especificas de acidose,
aspecto este que nao foi completamente estudado neste trabalho. Assim, na avaliagdo de uma
massa tumoral como um todo, em algumas células onde HuR teria maior presenca
citoplasmatica, HuR poderia impactar positivamente no mRNA e proteina de GAC. Tal
fendmeno poderia explicar porque observamos que em tumores de mama do TCGA maior

expressdao de ELAVLI esté relacionado com aumento do mRNA de GAC e KGA.
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Enquanto que a diminuicdo de KGA nio foi ligada as alteragdes na capacidade
migratdria das células, acreditamos que o aumento de GAC tenha sido o elemento envolvido
com o ganho de capacidade glutaminolitica (medido pelo aumento de consumo de glutamina e
atividade de glutaminase) e dependéncia de glutamina para biossintese (medido por
proliferacdo) e energética celular (inferido das medi¢des de respiracdo) (Figura 59, Figura 60 e
Figura 71). J4 foi aqui discutido que a isoforma GAC é mais ativa que a KGA?®, o que, acredita-
se, estar relacionado a um C-terminal mais curto e desestruturado propiciando a formacao de
fibras supra-tetraméricas mais ativas>’. Neste sentido, a supressio de HuR levou a um aumento
da dependéncia metabdlica celular a glutamina, dado este inédito na literatura. Desta maneira,
a inibicdo quimica de GAC utilizando a molécula CB-839 afetou mais profundamente a
respiragao celular, proliferagdo, migracdo e invasao de células BT549 silenciadas para ELAVLI.
Uma contra-prova importante ndo-executada para nossa argumentacao seria o knock down de
GAC combinado com o knock down de ELAVLI e verificagdo do retorno desta sensibilidade
para o nivel do controle.

Nossas andlises de GC-MS de células com knock down de ELAVLI (Figura 61)
mostraram que os niveis de glutamina e glutamato intracelular ndo se alteraram mesmo com a
intensificacdo do consumo do primeiro. Tal resultado pode refletir que HuR comanda de
maneira pleitotropica o metabolismo deste aminodcido na célula, e, além de definir maior
consumo do meio externo (observado experimentalmente) também comanda maior vazao
metabodlica do mesmo (coerente com a expressdo da isoforma mais ativa) — mantendo os
estoques intracelulares. Além disto, observamos um acumulo de aspartato e de metionina nas
células com knock down de ELAVLI, acimulo para os quais desconhecemos 0 mecanismo
envolvido assim como potenciais implicacdes. Apesar disto, é curioso que, no conjunto dos
metabolitos identificados assim como de features para as quais nao foi possivel a identificagdo
molecular, células com niveis normais de HuR ou com supressdo do mesmo apresentam perfil
metabodlico distinto, implicando que HuR impacta no metabolismo celular de maneira
significativa, o que precisaria ser melhor descrito. A identificag@o de tais features demanda da
utilizacdo de bibliotecas de fragmentacdo maiores e mais adaptadas aos subprodutos do
metabolismo humano, e estd em andamento.

Diversos inibidores para as glutaminases ja foram e estdo sendo propostos! 763368415

304,416

e HuR tem se mostrado um crescente alvo para a inibicdo quimica igualmente , ja sendo

proposta a inibi¢do conjunta de HuR com outros alvos sensibilizados apds sua inativa¢io’>.
Uma vez que células de cancer de mama com supressao de HuR se tornaram mais dependentes

a glutamina, resolvemos explorar esta dependéncia combinando o knock down de ELAVLI com
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a inibi¢do quimica de glutaminase (Figura 72). Como j4 colocado acima, nossos resultados
mostraram que a combinagdo do knock down de ELAVLI com a inibi¢do de glutaminase por
CB-839 foram mais efetivos na reducgdo da prolifera¢do (levando a morte celular), migragao e
invasdo das células comparado ao uso destes elementos isoladamente (Figura 62 e Figura 65).
Estudos pré-clinicos in vivo combinando o knock down de ELAVLI com inibi¢do de
glutaminase estdo em andamento em colaboracdo com a Dra. Maria Cristina R Rangel, no
laboratério do Dr. Roger Chammas do ICESP/SP.

Dezenas de estratégias quimicas ja foram propostas para a inibi¢do de HuR no
tratamento de tumores>*%, desde moléculas amplamente inespecificas, como quercetina*'’, até
moléculas avaliadas como inibidores especificos através de ensaios de high throughput

416,418,419

screening , contemplando inibidores com ag¢do anti-proliferativa em tumores de

mama®*. Apesar disto, até a data nio ha estudo clinico para nenhuma das moléculas registrado
em ClinicalTrials.gov. Com relacdo a glutaminase, diversos estudos clinicos estdo em
andamento para aplicacdes do composto CB-839, em monoterapia ou associagdo, para diversos
origens tumorais, dentre elas mama, pulmdo, rim, entre outras®®®. Especificamente, o crescente

numero de estudos clinicos com associacdes de CB-839 aponta que sua aplicagdo como

monoterapia ndo se sustenta na maior parte dos tipos tumorais.
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Figura 72 — Estratégia terapéutica proposta de acordo com os resultados obtidos, com o simultineo
silenciamento de ELAVLI e inibi¢do quimica de glutaminase.

Para dar for¢ca a nossa proposta terap€utica, os achados in vitro precisam ser
confirmados in vivo. A préxima lacuna a ser respondida seria de quais subtipos tumorais de
cancer de mama melhor responderiam ao tratamento proposto. Dada a elevada expressao de
ELAVLI ocorrer no subtipo basal-/ike e triplo-negativo para os marcadores clinicos (ausentes

da expressao dos receptores de estrégeno e progesterona e sem amplificagdo do receptor do tipo
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2 de fator de crescimento epidérmico?**), tal fracdo dos pacientes se mostra como uma sugestio
inicial de tumores que responderiam ao tratamento (Figura 16). Cabe salientar que a célula
utilizada para a avaliacdo da hipdtese de inibicdo combinada, BT549, pertence aos subtipos
triplo-negativo e basal-like. Nosso laboratdrio ja tem interesse neste modelo tumoral por serem
tumores agressivos e de pior progndstico e nos quais ja foi demonstrada a dependéncia por
glutamina e sensibilidade a inibicio da glutaminase!’. Entretanto, dados do nosso grupo (ndo
publicados) e de outros grupos'’ tém mostrado uma grande variacdo da sensibilidade de
linhagens deste subtipo tumoral a inibicdo quimica de GLS, o que nos sugere heterogeneidade
a resposta nos pacientes tratados com CB-839. Assim, uma proposta seria que a terapia
combinada de CB-839 com inibi¢do de HuR poderia ser mais eficaz em tumores com menor
dependéncia de glutamina. Com o silenciamento de ELAVLI, tais tumores se tornariam mais
dependentes ao aminodcido e, consequentemente, mais sensiveis a inibi¢do quimica de GLS.
Se esta abordagem seria mais efetiva em tumores triplo-negativos de sensibilidade reduzida a
glutaminase ou poderia mesmo ser efetiva em tumores ndo-triplo negativos (tornando-os

dependentes deste aminoécido) é uma questdo em aberto.
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6 CONCLUSAO

. Utilizando dados de transcriptomica disponiveis publicamente pelo TCGA,
estabelecemos um panorama de expressao de ELAVLI e das isoformas KGA e GAC em
diferentes tipos tumorais. Verificamos que a expressio de ELAVLI estd aumentada em
diferentes tumores, incluindo mama; para muitos tumores a alta expressdo de ELAVLI se
correlaciona com pior sobrevida livre de recidiva (e livre de metdste, no caso de mama),
enquanto que para outros se correlaciona com melhor sobrevida livre de recidiva. De maneira
inédita, nosso estudo € o primeiro que realiza uma andlise pan-cancer da relacdo do nivel total
de HuR sobre o impacto na sobrevida dos pacientes, expandindo as observagdes existentes, até
entdo focada em um ou outro tumor e priorizando a informagdo de localizacio da proteina.

. Com os estudos de transcriptdmica, observamos também uma maior escolha de GAC
sobre KGA (medida pela razdo de expressdo dos seus exons exclusivos) em diferentes tipos
tumorais, incluindo mama. Apesar da observacao da preferéncia de diversos tumores por GAC
estar exemplificada em alguns trabalhos da literatura, este é o primeiro onde esta relacdo é
apresentada de maneira geral em diversos tumores e confirma a predilecdo da grande maioria
deles pela GAC, pelo menos em nivel transcricional.

= Em tumores de mama do TCGA, a expressao alta de ELAVLI se correlacionou com
maiores niveis de GAC e KGA. Também, tumores do subtipo triplo-negativo e basal-like
mostram maior abundancia de ELAVLI.

. Acrescentamos evidéncias a atuacdo de HuR como proteina com importante papel na
regulacdo do splicing alternativo, proponto possiveis 175 alvos em que HuR liga-se a algum
intron relacionado ao splicing alternativo e ocorre troca das isoformas expressas quando do
silenciamento de ELAVLI.

= Observamos também uma regulacio especifica de introns observada espacialmente,
sendo a ligacdo de HuR nao correlacionada apenas com a abundancia de introns em uma
determinada regido genOmica, todavia, sim, aos elementos regulatdrios presentes.

- Os propostos genes cujo splicing é regulado por HuR enriquecem vias relacionadas com
o metabolismo geral da célula e, mais especificamente, o metabolismo de RNA e DNA,
indicando que HuR tem um papel preponderante em regular outras proteinas que, como ela,
atuam no controle fino da expressao génica.

- Propomos que o mecanismo regulatério do splicing de GLS por HuR ndo consiste na

simples oclusdo fisica do sitio de branchpoint utilizado pelo spliceossomo. A regido
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identificada, utilizando conservacgdo de sequéncia e experimentos Omicos de imunoprecipitacao
de RNA, nio € sobreposta aos elementos minimos reconhecidos pelo spliceossomo.

. Conseguimos estabelecer ferramentas moleculares capazes de suprimir ou aumentar a
expressdo de ELAVLI em linhagens celulares, utilizando sistemas transientes, constitutivos e
induziveis.

. Estabelecemos também sistemas reporter para a estabilidade mediada pela 3’UTR das
isoformas KGA e GAC de GLS, além de minigene capaz de indicar por fluorescéncia a escolha
entre as duas isoformas durante o splicing alternativo. Em conjunto, tais ferramentas sdo
capazes de discernir efeitos de splicing ou de estabilidade/tradu¢do sobre o destino do mRNA.
. Observamos a expressdo proteica de HuR em um painel de células de cancer de mama,
e verificamos uma correlacdo positiva da abundincia da mesma com os niveis proteicos da
1soforma KGA, mas ndo de GAC. Os niveis totais de HuR se correlacionaram com aumento de
formacao de actin stress fibers.

. O gene ELAVLI foi introduzido ectopicamente ou silenciado em linhagens de tumor de
mama, com a presenca de HuR impactando sempre positivamente pela escolha de KGA e, em
muitos casos, sua auséncia levando ao aumento de GAC. O mesmo foi observado em linhagens
de tumor de prdstata.

. Mostramos por RIP-RT-PCR que HuR se associa a 3’UTR do mRNA de GAC, KGA ¢
ao intron 14 do gene GLS, diretamente ligado a escolha entre as isoformas durante o processo
de splicing. Para o intron 14 de GLS, também validamos a interagdo in vitro utilizando técnica
de FRAP.

. Utilizamos ensaios celulares com genes reporteres que mostraram que HuR.WT
aumenta a estabilidade do mRNA de KGA (e potencialmente diminui tradu¢cdo do mRNA de
GAC) e propicia a escolha do mRNA de KGA sobre GAC durante o processo de splicing. Nao
obtivemos conclusdes assertivas acerca do efeito do 3’UTR de GAC, sugerindo apenas que
HuR atua de alguma forma nesta regulacdo, possivelmente envolvendo modulacdo de taxas de
traducao.

. Estabelecemos, utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9, célula com introdugdo de cauda
fluorescente no C-terminal da proteina KGA enddgena, capaz de prontamente reportar os niveis
de abundancia da mesma quando de maneira independente de imunomarcagdo. Tal linhagem
celular respondeu como esperado segundo a literatura acerca da regulacio de KGA durante o
ciclo celular.

. Empregando a linhagem construida como sensora dos niveis de KGA, confirmamos que

a expressdao de HuR aumenta os niveis de KGA e a sua supressao diminui os niveis da isoforma.
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. De maneira geral, HuR se localiza preferencialmente no nicleo (o que € mais
frequentemente observado em cultura de células) onde influencia a escolha do mRNA de KGA
sobre o de GAC.

. Ressaltamos, também, que em linhagens onde a presenca de KGA esta nivelada com a
de GAC, observamos claramente a troca das isoformas com a manipulacdo de HuR e a¢do de
HuR sobre GLS deve-se dar primordialmente em nivel de splicing alternativo do gene. Em
outras onde KGA ja se mostra escasso frente a GAC, a manipulacdo de HuR surtiu efeitos
diversos sobre o nivel proteico e de mRNA de GAC. Nestas, as quais jd foram mostradas ser
mais dependentes de glutamina (triplo-negativas de alto conteido de GAC), acreditamos que
outros mecanismos sdo acionados para garantir a mixima presenca de GAC, havendo pouca
janela para a a¢do de HuR.

. Realizamos a reconstru¢ao da historia evolutiva da isoforma GAC, tendo concluido que
GAC surgiu em evento de retrotransposi¢do. Observando a evolucdo do sistema excretor dos
animais e o aparecimento das isoformas de GLS, assim como do seu pardlogo GLS2, concluimos
que os dois genes apresentam funcdes fisioldgicas distintas relacionadas ao metabolismo
sistémico do nitrogénio. Em especifico, com especializa¢do permitida pela duplicacio de GLS,
GLS2, que ¢ mais expressa em figado, tem papel mais importante para o ciclo da ureia.
Concomitantemente ao processo de selecdo funcional, ocorreu uma adaptacdo do mecanismo
de regulacdo das isoformas de GLS, permitindo a expressdo da cataliticamente mais ativa
(GAC) em um contexto metabdlico adequado, mediante a utiliza¢do dos elementos regulatdrios
retrotranspostos € modificados. O elevado grau de especializagdo tecidual gerado por esta
adaptacdo evolutiva fica claro com a redugdo dos niveis de GLS2 em tumores hepdticos e de
GLS em tumores renais, dada a desdiferenciacdo celular intimamente ligada ao processo
tumoral.

. O knock down de ELAVLI levou a diminui¢do da proliferacdo (bi- e tridimensional),
migracdo e invasdo de linhagens de tumor de mama, assim como aumento de dependéncia
metabolica de glutamina (em célula menos dependente relacionada a célula mais dependente).
. O resgate da expressdao de KGA ndo restaurou a capacidade proliferativa e migratdria
das células, indicando que a troca das isoformas de GLS nao € o principal efetor deste fenétipo
mediado por HuR.

. Mostramos que o knock down de ELAVLI pode apresentar sinergia com a inibicao
quimica de glutaminase no sentido de diminuir a proliferagcdo, invasdo e migracao da linhagem

de tumor de mama BT549 in vitro. Propomos que a terapia combinada de inibi¢@o destas duas
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proteinas tem o potencial de ter efeito teraputico aumentado frente a inibi¢do isolada das

mesmas no tratamento de tumores de mama.
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APENDICES

Apéndice 1: Legenda da representacio topografica dos érgaos dados disponiveis no
TCGA

. Cédigo .
Sexo # Tecido TC G%& Tipo
| Cérebro GBM Glioplastoma nllultiforme
LGG Glioma de baixo grau
2 Olho UVM{ Melanoma uveal
3 Cabeca e pescoco HNSC Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
4 Tiredide THCA Carcinoma papilar de tiredide
5 Esofago ESCA Céncer de esofago
6 Pleura MESOf Mesotelioma
- LUAD Adenocarcinoma de pulmio
7 Pulmao - , o
LUSC Carcinoma de células escamosas de pulmao
8 Linfonodos DLBC Linfoma difuso de grandes células B
9 Timo THYM+ Timoma
10 Figado LIHC Carcinoma hepatocelular
Indiferente 11 Ducto bilear CHOLY} Colangiocarcinoma
12 Pancreas PAAD Adenocarcinoma pancredtico ductal
13 Estdmago STAD Adenocarcinoma de estdmago
14 Pele SKCM Melanoma cutineo
15 Adrenal ACCt Carcinoma Adrenoconica?
PCPG+ Feocromocitoma & Paraganglioma
KIRC Carcinoma renal de células claras
16 Rim KICHY Carcinoma renal croméfobo
KIRP Carcinoma papilar renal
17 Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de célon
18 Bexiga BLCA Cancer de bexiga
19 Intestino delgado READ Adenocarcinoma de reto
20 Tecidos macios SARCY} Sarcoma
21 Medula 6ssea LAML Leucemia mieldide aguda
22 Mama* BRCA Cancer de mama
23 Utero UCEC Céncer de endométrio
Feminino UCST Carcinossarcoma uterino
24 Ovdrio oV Cistadenocarcinomas serosos do ovdrio
25 Cérvice uterino CESC Cancer cervical
Masculino 26 Prostata PRAD Adenocarcinoma de préstata
27 Testiculos TGCTY Cancer de células germinativas de testiculo

T Tumores considerados raros pelo TCGA. * Indicado como tumor tipicamente feminino, também acometendo homens.
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Apéndice 2: Lista de genes em que HuR liga em introns justapostos a exons envolvidos
com splicing alternativo e apresentam ao menos um exon diferencialmente abundante

quando do silenciamento de HuR (continua)

Ensembl ID Gene ID HUGO Ensembl ID Gene ID HUGO
ENSG00000126070 192669 AGO3 ENSG00000151914 667 DST
ENSG00000117528 5825 ABCD3 ENSG00000104047 56986 DTWDI1
ENSG00000138443 10152 ABI2 ENSG00000135930 9470 EIF4E2
ENSG00000123983 2181 ACSL3 ENSG00000134759 55250 ELP2
ENSG00000008277 53616 ADAM?22 ENSG00000132199 55556 ENOSF1
ENSG00000101126 23394 ADNP ENSG00000112851 55914 ERBIN
ENSG00000173744 3267 AGFG1 ENSG00000120705 2107 ETF1
ENSG00000004455 204 AK2 ENSG00000166801 63901 FAMI111A
ENSG00000131503 54882 ANKHDI1 ENSG00000113391 83989 FAMI172A
ENSG00000084234 334 APLP2 ENSG00000172775 80011 FAMI192A
ENSG00000100852 394 ARHGAP5 ENSG00000158169 2176 FANCC
ENSG00000162980 26225 ARLS5A ENSG00000145907 10146 G3BP1
ENSG00000113966 84100 ARLG6 ENSG00000159131 2618 GART
ENSG00000114098 25852 ARMCS ENSG00000090863 2734 GLGl1
ENSG00000112249 10973 ASCC3 ENSG00000115419 2744 GLS
ENSG00000066279 259266 ASPM ENSG00000141404 2774 GNAL
ENSG00000017260 27032 ATP2C1 ENSG00000087460 2778 GNAS
ENSG00000033627 535 ATP6VOALI ENSG00000089916 55668 GPATCH2L
ENSG00000085224 546 ATRX ENSG00000151233 283464 GXYLTI1
ENSG00000029363 9774 BCLAF1 ENSG00000105968 94239 H2AFV
ENSG00000148120 84909 C9orf3 ENSG00000048052 9734 HDAC9
ENSG00000128595 813 CALU ENSG00000100644 3091 HIF1A
ENSG00000153113 831 CAST ENSG00000092199 3183 HNRNPC
ENSG00000175455 64770 CCDC14 ENSG00000138668 3184 HNRNPD
ENSG00000152492 152137 CCDC50 ENSG00000125944 10236 HNRNPR
ENSG00000149231 79780 CCDCB82 ENSG00000166130 121457 IKBIP
ENSG00000196776 961 CD47 ENSG00000115604 8809 IL18RI1
ENSG00000188419 1121 CHM ENSG00000071243 54556 ING3
ENSG00000141367 1213 CLTC ENSG00000068745 51447 IP6K2
ENSG00000143771 29097 CNIH4 ENSG00000090376 11213 IRAK3
ENSG00000125107 23019 CNOT1 ENSG00000102781 84056 KATNALLI
ENSG00000214078 8904 CPNE1 ENSG00000121774 10657 KHDRBS1
ENSG00000009307 7812 CSDEI1 ENSG00000115919 8942 KYNU
ENSG00000113712 1452 CSNKI1AI ENSG00000073803 9175 MAP3K13
ENSG00000044115 1495 CTNNAI ENSG00000152601 4154 MBNLI
ENSG00000109861 1075 CTSC ENSG00000175471 79772 MCTPI1
ENSG00000158290 8450 CUL4B ENSG00000185787 10933 MORF4L1
ENSG00000257923 1523 CUX1 ENSG00000198015 28977 MRPLA42
ENSG00000055163 26999 CYFIP2 ENSG00000057935 57504 MTA3
ENSG00000100523 80821 DDHDI ENSG00000100330 8897 MTMR3
ENSG00000198563 7919 DDX39B ENSG00000197535 4644 MYO5A
ENSG00000198947 1756 DMD ENSG00000244754 10443 N4BP2L2
ENSG00000119661 83544 DNALI ENSG00000132780 4678 NASP
ENSG00000188641 1806 DPYD ENSG00000158092 4690 NCK1
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Apéndice 2: Lista de genes em que HuR liga em introns justapostos a exons envolvidos
com splicing alternativo e apresentam ao menos um exon diferencialmente abundante
quando do silenciamento de HuR (continuacio)

Ensembl ID Gene ID HUGO Ensembl ID Gene ID HUGO
ENSG00000196712 4763 NF1 ENSG00000165416 10910 SUGT1
ENSG00000181163 4869 NPM1 ENSG00000102710 55578 SUPT20H
ENSG00000110713 4928 NUP98 ENSG00000135316 10492 SYNCRIP
ENSG00000109180 54940 OCIADI1 ENSG00000179152 285343 TCAIM
ENSG00000115947 5000 ORC4 ENSG00000108064 7019 TFAM
ENSG00000197111 5094 PCBP2 ENSG00000114126 7029 TFDP2
ENSG00000100731 22990 PCNX1 ENSG00000151923 7073 TIAL1
ENSG00000170248 10015 PDCDG6IP ENSG00000143183 54499 TMCO1
ENSG00000113448 5144 PDE4D ENSG00000117500 50999 TMEDS
ENSG00000204138 65979 PHACTR4 ENSG00000106460 54664 TMEM106B
ENSG00000118482 23469 PHF3 ENSG00000109133 55161 TMEM33
ENSG00000115762 55041 PLEKHB2 ENSG00000103978 25963 TMEMS7A
ENSG00000135241 50640 PNPLAS ENSG00000120802 7112 TMPO
ENSG00000145725 23262 PPIP5K2 ENSG00000083312 3842 TNPO1
ENSG00000100614 5494 PPMI1A ENSG00000076554 7163 TPD52
ENSG00000138814 5530 PPP3CA ENSG00000153827 9320 TRIP12
ENSG00000080815 5663 PSEN1 ENSG00000135451 10024 TROAP
ENSG00000100902 5687 PSMAG6 ENSG00000163728 151613 TTC14
ENSG00000197170 5718 PSMD12 ENSG00000182670 7267 TTC3
ENSG00000117569 58155 PTBP2 ENSG00000101019 55245 UQCCI
ENSG00000110958 10728 PTGES3 ENSG00000101558 9218 VAPA
ENSG00000184007 8073 PTP4A2 ENSG00000196715 154807 VKORCILI1
ENSG00000112531 9444 QKI ENSG00000197969 23230 VPS13A
ENSG00000161800 29127 RACGAPI1 ENSG00000118965 57539 WDR35
ENSG00000116473 5906 RAPIA ENSG00000133316 54663 WDR74
ENSG00000162521 5928 RBBP4 ENSG00000109685 7468 WHSCI1
ENSG00000117625 55758 RCOR3 ENSG00000060237 65125 WNK1
ENSG00000137075 152006 RNF38 ENSG00000198373 11060 WWP2
ENSG00000008988 6224 RPS20 ENSG00000143324 9213 XPR1
ENSG00000143252 6391 SDHC ENSG00000079246 7520 XRCC5
ENSG00000138674 22872 SEC31A ENSG00000015153 10138 YAF2
ENSG00000183291 9403 SEP15 ENSG00000058673 9877 ZC3HI11A
ENSG00000168385 4735 SEPT?2 ENSG00000121741 7750 ZMYM?2
ENSG00000097033 51100 SH3GLBI1 ENSG00000010244 7756 ZNF207
ENSG00000136603 6498 SKIL ENSG00000167380 7769 ZNF226
ENSG00000111371 81539 SLC38A1 ENSG00000112200 26036 ZNF451
ENSG00000113658 4090 SMADS ENSG00000171466 54811 ZNF562
ENSG00000159140 6651 SON ENSG00000179195 144348 ZNF664
ENSG00000153914 140890 SREK ] ENSG00000197472 57116 ZNF695
ENSG00000188529 10772 SRSF10 ENSG00000120963 51123 ZNF706
ENSG00000141380 6760 SS18 ENSG00000160352 148206 ZNF714
ENSG00000114850 6747 SSR3 ENSG00000198040 7637 ZNF84
ENSG00000165209 55342 STRBP ENSG00000036549 26009 7773
ENSG00000113387 10923 SUBI1
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SUMMARY

Altered energy metabolism is a cancer hallmark as
malignant cells tailor their metabolic pathways to
meet their energy requirements. Glucose and gluta-
mine are the major nutrients that fuel cellular meta-
bolism, and the pathways utilizing these nutrients
are often altered in cancer. Here, we show that the
long ncRNA CCAT2, located at the 8q24 amplicon
on cancer risk-associated rs6983267 SNP, regulates
cancer metabolism in vitro and in vivo in an allele-
specific manner by binding the Cleavage Factor |
(CFIm) complex with distinct affinities for the two
subunits (CFIm25 and CFIm68). The CCATZ2 interac-
tion with the CFIm complex fine-tunes the alternative
splicing of Glutaminase (GLS) by selecting the
poly(A) site in intron 14 of the precursor mRNA. These

520 Molecular Cell 67, 520-534, February 18, 2016 ©2016 Elsevier Inc.

findings uncover a complex, allele-specific regulato-
ry mechanism of cancer metabolism orchestrated by
the two alleles of a long ncRNA.

INTRODUCTION

Long non-coding RNAs (IncRNAs) form the largest part of the
mammalian non-coding transcriptome (Mercer et al., 2009)
and are generally expressed in a developmental-, tissue-, or
disease-stage-specific manner, which makes them attractive
therapeutic targets (Ling et al., 2013a). Although the underlying
molecular mechanisms are not yet entirely understood, IncRNAs
control gene expression at various levels including chromatin
modification and transcriptional and post-transcriptional pro-
cessing (Wilusz et al., 2009).

The revival of Warburg’s theory of cancer (Warburg et al.,
1924), complemented with novel discoveries in the field, has
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promoted cellular metabolism as an essential molecular mecha-
nism for driving malignant transformation and progression (Bor-
oughs and DeBerardinis, 2015). Various studies have exposed
the fine interplay between metabolic pathways orchestrated by
protein-coding oncogenes and tumor suppressor genes (Chen
and Russo, 2012) and, more recently, by ncRNAs (miRNAs and
IncRNAs) (Gao et al., 2009; Yang et al., 2014). Glutamine, one
of the essential nutrients, is deaminated by Glutaminase (GLS)
to produce glutamate, which further serves as substrate for a
variety of metabolic pathways (e.g., tricarboxylic cycle, TCA).
Glutamine metabolism is modulated by MYC via miR-23a/b in
prostate cancer and B cell lymphoma (Gao et al., 2009) and by
NF-kB p65 subunit also through miR-23a downregulation in
leukemic cells (Rathore et al., 2012; Wang et al., 2010b).

Colon Cancer-Associated Transcript 2 (CCAT2), a IncRNA
that spans the highly conserved 8924 region harboring the
rs6983267 SNP (Ling et al., 2013b; Redis et al., 2013), is associ-
ated with increased risk for various types of cancer (Tomlinson
et al.,, 2007; Tuupanen et al., 2009) and is specifically overex-
pressed in the microsatellite stable colorectal cancer (CRC
MSS). The two alleles of the rs6983267 SNP present in the gen-
eral population have been shown to render distinct risks of CRC;
namely, the G allele was associated with greater predisposition
to CRC than the T allele (Tomlinson et al., 2007). CCAT2 induces
chromosomal instability and metastases (Ling et al., 2013b) and
regulates the expression levels of MYC oncogene, known to co-
ordinate multiple molecular pathways supporting cell prolifera-
tion, metastases and cancer metabolism (Carroll et al., 2015;
Stine et al., 2015). However, it is not clear how the two alleles
are specifically involved in the malignant process. In this study,
we demonstrate that the IncRNA, CCAT2, modulates cellular en-
ergy metabolism in an allele-specific manner by interacting with
the Cleavage Factor | (CFIm) complex to regulate the alternative
splicing of GLS.

RESULTS

CCAT2 Modulates Energy Metabolism in an Allele-
Specific Manner In Vitro and In Vivo

We observed an unexpected change in the color of the media of
in vitro grown cells when modulating the expression of CCAT2
that suggested a possible shift in the energy metabolism conse-
quent to CCAT2 expression. We tested this hypothesis by
measuring metabolic parameters in HCT116 colon cancer cells
that stably overexpress CCAT2 (OC1 and OC3) (Ling et al.,
2013b) versus control cells and observed a significant and
reproducible increase in glucose uptake, lactate secretion and
oxygen consumption in the CCAT2-overexpressing clones (Fig-
ure 1A). These results were further confirmed in KM12SM cells
with CCAT2 downregulated expression (Figure 1B). Moreover,
we explored whether these metabolic changes were occurring
in vivo as well by injecting HCT116 CCAT2-overexpressing cells
and control cells subcutaneously into nude mice and subjecting
them to hyperpolarized magnetic resonance imaging (HP-MRI).
We detected a significant increase in the flux of hyperpolarized
[1-"3C]pyruvate to [1-'3C]lactate for the xenograft tumors derived
from the CCAT2-overexpressing cells compared to the tumors
derived from control cells (Figures S1A and S1B), consistent
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with ourin vitro findings. These findings confirm that CCAT2 alters
metabolism, boosting glycolysis and cellular respiration. The
coexistence of increased glycolysis with increased respiration,
in highly proliferative cells, translates into enhanced anaplerotic
reactions that replenish the TCA cycle intermediates (Ward and
Thompson, 2012). Since glutamine is the main source for re-
plenishing the intermediates of the TCA cycle, we measured the
intra- and extracellular glutamate concentration, as well as the
glutamine uptake in HCT116 cells with CCAT2 overexpression
and control cells. We found higher levels of both intra- and extra-
cellular glutamate corresponding to higher levels of CCAT2 (Fig-
ures S1C and S1D), suggesting CCAT2 is boosting glutamine
metabolism (glutaminolysis). Surprisingly, the glutamine uptake
was not significantly different between the three clones (Fig-
ure S1D), implying the higher glutamate is not due to increased
glutamine consumption. Therefore, we measured the enzymatic
activity of GLS, the rate-limiting enzyme of glutaminolysis, in the
whole lysate of the same cells and detected significantly higher
activity in the cells with increased CCAT2 expression (Figure S1F).
In addition, both metabolic pathways (glycolysis and glutaminol-
ysis) have been shown to be regulated by many factors, including
the MYC oncogene (Carroll et al., 2015; Stine et al., 2015), a target
of CCAT2 by our previous report (Ling et al., 2013b).

We next explored whether the rs6983267 SNP influences these
metabolic changes and assessed the glucose and glutamine
uptake, oxygen consumption, lactate secretion, and intra- and
extracellular glutamate concentration in HCT116 stably over-
expressing either the G or the T allele of CCAT2 and control
HCT116 cells. Interestingly, we found on one hand higher glucose
uptake and secreted glutamate in both G and T allele cells
compared to control cells, while on the other hand we observed
significant differences in lactate secretion, oxygen consumption,
and intracellular glutamate production between the alleles (Fig-
ures 1C and S1E). Moreover, the glutamine consumption was
not significantly different between the clones, similar to our previ-
ous results (Figure S1E). Consequently, we measured GLS enzy-
matic activity in these cells and observed that both CCAT2 alleles
induced a remarkable increase in activity compared to control,
but the cells overexpressing the G allele displayed a significantly
higher enzymatic activity compared to the T allele-overexpressing
cells (Figure 1D). We also analyzed by mass spectroscopy the me-
tabolites obtained from in vitro culturing of the HCT116 CCAT2
G or T allele and control cells and from in vivo xenografted tu-
mors derived from subcutaneous injection of the same cells. We
observed contrasting distribution patterns when performing par-
tial least squares discriminant analysis (PLS-DA) for both the
in vitro (Figure 1E) and in vivo analyses (Figure 1F), and similarly
for the principal component analysis (PCA) (Figures S1G and
S1H). We detected 85.04% (in vitro) and 59.55% (in vivo) of meta-
bolic pathways upregulated by CCAT2 G allele compared to the
T allele (Figure S1l, Table S1B). We then compared the pathway
analysis for both datasets and identified 40 common pathways
for the G allele and five common pathways for the T allele (Fig-
ure S1J). For these pathways, metabolic cluster distribution of
differentially accumulated compounds revealed a significant
overall enhancement of metabolic pathways related to glucose
metabolism, TCA cycle, and glutamine metabolism for the G allele
cells compared to the T allele cells (Tables S1A and S1B). We
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Figure 1. CCAT2 Regulates Cancer Metabolism In Vitro and In Vivo

(A) Glucose uptake, lactate production, and oxygen consumption assays in HCT116 stable clones (E: empty control vector; OC1 and OC3: CCAT2-
overexpressing, GG genotype).

(B) Glucose uptake, lactate production, and oxygen consumption assays in KM12SM cells with CCAT2 downregulation (GT genotype).

(C) Whole-cell lysate Glutaminase activity measured in HCT116 CCAT2-overexpressiong G or T allele and control cells.

(D) Partial least-squares discriminant analysis (sPLS-DA) of HCT116 cells stably overexpressing CCAT2 with either G or T alleles, and control cells (E, empty
vector) in vitro allowed an adequate classification of the different cell lines according to its metabolome. sPLS-DA algorithm allows the classification of the
samples based on the different abundances of each metabolite trying to find the maximum covariance between treatments and metabolome, in this way finding
the most important metabolites for explaining the different effects of the treatments.

(E) Xenograft tumors derived from the same cell lines were also correctly classified by sPLS-DA analysis.

Results are presented as normalized mean values + SD. See also Figure S1 and Table S1.

evaluated the expression of MYC between the HCT116 CCAT2 G
and T allele cells but did not find impressive differences, consis-
tent with our previous findings (Ling et al., 2013b) (Figure S2A).
These results imply that in cells with high CCAT2 expression,
MYC activates energy metabolism in a general fashion; how-
ever, the fine-tuning of distinct metabolic pathways may occur
through MYC-independent, but SNP-dependent, mechanisms.

We therefore decided to direct our efforts toward exploring the
CCAT2 MYC-independent mechanism of regulation.

CCAT2 Regulates the Expression of GLS Isoforms

Our group has previously shown that CCAT2 induces chromo-
somal instability, a process highly reliant on the supply of nucle-
otides (Bester et al., 2011) and intimately linked to glutamine
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metabolism (Jeong et al., 2013). Further supported by the meta-
bolic data, we directed our focus toward pathways metabolizing
glutamine. We first assessed the protein expression of the two
alternative splicing isoforms of GLS, KGA (glutaminase kidney
isoform) and GAC (glutaminase isoform C) as a function of
CCAT2. We used specific antibodies for each isoform (recog-
nizing the distinct C termini) (Cassago et al., 2012) and/or a
common antibody, recognizing the N terminus shared by the
two isoforms, depending on the cell line. Although the two iso-
forms share the same active site, GAC has a higher catalytic
activity than KGA and therefore may be more relevant for replen-
ishing intermediates of the TCA cycle (Cassago et al., 2012; Le
et al., 2012). While for GAC we observed an increase in protein
expression in the HCT116 CCAT2-overexpressing cells with
both antibodies, for KGA the protein expression presented an
inconsistent variation with CCAT2 upregulation (Figures 2A,
S2B, and S2C). Analogously, the mRNA expression pattern for
GAC and KGA reflected the protein expression (Figure 2B).
Moreover, downregulation of CCAT2 in KM12SM cells reduced
GAC protein expression with 34% and 26%, respectively (Fig-
ures 2C, S2D, and S2E), whereas KGA protein expression
was either unaltered or slightly increased (Figures 2C, S2D,
and S2E). Similar results were obtained when measuring the
mRNA expression of the two isoforms in the same cellular model
(Figure S2F). Interestingly, when we evaluated the expression of
the two isoforms in the HCT116 cells overexpressing the CCAT2
G or T allele and control cells at both the mRNA and protein
levels, we found unanimously higher expression of GAC when
CCAT2 G allele is upregulated (Figures 2D and S2G-S21). How-
ever, changes in the KGA mRNA expression pattern did not
concur with the protein expression (Figures 2D and S2G-S2I).
The discordance observed for the KGA isoform is probably
due to the regulation by the MYC-miR-23 axis (Gao et al.,
2009; additional data available from authors upon request).
These results alluded to the idea that CCAT2 may preferentially
induce the splicing of the GAC isoform. To determine this, we
cloned the intron 14 of GLS precursor mRNA, known to encom-
pass the alternative splicing site, in the RG6 bichromatic fluo-
rescent reporter (Orengo et al., 2006). If the splicing machinery
binds to the intron 14, it induces the splicing of a EGFP-tagged
protein, which is the equivalent of GAC; otherwise, a dsRED-
tagged protein will be produced, which is the equivalent of
KGA (Figure S2J). We transfected the HCT116 control and
CCAT2-overexpressing cells with the fluorescent reporter and
determined the ratio between the expression levels of EGFP
and dsRED fluorescence using the VECTRA automated imaging
system. Although the EGFP-tagged protein, GAC-equivalent,
was predominant in all models, we observed a 50% significantly
higher EGFP/dsRED ratio in the CCAT2-overexpressing cells,
corresponding to 50% more alternative splicing events (Fig-
ure 2E). Similar results were obtained when cells were analyzed
by flow cytometry (Table S2). Moreover, when we compared the
alternative splicing events occurring in the G and T alleles, using
the RG6 reporter, we found significantly higher EGFP/dsRED ra-
tio for the CCAT2 G allele compared to the CCAT2 T allele (Fig-
ure 2F and Table S2). Altogether, these data demonstrate that
the CCAT2 G allele is more efficient in boosting the alternative
splicing of GAC isoform.
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CFIm25 Governs the Switch between GLS Splicing
Isoforms

To elucidate the underlying mechanism of CCAT2-induced regu-
lation of the GLS alternative splicing, we introduced the MS2 tag
(24 repeats) into vectors containing either the CCAT2 G allele or
T allele, pulled down the proteins that bind CCAT2, and analyzed
them by mass spectrometry (Yoon et al., 2012). Pathway anal-
ysis on the QIAGEN platform identified Cleavage and Polyadeny-
lation of Pre-mRNA among the top pathways associated with the
G allele (Figure S3A), with CFIm25, the small (25 kDa) subunit of
CFIm encoded by the NUDT21 gene (Elkon et al., 2013; Yang
et al.,, 2011), as the main protein correlated with the pathway.
Notably, in the T allele pull down, both CFIm25 and the larger
subunit (68 kDa) of the CFIm complex, CFIm68 (encoded by
the CPSF6 gene), were detected (CFIm68 was not detected
in the G allele pull down); however, for CFIm25, the area under
the peak had a 1.48 higher fold change in the G allele compared
to the T allele (Figure S3B). We screened the GLS intron 14
for potential splicing and/or alternative polyadenylation (APA)
sites using ASTRA (Alternative Splicing and TRanscription
Archives database; http://dbarchive.biosciencedbc.jp/en/astra/
desc.html) (Nagasaki et al., 2006) and identified a type 2 (skip-
ping exon) poly(A) site (Figure S3C) (Lutz and Moreira, 2011)
and multiple conserved binding motifs (UGUA) for CFIm25,
consistent with a previous report mapping two poly(A) motifs
within the same intron of the GLS pre-mRNA (Tian et al., 2007).
Considering that CFIm25 and the CFIm heterotetramer complex
have been previously linked to alternative splicing (Millevoi et al.,
2006; Zhou et al., 2002), we first downregulated NUDT21 and as-
sessed the protein levels of GAC and KGA. We noticed a signif-
icant decrease in GAC protein expression in both cellular models
and a clear increase in the KGA protein expression (Figure 3A).
We also measured mRNA expression for the two isoforms
and observed a significant reduction of the GAC/KGA mRNA
ratio with NUDT21 knockdown (Figure 3B). In order to evaluate
whether the switch in isoform expression is a consequence
of CFIm25 binding to the UGUA sequences within intron 14
of GLS pre-mRNA, we designed antisense synthetic oligonucle-
otides (ASOs) to block the binding of the 25 kDa subunit to these
motifs (Figure 3C). Out of the four tested ASOs, we could identify
two that were able to reverse the GAC to KGA protein expres-
sion ratio similar to the specific downregulation of NUDT217 in
HCT116 OC1 cells (Figure 3C). This result suggested that binding
of CFIm25 to intron 14 is responsible for inducing the preferential
expression of GAC. To further confirm the direct interaction of
CFIm25 with GLS pre-mRNA and CCAT2, we immunoprecipi-
tated the RNA bound to constituting proteins of the CFIm com-
plex, CFIm25 and CFIm68, in HCT116 cells overexpressing
either the G or T allele of CCAT2 and control cells, and measured
the differences in RNA enrichment between the distinct pull-
down lysates by real-time quantitative PCR (QRT-PCR) (Figures
3D-3F and S3D-S3F). We included two IncRNAs as controls:
NEAT1 was chosen to be a positive control as it has been previ-
ously shown to interact with the CFIm complex (Naganuma et al.,
2012), and GAS5 was chosen as negative control due to minimal
sequence similarity with CCAT2 (Figure S3G). When assessing
the fold enrichment of GLS and CCAT2, we detected, respec-
tively, 5.77 and 13.6 times more RNA bound to CFIm25 in the
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Figure 2. CCAT2 Induces the Preferential Splicing of GAC

(A) Western blot analysis of GAC, KGA in HCT116 CCAT2-overexpressing cells (OC1 and OC3) and control cells.

(B) gRT-PCR assessing the mRNA expression of GAC and KGA in HCT116 CCAT2-overexpressing cells (OC1 and OC3) and control cells.

(C) Western blot analysis of GAC, KGA in KM12SM cells with CCAT2 downregulation.

(D) Western blot analysis of GAC, KGA in HCT116 stably overexpressing CCAT2 G or T alleles and control cells.

(E) Fluorescence microscopy images of HCT116 stable clones (E, empty control vector; OC1 and OC3, CCAT2 overexpressing) transfected with the RG6 intron 14
vector and the analysis of the EGFP/dsRED ratio (n = number of analyzed cells).

(F) Fluorescence microscopy images of HCT116 CCAT2 G allele and T allele transfected with the RG6 intron 14 vector and the analysis of the EGFP/dsRED ratio

(n = number of analyzed cells).

Results are presented as normalized mean values + SD. See also Figure S2 and Table S2.

cells overexpressing CCAT2 G allele compared to control cells,
while in the cells overexpressing CCAT2 T allele compared to
control cells, the fold enrichment ratios were only about half
(2.95 and 6.02, respectively) (Figure 3D). Moreover, comparing
the fold enrichment in the G-overexpressing cells to the T-over-
expressing cells, we observed roughly double fold enrichment in

the G-overexpressing cells for both GLS and CCAT2 (1.95 and
2.26) (Figures 3E and 3F). The positive control (NEATT) pre-
sented 6.3-fold more RNA bound to CFIm25 in the cells overex-
pressing CCAT2 G allele compared to control cells and 2.79-fold
more RNA enrichment in the cells overexpressing CCAT2 T allele
compared to control cells (Figures 3D and S3D). The negative
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Figure 3. CFIm Protein Complex Binds GLS Pre-mRNA

(A) Western blot analysis of CFIm25, GAC, and KGA in HCT116 OC1 and KM12SM cells transiently transfected with siRNA for NUDT21, GLS (targeting the coding
sequence shared by the two isoforms), and siRNA control.

(B) gRT-PCR assessing the GAC/KGA mRNA ratio in HCT116 CCAT2-overexpressing cells (OC1 and OC3) and control cells (E) with modulated CFIm25
expression.

(C) Western blot analysis of GAC and KGA in HCT116 OC1 cells with transient blockage of CFIm25 binding motifs (UGUA) by antisense oligonucleotides (ASOs).
Schematic representation of the mechanism is presented below.

(D) gRT-PCR assessing the fold enrichment of GLS, CCAT2, NEAT1, and GAS5 RNA bound to CFIm25 protein (RNA immunoprecipitation). Data are presented as
fold enrichment ratios between control HCT116 cells (E) and CCAT2-overexpressing G or T allele.

(E and F) gRT-PCR assessing the fold enrichment of GLS mRNA (E) and CCAT2 (F) bound to CFIm25 and CFIm68 in HCT116 cells, CCAT2-overexpressing G or
T alleles, and control cells (E).

(G) Fluorescence microscopy images of KM12SM cells transfected with siNUDT21 and scr, followed by transfection with the RG6 intron 14 vector, and the
analysis of the EGFP/dsRED ratio (n = number of analyzed cells).

Results are presented as normalized mean values + SD. See also Figure S3 and Table S2.
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control (GAS5) revealed only a 1.79-fold increase in the RNA
bound to CFIm25 in the cells overexpressing CCAT2 G allele
compared to control cells and no difference in RNA enrichment
between the overexpressing CCAT2 T allele and control cells
(Figures 3D and S3E). Thus, we concluded that, overall, in the
cells overexpressing CCAT2, there is an augmentation of inter-
action between CFIm25 and GLS and CCAT2, with the highest
levels in the G-overexpressing cells. The low binding of the
RNAs to the CFIm68 was not surprising, as the main function
of the protein is merely to enhance RNA binding and facilitate
RNA looping, while the 25 kDa subunit has the leading role in
binding the RNA via the UGUA elements (Yang et al., 2011)
(Figures 3E, 8F, S3D, and S3E). Nonetheless, for our RNAs of
interest, we observed an increase in enrichment in the T allele
overexpressing cells compared to the G allele overexpressing
and control cells, suggesting the secondary structure of
CCAT2 T allele may ease the interaction between the 68 kDa
subunit and RNA molecules. In addition, we confirmed these
results by end-point PCR in both the same cellular model and
the KM12SM cell line, with a GT-heterozygous genotype (Figures
S4A and S4B). As a further validation, we expressed the RG6
bichromatic fluorescent reporter with the intron 14 in KM12SM
cells with knockdown of NUDT21. We assessed, by both
VECTRA and FACS, the ratio of EGFP to dsRED and found a
significantly lower (28%) EGFP/dsRED ratio in the cells with
NUDT21 downregulation, corresponding to fewer splicing
events and consequently lower expression of the GAC equiva-
lent (Figure 3G and Table S2).

Alternative Splicing of GLS Is Associated with the
Interaction between CCAT2 and the CFIm Complex

We next aimed to investigate in more detail the mechanism
leading to the difference in binding affinity of CFIm25 and
CFIm68 to the distinct CCAT2 alleles. We first scanned the
CCAT2 RNA sequence and identified two CFIm25 binding motifs
surrounding the rs6983267, one upstream and the other down-
stream of the SNP. We performed secondary structure predic-
tions using the RNAfold Webserver (http://rna.tbi.univie.ac.at/
cgi-bin/RNAfold.cgi) and noticed major local structural changes
induced near the putative upstream CFIm25 binding sequence,
by the single nucleotide variation, especially among the G and
T alleles (Figure S4C). Such changes may plausibly translate
into distinct tertiary folds that could in principle explain the
binding of the G and T alleles with different affinities. To further
validate our results and evaluate the contribution of a single
nucleotide to the structural changes and binding affinity, we
mutated the SNP into an A or C (nucleotides never detected in
the human population) and also deleted the 7 nucleotide region
encompassing the SNP, which has been reported to have
enhancer activity (Tuupanen et al., 2009). We repeated the
RNA pull-down assay using different vectors containing the
MS2 tags (CCAT2-G, -T, -A, -C, and DEL) and analyzed by west-
ern blot the proteins bound to RNAs. When CFIm25 antibody
was hybridized on the blot, we detected a strong band of
approximately 64 kDa unique to the G allele (band corresponds
to the CFIm25 dimer; Figure 4A). When CFIm68 antibody was hy-
bridized on the blot, we distinguished bands of approximately
68 kDa for both the T allele and the allele with the deleted region
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(Figure 4A). This implied that the T allele preferentially binds the
68 kDa subunit, but not in the region of the SNP. Notably, neither
of the two mutated CCAT2 alleles (A and C) interacted with the
CFIm complex, and interestingly, both present secondary struc-
tures different from the G and T alleles (Figure S4C).

Additional evidence for the direct interaction between the
CCAT2 G and T alleles with the CFIm complex was provided
by a Hisg-tag pull-down assay using heterologously expressed
CFIm68:CFIm25 complex (Hisg-tagged CFIm68 subunit; Fig-
ure 4B) incubated with in vitro synthesized RNAs. We detected
strong affinity of the CFIm complex for the CCAT2 G allele,
followed by moderate binding of the CCAT2 T allele. We also
identified in the pull down the 600 nt long region of the GLS
pre-mRNA intron 14, containing one type 2 poly(A) site, with af-
finities for the protein complex corresponding to the two alleles
(Figure 4B). This suggested that the intron 14 may also interact
with CCAT2. To test this, we added a biotin tag to in vitro tran-
scribed CCAT2 RNAs, combined them with the intron 14 frag-
ment and/or CFIm complex, and pulled down the complex with
Streptavidin beads. We confirmed not only that the CCAT2 G
allele preferentially binds CFIm25, but also that CCAT2 interacts
with the intron 14 fragment in a SNP-independent fashion (Fig-
ures 4C and S4D). To ensure the specificity of the interaction,
we repeated the biotin RNA pull-down assay to include the bio-
tinylated CCAT2 C allele as a negative control. We also added
the whole intron 14, previously used for the RG6 splicing assay,
to determine if CCAT2 can interact with the entire region. We
prepared mixes of CCAT2 (G, T, and C) and the CFIm complex
with and without the intron 14 fragment to evaluate how it im-
pacts the interaction between CCAT2 and CFIm complex. We
discovered that in the presence of the intron 14, CCAT2 G and
T alleles displayed increased binding affinity to the CFIm com-
plex, compared to the C allele (Figures 4D and S4E and Table
S8). The G and T alleles presented a remarkable specificity for
the CFIm25 dimer in the presence of the intron 14 (both the
smaller fragment and the whole intron) with enhanced binding
to the G allele (Figure S4E and Table S3), supporting the hypoth-
esis that the secondary structure of CCAT2 influences the inter-
action with the protein complex. In the absence of the intron,
although the specificity of the interaction with the CFIm25 dimer
is partly retained, it appeared to be revoked in the case of CFIm
complex (Figures 4D and S4E and Table S3). We confirmed that
CCAT2 G and T alleles can bind the whole intron 14 as well and
aligned the CCAT2 genomic sequence with GLS genomic
sequence to determine the extent of the interaction (Figure S4F).
We observed multiple short fragments (13-18 nt) of sequence
complementarity spanning the entire GLS sequence, present in
both introns and exons (Figure S5A). For additional validation,
we performed the Hise-tag pull-down assay using the G, T,
and C alleles in the presence and absence of the whole intron
14. As expected, when the intron was included in the mix, we
could detect only CCAT2 G and T alleles in the pull-down lysates
(Figure S4G).

Furthermore, the same mixes of CCAT2 RNA (G/T), CFIm pro-
tein complex, and intron 14 RNA were prepared, as well as solu-
tions of individual components, and subjected to atomic force
microscopy (AFM) for visualizing the formation of the RNA:pro-
tein:RNA quaternary complex (Lyubchenko et al., 2011) (Figures
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Figure 4. The rs6983267 SNP Affects the Interaction of CCAT2 with the CFIm Protein Complex
(A) Western blot analysis of the proteins pulled down with the MS2-CCAT2 vectors (G, T, A, C, and DEL) showing the presence of CFIm25 for the G allele and

CFIm68 for the T allele.

(B) Northern blot analysis showing the presence of CCAT2 and intron 14 (600 bp fragment) in the lysate pulled down with TALON resin (upper panel). Western blot
analysis showing the presence of the Hisg-tagged CFIm complex in the lysate pulled down with the TALON resin (lower panel).

(C) Northern blot analysis showing the presence of CCAT2 and intron 14 (600 bp fragment) in the lysate pulled down with Streptavidin beads. Lane 1 marked with
the star symbol is identical to lane 3 in Figure S4D. Schematic illustration of the interaction of CCAT2 with GLS pre-mRNA (representation is not at scale).

(D) Northern blot analysis showing the presence of CCAT2 and intron 14 (600 bp fragment) in the lysate pulled down with Streptavidin beads (upper panel).
Western blot analysis showing the presence CFIm25, monomer (26 kDa) and dimer (64 kDa), and Hisg-tagged CFIm68 (38 kDa) (lower panel).

(E and F) AFM images of CCAT2:CFIm:intron 14 quaternary complex including either CCAT2 T allele (E) or CCAT2 G allele (F).

See also Figures S4 and S5 and Table S3.

4E and 4F). Particles of substantial size were detected when
scanning the mica surface, suggesting the formation of potential
CCAT2:CFlm:intron14 complexes, with higher frequency for
the G allele compared to the T allele (Figures 4E and 4F), while
the individual components (CFIm protein complex, CCAT2
RNA, and intron 14 RNA) appeared to be evidently smaller (Fig-
ures S5B-S5D). Moreover, when measuring the diameter of
the complexes (G allele complex, 226.706 nm; T allele complex,
182.844 nm), we found that it corresponds approximately to
the sum of the diameter of individual components (CCAT2,
81.865 nm; CFIm, 67.999 nm; intron 14, 48.360 nm).
Collectively, these findings suggested that: (1) GLS pre-mRNA
impacts the interaction of CCAT2 with CFIm complex; (2) CCAT2
may be acting as a scaffold or assembly platform, promoting the
selection of the poly(A) site in intron 14 of GLS pre-mRNA by

directly binding both the pre-mRNA and the CFIm complex;
and (3) the formation of the RNA:RNA:protein complex is
dependent on the rs6983267 SNP and the secondary structure
of CCAT2.

As an additional layer of regulation, we discovered that MYC is
a transcription factor for NUDT21 (data available from authors
upon request).

GAC Promotes Metastases and Cell Proliferation

We proceeded with evaluating the contribution of GAC to
aggressiveness of CRC. Considering that we have previously
demonstrated that CCAT2 promotes metastases (Ling et al.,
2013b), we first assessed the in vitro migration potential of
HCT116 CCATZ2-overexpressing cells treated with either the
allosteric inhibitor 968 or siRNA for GLS (Katt et al., 2012). We
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Figure 5. GLS Promotes In Vivo Metastases and In Vitro Cell Proliferation and Migration

(A) Migration of HCT116 OC1 cells (GG genotype) treated with the inhibitor 968 and DMSO (left panel) and with siGLS and scrambled siRNA (right panel).

(B) Migration of KM12SM cells (GT genotype) with stable downregulation of GAC. KM12SM shGFP cells represent the control cells.

(C) Number of the lung micrometastases for two groups (shGFP, 4 mice; shGAC, 4 mice) assessed by IHC (left panel). IHC images showing micrometastases in
the three groups and images showing the presence or absence of lung metastases for mice injected in the tail vein with KM12SM shGFP and shGAC cells,
respectively (right panel).

(D and E) Growth curves for HCT116 OC1 and control cells (GG genotype) treated with DMSO (control) or the GLS allosteric inhibitor 968 (10 uM) (D) and KM12SM
cells (GT genotype) with stable downregulation of GAC (E).

(F and G) Glutamine and glutamate concentration in the media relative to the empty well 24 hr after seeding HCT116 CCAT2-overexpressing cells (OC1, GG
genotype) transfected with siRNA against NUDT217 and scrambled (F) and ASOs for inhibiting the binding sites of CFIm25 (G).

Results are presented as normalized mean values + SD. See also Figure S6 and Table S4.

observed a reduction by half of the migration in the cells where  we assessed the proliferation of HCT116 control and CCAT2-
GLS was either inhibited or downregulated (Figure 5A). We  overexpressing cells treated with the GLS inhibitor 968, we
next assessed the individual contribution of GAC to the migra- found that cells overexpressing CCAT2 were more sensitive
tion, in KM12SM cells with stable downregulation of the isoform  to GLS (GAC in this case) inhibition, implying that cells with
(Figure S6A), and found that 60% fewer cells migrated when high CCAT2 expression are dependent on GAC for survival
GAC expression was reduced (Figure 5B). We then injected (Figure 5D) (Katt et al., 2012; Wang et al., 2010a). Similar results
the KM12SM stable clones in the tail vein of nude mice, sacri- were obtained when using KM12SM cells with GAC downregu-
ficed the mice 8 weeks after injections, and evaluated the lation compared to control cells in vitro (Figure 5E). Additional
in-lung macro- and micrometastases. Supporting our in vitro  confirmation of the higher dependency of the CCAT2 G allele
results, the incidence of metastases to the lung was 50% on GAC was provided by the colony formation assay for NIH
higher in the mice injected with the control cells (shGFP) 3T3 cells transfected with the CCAT2-overexpressing vectors
compared to the shGAC group (Figure 5C). Moreover, when (Figures S6B and S6C).
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We next sought to determine if the shift in GLS isoform
expression and CFIm25 is responsible for the marked metabolic
changes observed in cells overexpressing CCAT2. We therefore
modulated the expression of the isoforms using the ASOs and
downregulated NUDT27 in HCT116 CCAT2-overexpressing
cell line (OC1) and measured the extracellular lactate concentra-
tion and glutamine metabolism. We observed that downregula-
tion of NUDT21 significantly decreased lactate and glutamate
secretion and glutamine consumption similarly to the effects of
CCAT2 overexpression in the same cell line (Figures S6D and
5F). However, these metabolic changes appeared to only partly
mirror the metabolic effects of CCAT2 overexpression, suggest-
ing there are additional layers of regulations independent of
NUDT21, most likely through the bona fide cancer metabolism
modulator and CCAT2 target, MYC. On the other hand, the
switch in GLS isoforms reflected in lower secretion of glutamate
with the glutamine consumption remaining relatively constant
but had a modest effect on the extracellular levels of lactate (Fig-
ures 5G and S6E). These findings suggested that GLS is not the
only contributor to CCAT2-induced metabolic profile. We hy-
pothesized that other metabolic targets might be regulated by
CCAT2 via the same mechanism; thus, we performed Affymetrix
HTA 2.0 array to compare the whole transcriptome splicing
pattern in HCT116 CCAT2-overexpressing G and T allele cells.
Pathway analysis revealed that several genes associated with
two major metabolic pathways, “Metabolism of Carbohydrates”
and “Fructose and Mannose Metabolism,” are significantly
spliced between the CCAT2 G and T alleles (Table S4). More-
over, validating our previous results, we identified a negative
splicing index (Sl = —1.19) for GLS for the exclusion junction con-
necting exon 14 and exon 15, suggesting higher signal for the
exclusion junction in the T allele-expressing cells. This translates
into less GAC being spliced in the T allele cells compared to the
G allele cells, supportive of our findings (Figure S6F).

Collectively, these data demonstrate that GAC adds to
the CRC phenotype; however, it is not solely responsible for
the metabolic phenotype observed in cells overexpressing
CCAT2.

CCAT2-CFIm-GLS Regulation Axis in CRC Tumors

We continued with evaluating the expression pattern of CCAT2,
GLS, NUDT21, and CPSF6 in colon tumors by analyzing the
publicly available TCGA database of colon cancer (http://
cancergenome.nih.gov/). We first compared 18 normal samples
to 193 tumor samples and identified an enrichment of the GAC
isoform, as well as NUDT21 and CPSF6 in tumor tissue, whereas
KGA showed the opposite pattern (Figures 6A-6D). We further
analyzed the associations between CCAT2, NUDT21, CPSF®6,
GAC, and KGA in the TCGA dataset of colon cancer samples
(Cancer Genome Atlas Network, 2012) and detected direct cor-
relations of CCAT2, CPSF6,and NUDT21 with GAC (rs=0.26, p =
0.0006; rs = 0.68, p < 0.0001; and rs = 0.72, p < 0.0001, respec-
tively; Figure S7A) and inverse correlations between CCAT2,
CPSF6, NUDT21, and KGA (rs = —0.17, p = 0.0271; rs = —0.47,
p < 0.0001; and rs = —0.60, p < 0.0001; Figure S7A), as well as
between KGA and GAC (rs = —0.590, p < 0.0001) (Figure S7A).
We also obtained significant direct associations of CCAT2 with
CPSF6 and NUDT21 (rs = 0.20, p = 0.0082 and rs = 0.26, p =
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0.0007; Figure S7A). We did not find any significant correlations
between the expression of MYC and NUDT21, GAC, or KGA.
Since our in vitro findings advanced the concept that CCAT2
G allele is promoting the expression of GAC, we compared the
levels of GAC and KGA between patients having GG, GT, and
TT genotypes. We observed a significant association with the
genotypes for GAC, having the highest expression in patients
with GG genotype, but not for KGA (Figures 6E and S7B). Simi-
larly, we did not find any association of NUDT21 or MYC with the
genotypes (Figures S7C and S7D). These results suggested the
molecular mechanism uncovered in vitro is present in CRC
patients. Moreover, we analyzed the correlation between the
expression of the two isoforms and the overall survival of
patients from the TCGA dataset and observed a significant asso-
ciation of high GAC expression combined with low KGA expres-
sion with shorter overall survival (Figure S7E). This suggested
that the GAC isoform may accelerate the progression of cancer.
In addition, we interrogated the TCGA colon cancer dataset for
genes that significantly correlate with the IncRNA and performed
gene set enrichment analysis (GSEA) and ingenuity pathway
analysis (IPA) (QIAGEN) to identify the CCAT2 gene signatures.
Various metabolically relevant pathways were found significantly
associated with CCAT2 expression by both analyses (Figures 7A
and 7B). We further inquired as to whether the genes that were
found significantly correlated with CCAT2 expression were
also associated with the genotypes of rs6983267 SNP. We
repeated the GSEA and screened for pathways that correlated
with either of the genotypes (FDR g value < 0.25 and nominal p
value < 0.05). We identified various metabolic and RNA process-
ing pathways that were associated with certain genotypes (Fig-
ure 7C). Interestingly, several of the pathways were related to
the ones identified by the Affymetrix HTA 2.0 array (highlighted
in green in Figure 7C), suggesting that CCAT2 may modulate
cellular metabolism in CRC patients through a network of meta-
bolic genes regulated most likely via the same mechanism of
alternative splicing (see Table S4).

To assess the protein expression of CFIm68, CFIm25, GAC,
and KGA, we performed western blot analysis on paired normal
mucosae and CRC samples (patient cohort #1) and identified the
same high protein levels of CFIm25 and GAC in tumor tissue
compared to normal mucosae for 61.5% (8/13) of the pairs
(Figure 6F). As for the KGA isoform, protein levels were mostly
lower in tumor samples or comparable to the levels in normal
samples (Figure 6F). The 68 kDa subunit of the CFIm complex
was either very low or not expressed in approximately half of
the paired samples (7/13), while in the rest of the pairs it was
clearly overexpressed in tumors (Figure S7F). We also measured
CCAT2 expression by qRT-PCR in the same set of samples
and confirmed a positive correlation between CCAT2, CFIm25,
and GAC for 69.2% of the samples (Figures 6F, 6G, S7G, and
S7H). Moreover, the samples that had elevated levels of
CCAT2 displayed a high GAC/KGA ratio (GAC/KGA = 2-5.7)
(Figure S71). We repeated the measurements in a second set of
paired normal mucosae and CRC samples (patient cohort #2)
and obtained similar results (Figures S7J and S7K). Both
CFIm25 and GAC proteins were overexpressed in 60% (3/5)
of tumor samples. In all samples, elevated protein levels
of CFIm25 and GAC matched the increased RNA levels of
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Figure 6. CCAT2, NUDT21, CPSF6, and GLS Expression Pattern in TCGA Dataset and CRC Patient Samples

(A-D) Analysis of NUDT21 (A), CPSF6 (B), GAC (C), and KGA (D) mRNA expression in TCGA RNA-seq colon cancer sample set.

(E) Association of GAC mRNA expression with the genotypes (GG, GT, and TT) of the rs6983267 SNP for CRC patients (TCGA RNA-seq dataset).
(F) Western blot analysis of CFIm25, GAC, and KGA expression in paired CRC samples (patient cohort #1).

(G) gRT-PCR analysis for CCAT2 in the same paired CRC samples (patient cohort #1).

Results are presented as normalized mean values + SD. See also Figure S7.

CCAT2. Additionally, we have genotyped the tumors from pa-
tient cohort #1 and found that the association of GG genotype
with higher GAC and CFIm25 protein expression (samples
marked in red) was consistent for 75% of patients (3/4), while
for the GT genotype the association was present in only 62.5%
of patients (5/8) (Figure 6G). No conclusion can be drawn for
the TT genotype due to the limited representation of the geno-
type in this cohort (one patient). Altogether, this mechanism of
GLS regulation was detected in the majority of the analyzed
CRC cases (61%, 11/18).

DISCUSSION
Our study demonstrates that the rs6983267 SNP (G/T) induces

changes in the secondary structure of the INcRNA, CCAT2, initi-
ating a domino effect mechanism, which leads to allele-specific

reprograming of cellular energy metabolism. The consequence
of the allele-specific interaction between CCAT2, CFIm, and
GLS pre-mRNA appears to be the selection of the poly(A) site
within intron 14 of GLS, resulting in the preferential splicing to
the GAC isoform, the more catalytically active of the two GLS
isoforms (Cassago et al., 2012). Although a recent study has
described the negative regulation of GLS by CFIm25 in glioblas-
toma via 3’ UTR processing mechanisms (Masamha et al., 2014),
suggesting a tumor-suppressive role for CFIm25, in our model,
neither of the GLS isoforms is subjected to 3’ UTR shortening
(data not shown). In the context of these findings and consid-
ering that CCAT2 is not expressed in glioblastoma (data not
shown), our results reveal an intriguing aspect of IncRNA
mechanism of action, namely the ability of an IncRNA to alter
the function of the partner RNA-binding protein/complex. The
enrichment on metabolites related to TCA cycle that we

530 Molecular Cell 67, 520-534, February 18, 2016 ©2016 Elsevier Inc.



218

A TCGA Colon Cancer dataset

Enrichment piot: HALLMARK_BILE_ACID_METABOLISM|

positive
bl / correlation

TN

=] e

ins_net (nenabiroly sonsisted)
O 380 60 7500 10000 12200 18000 170 0000
Rank In Ordered Dataset

[ Enenment profie —rims —__ Ranking mavic scores]

Enrichment plot:
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION

r? (Spearman) | p

correlation

oo = HSD387

0 380 600 700 10000 12300 18000 a0 080
Rank in Ordared Dataset

[ Envichmentprotie — rits — manking mavic scores]

B
M positive z-score z-score = 0| | M negative z-score no activity pattern available = -#- Ratio
3.0
= 0.7
25 A 0.6
- \
T 20 / \ A 0.5
T / \ L “m (048
CRER / \ 3 S
g 0 ) W ' B | B | j | B RS
0 7 \J P = 0.2
051 I B 0.1
00— o s g ¢ £ £ % s oy 00
i E % 3 s § 82 13
38 B F 1) 1<) 1<) 8 & € &
= s @ [ @ S g B
] - Gz & g8 2o
2 5 b 2 & 2 £ & 52
& c 2 = @ é = g % o =€
= S T = T 2 k=4 Bz
§ g g 2 S § = 32 € R®3
< i ) 5 g “8 & 58
g : ¢ 5 & =5 g
=} 2 E
5 32 ¥ 3 § 2 5 § 28
] g B 8 ¢
g § E g 5 k5
o =
= 2 g = 3
I© 2000-2015 QIAGEN. Al rights reserved

Enrichment plot:
HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM

positive
an correlation

N0

o crens @ 11087

o7
oz
o

© 380 smm 70 10000 120 15000 17300 0000
Rank n Ordared Datasat

[eninmantprotie —voes —— amng mette scores]

Enrichment plot: HALLMARK_HYPOXIA

negative
@=|  correlation

om |
umW. ,‘,.w...m._wﬂ g IW
om0

os |
e rven 11087
oo

o
00 ‘as_neg (negoialy sansistes)
o 2%0 g0 7M0 W00 12500 18000 17500 20500
Rank in Ordered Dataset

[ Ennehronntpromle — vty Raning mwitc scorss]

Pathway
Bile Acid Metaboli:
Bile Acid and Bile Salt Metaboli:

Oxidative Ph b 1,
¥ 4 Y

Cysteine and Methionine Metabolism
Pyruvate Metaboli:

Glucose Transport

Spliceosome

mRNA 3' End Processing

Fatty Acid Metaboli

Hypoxia

Metabolism of Carbohydrates
Fructose and Mannose Metabolism
Glycolysis - Gluc g

Type | Diab Mellitus

Type Il Diabetes Mellitus

Diabetes Pathways

Dilated Cardiomyopathy
Hypertrophic Cardiomyopathy

Figure 7. CCAT2 Gene Signature in Colon Cancer Patients—TCGA Dataset
(A and B) Genes associated with CCAT2 were analyzed by gene set enrichment analysis (GSEA) (A) and ingenuity pathway analysis (IPA, QIAGEN) (B). Relevant

examples for each analysis are presented in (A) and (B).
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See also Figure S7 and Table S4.

observed for tumors derived from HCT116 cells overexpressing
CCAT2 the G allele are supported by Kaldma and colleagues’
findings describing that CRC tumors are not purely glycolytic,
but rather dependent on OXPHOS for ATP production (Kaldma
et al., 2014).

The aberrant expression of GLS has been reported in many
types of cancer, including CRC (Huang et al., 2014) Furthermore,
various studies have described GAC as the more abundant
isoform in lung adenocarcinoma, head and neck squamous

cell carcinoma, kidney renal clear cell carcinoma, and AML (Jac-
que et al., 2015; van den Heuvel et al., 2012; Xia et al., 2014).
Glutamine metabolism has also been associated with genomic
instability (Jeong et al., 2013), commonly encountered in CRC
and previously shown to be promoted by CCAT2 (Ling et al.,
2013b), and appears to be endorsed by the G risk allele. How-
ever, it must be stated that CCAT2 is modulating energy meta-
bolism in a general fashion via MYC and in an allele-specific
manner via GLS and other metabolic enzymes and/or
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metabolites, whose expression is finely regulated by the interac-
tion of CCAT2 with CFIm. Although the differences in regulation
between the G and T alleles may not be impressive, the variation
in expression of multiple enzymes/metabolites may have an
additive effect towards a clear phenotypical change. The com-
plex mechanism presented in this manuscript encompassing
IncRNA, protein complexes, oncogenes, and transcription
factors opens several windows for targeted therapy. The meta-
bolic enzyme GLS is already considered a therapeutic target
for cancer (Vander Heiden, 2011); however, our work introduces
the opportunity of targeting the cancer-specific GAC isoform in
particular.

Lastly, our study reveals the complexity and refinement of the
interaction networks among the alleles of a non-coding RNA, the
components of a protein complex, and the splicing isoforms of a
metabolic enzyme that contribute to the malignant transforma-
tion and progression of CRC.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Full details of the Experimental Procedures are presented in the Supplemental
Experimental Procedures. Primer sequences and information regarding the
antibodies used in this study can be found in Tables S5 and S6.

Patient Samples

18 paired samples, normal colon mucosa and colon tumor, were used in this
study. The samples were obtained from two different sources: The Ruder
Boskovic Institute, Croatia (15 paired samples) and University of Ferrara, Italy
(5 paired samples). Tissue samples were obtained from fresh surgical speci-
mens frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C. all the samples were
obtained with the patients’ informed consent and under the approval and
supervision of the institutional review boards. The samples were histologically
confirmed prior to use.

In Vivo Models and Tissue Processing

70 male athymic nude mice were purchased from the National Cancer Insti-
tute, Frederick Cancer Research and Development Center (Frederick, MD)
and were cared for according to guidelines set forth by the American Associ-
ation for Accreditation of Laboratory Animal Care and the U.S. Public Health
Service policy on Human Care and Use of Laboratory Animals. All mouse
studies were approved and supervised by the MD Anderson Cancer Center
Institutional Animal Care and Use Committee.

Glucose Uptake Assay

Cells were plated in 96-well plates (25,000 cells/well) 16 hr before per-
forming the assay. The medium was removed and cells were washed
twice with PBS. To the wells containing the blanks, 50 pl of PBS was
added, while for the wells with the samples 50 pl of 2-NBDG (100 pM)
(Sigma) was added and the mixture was incubated for 10 min at 37°C
and 5% CO,. After incubation, cells were washed twice with ice-cold
PBS to stop the reaction, and 200 ul PBS was added to each well. Fluores-
cence measurements were performed at 485/520 nm with the PHERAstar
FS (BMG Labtech).

Lactate Production Assay

To measure lactate production, cells that were 80% confluent were replen-
ished with fresh medium. Aliquots of the medium were removed at the indi-
cated time points (24 or 48 hr) for measurement of lactate using an Accutrend
lactate analyzer (Roche). At each time point, cell numbers were also counted
for normalization of lactate generation.

Intracellular Glutamate Assay
The glutamate concentration in cell lysates was measured using the Glutamate
Colorimetric Assay Kit (Biovision) following the manufacturer's protocol.
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Briefly, 1 x 10° cells per tested sample were homogenized in 100 pul of assay
buffer and centrifuged to remove insoluble material. 100 pl of reaction mix was
added to the supernatant, standards, and background control samples, and
after 30 min incubation at 37°C, absorbance was measured at 450 nm with
a SpectraMax Plus384 MicroPlate Reader (Molecular Devices). The experi-
ment was performed in quadruplicate.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes Supplemental Experimental Procedures,
seven figures, and six tables and can be found with this article online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2016.01.015.
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On the basis of tissue-specific enzyme activity and inhibition by
catalytic products, Hans Krebs first demonstrated the existence of
multiple glutaminases in mammals. Currently, two human genes
are known to encode at least four glutaminase isoforms. However,
the phylogeny of these medically relevant enzymes remains
unclear, prompting us to investigate their origin and evolution.
Using prokaryotic and eukaryotic glutaminase sequences, we built
a phylogenetic tree whose topology suggested that the multido-
main architecture was inherited from bacterial ancestors, probably
simultaneously with the hosting of the proto-mitochondrion endo-
symbiont. We propose an evolutionary model wherein the appear-
ance of the most active enzyme isoform, glutaminase C (GAC),
which is expressed in many cancers, was a late retrotransposition
event that occurred in fishes from the Chondrichthyes class. The
ankyrin (ANK) repeats in the glutaminases were acquired early in
their evolution. To obtain information on ANK folding, we solved
two high-resolution structures of the ANK repeat-containing C
termini of both kidney-type glutaminase (KGA) and GLS2 iso-
forms (glutaminase B and liver-type glutaminase). We found that
the glutaminase ANK repeats form unique intramolecular contacts
through two highly conserved motifs; curiously, this arrangement
occludes a region usually involved in ANK-mediated protein-pro-
tein interactions. We also solved the crystal structure of full-length
KGA and present a small-angle X-ray scattering model for full-
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length GLS2. These structures explain these proteins’ compro-
mised ability to assemble into catalytically active supra-tetrameric
filaments, as previously shown for GAC. Collectively, these results
provide information about glutaminases that may aid in the
design of isoform-specific glutaminase inhibitors.

Glutamine, the most abundant amino acid in human plasma
and muscles (1), is consumed by rapidly proliferating tumor cells
to meet their increased energy and biosynthetic precursor
demands (2, 3). The enzyme glutaminase converts glutamine into
glutamate, which is further catabolized to produce ATP, nucleo-
tides, amino acids, lipids, and glutathione. In this regard, glutamin-
ase is a well established target for the inhibition of cell transforma-
tion (4). Accordingly, several oncogenes and tumor suppressors
have already been described to be involved in glutaminase-depen-
dent glutamine breakdown (4). Notably, c-Myc stimulates gluta-
mine uptake and degradation by GLS (specifically the product of
the GLS gene) to sustain cellular viability and Krebs cycle anaple-
rosis (5). Similarly, nuclear factor-«B (NF-«B) enhances glutamine
metabolism by decreasing the expression of miR-23a, which tar-
gets the GLS mRNA (6); Rho GTPases, ubiquitin ligase anaphase-
promoting complex/cyclosome (APC/C)-Cdh1, and c-Jun also
regulate glutamine metabolism by acting on GLS and conse-
quently supporting cancer growth (7-9). However, a second gene
encodes another glutaminase enzyme, named GLS2. In contrast to
GLS, GLS2 is regulated by the tumor suppressor p53 and has
tumor suppressor features toward gliomas, glioblastomas, lung
cancer, and hepatocarcinomas (10-14).

The existence of multiple glutaminases in mammals was first
reported by Hans Krebs (15), on the basis of the detection of
tissue-specific kinetic parameters and their susceptibility to
inhibition by their catalytic products, when he probed the con-
version of glutamine into glutamate in tissue extracts. In addi-
tion to being expressed by two different genes, at least four
glutaminase isoforms have been described in mammals. The
kidney-type isoforms, kidney-type glutaminase (KGA)® and

° The abbreviations used are: KGA, kidney-type glutaminase; LGA, liver-type
glutaminase; GAB, glutaminase B; ANK, ankyrin; STAS, sulfate transporter
and anti-o factor antagonist; EH, Eps15 homology; SAD, single-wavelength
anomalous dispersion; r.m.s., root mean square; BPTES, (bis-2[5-phenylac-
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glutaminase C (GAC), are generated by alternative splicing of
the GLS gene (2q32.2). Both isoforms are activated by inorganic
phosphate and inhibited by glutamate (16 —18). In contrast, the
liver-type isozymes, liver-type glutaminase (LGA) and gluta-
minase B (GAB), originate from the GLS2 gene (12q13.3)
through the use of alternative transcription initiation sites (19).
The recombinant construct that spans a common region
between the GLS2 isoforms responds poorly to phosphate (20)
and is not inhibited by glutamate (19, 21).

Although both the kidney isozymes and GAB are expected to
be localized in the mitochondrial matrix because of the transit
peptide sequences at their N termini, KGA and LGA can also
localize to the cytosol and nuclei (20, 22). However, GAC has
been shown to be exclusively located in the mitochondrion (20).
Moreover, GAC provides key growth advantages to cancer cells
(20). KGA, LGA, and GAB share a glutaminase domain that is
well conserved in sequence and structurally similar to bac-
terial glutaminases, and it is flanked by a long N-terminal
domain folded in an EF-hand-like four-helix bundle and a
C-terminal domain with three putative ANK repeats (20). In
contrast, GAC has a shorter, 48-amino acid-long C terminus
with no canonical motif or domain. GAC is also unique
because it assembles into highly active, long double-stranded
helical filaments in the presence of inorganic phosphate,
whereas KGA forms shorter and less active structures under the
same conditions (23).

Intrigued by the diversity in numbers, architecture, mecha-
nism of activation, and enzymatic capabilities of the human
glutaminases, we felt motivated to investigate the origin, evolu-
tion, and possible functions of such complex features. First, by
identifying homologous prokaryotic and eukaryotic sequences
and building a phylogenetic tree, we propose that the multido-
main architecture of the mammalian glutaminases GLS and
GLS2 is a feature inherited from bacterial ancestors, probably
simultaneously with the hosting of the proto-mitochondrion
endosymbiont. From this phylogenetic tree, we also propose an
evolutionary model wherein a GLS-like predecessor gene in
tunicates gave rise to the currently known human isozymes
through exon remodeling, gene duplication, and retrotrans-
position events. In addition, we solved high-resolution crys-
tallographic structures of the C-terminal ANK repeats from
both human KGA and GAB/LGA. These structures display a
unique type of dimerization for ANK domains, governed by
two short amino acid motifs that are highly conserved from
bacteria to higher eukaryotes. Finally, we present the first C
terminus-containing crystallographic structure of human
KGA, which explains its inability to assemble into the cata-
lytically active supra-tetrameric filaments, as previously
shown for GAC. A similar model for human GLS2 is also
proposed on the basis of small-angle X-ray scattering data
and cryo-electron microscopy. Collectively, these results
contribute to the general knowledge on the many human
glutaminase isoforms as well as explain the mechanistic
diversity that poses challenges that still must be overcome to

etamido-1,2,4-thiadiazol-2-yllethyl sulfide; BIS-TRIS propane, 1,3-bis[tris(hy-
droxymethyl)methylamino]propane; ISAC, iterative stable alignment and
clustering; PDB, Protein Data Bank; Rh, hydrodynamic radius.
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increase the chances of successfully inhibiting the enzyme in
a clinical setting.

Results
The multidomain origin of glutaminases

An evolutionary analysis of 2,796 bacterial glutaminase pro-
tein sequences and 789 eukaryotic sequences selected from a
BLAST search was performed using the glutaminase domain
from human KGA (Ile**'-Arg®**) as the query sequence (E
value = 0.0001). Particularly, no glutaminase homologs were
identified in archaea. The bacterial sequence sizes presented
three normal distributions. The first and major distribution
(~85% of the sequences) was centered at 313 = 10 amino acids
(Fig. 1A), thus suggesting that the proteins predominantly con-
tained only the catalytic domain (24). The second distribution
was smaller (10% of the sequences) and centered at 429 * 16
amino acids. Detailed analysis suggested that this group pos-
sesses a sulfate transporter and anti-o factor antagonist (STAS)
domain located C-terminal to the glutaminase domain (Fig.
1A). Finally, 4% (109) of bacterial glutaminases clustered in
a third distribution centered at 613 amino acids. These
sequences, in addition to the STAS domain, have an extra cyclic
nucleotide-binding domain located N-terminal to the gluta-
minase domain. Notably, three cyanobacteria sequences from
this group possess a glutaminase domain flanked by an Eps15
homology-like domain (EH-like) at the N terminus and two
clusters of ANK repeats at the C terminus (Fig. 1A4). The
Epsl5 homology domain is a pair of EF-hand motifs that
recognize and bind to proteins containing Asn-Pro-Phe
(NPF) sequences (25). Aside from these three-domain cya-
nobacteria sequences, 17 proteo- and actinobacteria se-
quences situated between the second and third normal dis-
tributions (Fig. 1A, blue oval) also exhibit a glutaminase
domain flanked N-terminal by an EH-like domain and C-ter-
minal by only one cluster of ANK repeats.

Eukaryotic glutaminases, which primarily belong to the king-
doms Animalia and Fungi, are consistently longer and present a
single Gaussian size distribution averaging 631 amino acids in
length (mode at 615), with a skewed standard deviation of 45
amino acids toward shorter sequences and 26 amino acids
toward longer sequences (Fig. 1B). The left-most end of the
distribution contained the fungal glutaminases, which are 450
to 500 amino acids long and present a unique architecture,
wherein the glutaminase domain is followed by a long C termi-
nus (156 * 7 amino acids) with an unknown fold (Fig. 1B, pink
bar). The remaining eukaryotic glutaminases that are longer
than 500 amino acids in length mostly belong to the Animalia
kingdom and have extended N-terminal sequences of varying
lengths (Fig. 1B). The N-terminal region immediately adjacent
to the glutaminase domain is more than 40% similar to the
EF-hand-like four-helix bundle, which is structurally similar to
the EH-like domain found in bacteria. Indeed, the X-ray struc-
tures of human GLS containing this domain have an EH-like
structure (20).

Putative ANK repeats are predicted for about 550 of the lon-
ger eukaryotic glutaminases and are located C-terminal to the
glutaminase domain with no exception. Another 76 sequences,
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Figure 1. Sequence and architecture analysis of bacterial and eukaryotic glutaminases. The amino acid sequence corresponding to the glutaminase
domain of the GLS gene (lle*?’-Arg>**) was used as input of blastp search against the non-redundant protein sequences (nr) database (£ value = 0.0001). The
sequences obtained were analyzed by number of amino acids (aa); the normal distribution of the sequence length for bacterial and eukaryote glutaminases
are, respectively, represented in A and B, with the respective architectures indicated in rectangles; in parentheses, the number of sequences containing the
corresponding architecture/the total number of sequences contained in the referred region of the distribution plot. C, cladogram based on architectural
organization obtained from a maximum likelihood phylogenetic reconstruction approach. D, the generated phylogenetic tree and respective alignment were
used to reconstruct ancestral protein sequences for specific nodes (ancestral chordates (7); nematodes (2); arthropodes (3); and fungi (4)) using maximum
parsimony. The obtained ancestral sequences were aligned with the human GLS (KGA and GAC) and GLS2 (GAB and LGA) and the sequence similarity displayed
as a heatmap of pairwise distances constructed in SDT using MUSCLE alignment. The obtained result suggests that GLS is the most primitive gene, which has
been further duplicated to generate GLS2. cNMP, cyclic nucleotide-binding domain; SRPBCC, START/RHO«C/PITP/Bet v1/CoxG/CalC.

all of mammalian origin, have a shorter C terminus that closely
resembles human GAC in sequence (Fig. 1B). Finally, a few
glutaminase sequences (11 in total) belonging to the major hap-
tophyte and heterokont lines of eukaryotes were identified.
These sequences are much longer, ranging from 800 to 1250
amino acids in length, and the predicted architectures of some
of them consist of two complete tandemly associated ANK-
containing glutaminases (data not shown).

To detect evolutionary relationships based on the architec-
tural organization, we next reconstructed an unrooted clado-
gram using the analyzed sequences (Fig. 1C). The derived tree
structure has a taxa organization similar to that found in rRNA-
based phylogenetic trees (26). Many unresolved nodes (poly-
tomy) were observed, particularly for the bacterial glutami-
nases. We believe that such observation stems from the fact
that many bacterial species possibly have more than one gluta-
minase, often as a result of the combination of a single protein
with a multidomain isozyme. Except for fungal glutaminases,
which clustered closer to the bacterial homologs, the eukaryotic
proteins had a better-resolved tree. Protists, nematodes, and
arthropods form a polytomic group with chordates, as well as
with ANK-containing proteo- and cyanobacteria; this grouping
suggests that the appearance of this multidomain feature was
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an early event, concomitant with the symbiotic association
related to the appearance of eukaryotes, because archaea does
not carry any glutaminase-like coding gene. A subsequent lin-
eage split linked to the appearance of multiple variations
around the same basic architecture (EH-like + glutaminase +
ANK) suggests that the gene duplication event that produced
the GLS and GLS2 genes and isoform differentiation (with the
appearance of GAC-like isoforms; Fig. 1B, dark blue oval)
appeared with chordates. However, interestingly, birds have
completely lost the GLS2 gene.

Finally, based on a theoretical reconstruction of the ancestral
glutaminases from each of the main eukaryotic branches (chor-
data, arthropods, nematodes, and fungi), the most primitive
glutaminase acquired from a bacterial ancestor was most prob-
ably the kidney-type glutaminase (KGA-like), as shown in Fig.
1D. The general organization EH-like + glutaminase + ANK is
preserved in all four reconstructed ancestral sequences. Com-
parison of the sequence identity of human genes with the recon-
structed common ancestor of GLS and GLS2 from Gnathos-
tomata suggested that GLS was restrained during evolution to
maintain the same function, whereas GLS2 exhibited more
changes, probably acquiring new functions and/or regulatory
mechanisms.
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The origin of glutaminase isoforms

Having established a plausible origin for the multidomain
architecture of the glutaminases, we next asked how the differ-
ent variants of the enzyme, currently observed in humans,
might have evolved. We first performed a “top-down” search
for glutaminase genes in phylum Chordata using the complete
genomic sequence of the human GLS and GLS2 genes as tem-
plates. Second, we identified regions homologous to exon 14 of
GLS (after which the GLS splicing event occurs) and exon 15
(the “GAC exon”).

In the lower chordates, we verified that the genome of the
tunicate sea squirt (27) (Ciona intestinalis) has a single GLS-like
gene containing 12 exons. A region similar to human exon
14 (70% identity, red bar in the tunicate branch, Fig. 24) is
inserted in exon 11. The Cephalochordate amphioxus (28)
(Branchiostoma floridae) also has a single glutaminase gene,
which, interestingly, has only two exons. In this gene, the region
homologous to the human exon 14 is appropriately located
at the 3’ boundary of exon 1; however, no homology to the
GAC exon was identified in the downstream sequence. A gene
duplication event was observed further upstream in lampreys
(29) (Pekinsus marinus, Hyperortia), which generated distinct
sequences related to the human GLS and GLS2 genes.

Next, the Chondrichthyes Callorhinchus milii (elephant
shark (30)) also has two glutaminases that are phylogenetically
related to the GLS and GLS2 genes without annotated splicing
regulation. However, in the GLS gene, a region homologous to
the human GAC exon is for the first time observed and located
downstream of an exon 14-equivalent sequence, thereby sug-
gesting an origin for the splicing variant GAC. Zebrafish (Danio
rerio (31)) and other fish species possess 5 glutaminase genes,
thus suggesting subsequent autapomorphic duplication events
for both GLS and GLS2. Interestingly, the GAC isoform was main-
tained in both copies of the GLS gene, thus supporting the hypoth-
esis that the GAC exon appeared before this duplication; a new
GLS-like (GLSL) sequence was identified in species within this
branch, such as zebrafish, elephant shark, and others.

Of note, the amphibian Xenopus tropicalis (Western clawed
frog (32)), with only one copy of both GLS and GLS2, points to
a compaction of the GLS2 introns and exons against the spread
of the GLS across a larger genomic region. Finally, the human
glutaminase gene structures retained the same architecture
observed in the amphibian genes, although the sequence
lengths were smaller.

The identification of several transposable elements such as
Aluand L2 (Fig. 2B), within the human GLS intron 15, strongly
suggests that the insertion of the GAC exon was due to an early
retrotransposition event; however, no consensus matching ele-
ments were found in the rapid evolving intron 14. Nevertheless, a
thorough tblastn analysis failed to identify a region homologous to
the GAC exon (exon 15) within the human genome, preventing us
from proposing an original location for this sequence.

Crystal structures of the human glutaminase ankyrin repeats

We next determined the crystal structures of the ANK-con-
taining C-terminal regions of both human KGA (KGA.ANK:
Val®®'-Leu®®®) and GLS2 (GLS2.ANK: Lys***-Val®’?). Both

SASBMB

proteins were subjected to limited proteolysis with trypsin (for
KGA.ANK) or chymotrypsin (for GLS2.ANK) during purifica-
tion to remove the likely intrinsically flexible regions and ob-
tain well diffracting crystals. X-ray diffraction datasets were
obtained for KGA.ANK crystals belonging to two different
space groups, namely the tetragonal P4,2,2 and a monoclinic
P12,1. Sulfur single-wavelength anomalous dispersion (SAD)
phasing was used to produce a higher resolution molecular
model (at 1.41 A maximum) from the tetragonal crystals. The
obtained structure was then used as a search model for molec-
ular replacement of the monoclinic crystals, which diffracted
up to 1.74-A maximum resolution. Finally, the structure, which
was collected at 2.55-A maximum resolution, of the GLS2.ANK
hexagonal crystals (space group P6.) was solved by molecular
replacement using the KGA.ANK structure. The statistics of
the data collection, processing, phasing, and model refinement
data for all the structures are shown in Table 1. Because of the
high structural similarity observed for both KGA.ANK struc-
tures (backbone r.m.s. deviations of 0.4 A), only the higher res-
olution model was used for the subsequent detailed analysis and
comparison to the GLS2.ANK structure.

Overall, the C-terminal domains of KGA and GLS2 each con-
tain three ANK repeats (labeled ANK1 to ANK3) and are very
similar, both in sequence composition (80% identical) and over-
all structure (r.m.s. deviation of 0.5 A over 89 equivalent Ca
positions; Fig. 3A). The largest structural variation (a shift
between 1.3 and 1.8 A of the Cax atom positions) occurs in the
B-hairpin that links ANK1 to ANK2 (B-hairpin 2), whereas the
minimal deviations (~0.1 A) are observed in the inner and
outer a-helices of ANK2. The primary sequences of ANK1 and
ANKS3 repeats in both KGA and GLS2 diverge from the canon-
ical ANK repeats at the TPLH tetrapeptide motif, which is
located at the beginning of the inner a-helices and is responsi-
ble for the stabilization of ANK repeats through reciprocal
hydrogen bonding between the threonine hydroxyl and histi-
dine imidazole groups (33, 34) (Fig. 3B). The ANK1 inner helix
of both KGA and GLS2 is a half-turn longer and lacks the 81
turn compared with the typical inner helix observed in ANK
repeats (Fig. 3B), whereas in the ANK3 inner helix, the histidine
is replaced with an aspartate, thus preventing the formation of
the conserved hydroxyl-imidazole hydrogen bond. Moreover,
in both structures, ANK2 contains an extra residue, a surface-
exposed lysine (Lys®'' at KGA and Lys®*® at GLS2, indicated by
a plus sign in Fig. 3B), at the C terminus of the outer helix.
Finally, the GLS2 ANKS3 outer helix is one turn longer than the
canonical ANK repeats (Fig. 3B).

Glutaminase ankyrin repeats assemble into atypical dimers

A search for the biologically relevant assembly of the KGA
and GLS2 ANK domains was performed using the PISA (pro-
tein interfaces, surfaces and assemblies) server (35). The pro-
gram identified a thermodynamically stable interface involving
a crystallographic homodimer, with a solvation free energy gain
of —5.4 kcal/m upon formation (Fig. 3C). The identified inter-
face occludes an area of 800 A% and corresponds to a symmetric
groove-to-groove interaction in both structures. Twelve hydro-
gen bonds and 12 salt bridges are formed between the short
loops present in the B-hairpins 1 (linking ANK1 to ANK2) and
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Figure 2. Evolution of glutaminase intron-exon structure. A, protein sequence corresponding to human GLS exon 14 was used as a query of translated blast
(tblastn) searches against available genomes from C. intestinalis (Tunicate), B. floridae (Cephalochordate), P. marinus (Cyclostomata), C. milii (Chondrichthyes),
D. rerio (Actinopterygii), and X. tropicalis (Amphibia). After an initial Reciprocal Best Hit region was found, the correct position of the exon was determined by
pairwise LALIGN between sequences. Region downstream genomic sequence homologous to exon 14 were also evaluated by LALIGN against human
GAC-exclusive exon (exon 15). As both P. marinus glutaminases are incomplete, available exons were found in contig using LALIGN approach. The human
genes are represented at the top branch (Amniota). The thin red bars represent the homologous region to the GLS exon 14 and the light blue boxes indicate
homologous regions to the exon 15 of human GLS. The introns, represented as dashed lines, are not drawn to scale and the omitted sections are indicated by
two bars (). The asterisk (*) indicates that the deposited sequences are incomplete. B, a search for retrotransposition evidences in the genomic region
comprehending exon 15 and introns 14 and 15 of human GLS using TranspoGene resulted in the identification of various transposable elements in the intron
15; however, no consensus matching elements were found in the intron 14.
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Table 1

X-ray crystallography data collection parameters and structure refinement statistics

Data for the outer shell are shown in parentheses.

Data collection and processing
Beamline
Wavelength (A)
Space group
Cell parameters (A
Resolution range (A)

12-2 at SSRL, USA
0.9795

P43212
a=b=753c=883
75.0 — 1.42 (1.45 — 1.42)

12-2 at SSRL, USA
0.9795
P1211

a=765,b=472,¢=115.7 (= 90.1°)

64.0 — 1.72 (1.75 — 1.72)

12-2 at SSRL, USA
0.9795

P65
a=b=852c=3368
84.0 — 2.55 (2.64 — 2.55)

103 at DLS, UK

0.9762

P42212
a=b=144.1,¢= 6152
50.0 — 3.6 (3.67 — 3.60)

Unique reflections 48,262 (2,342) 82,659 (4,303) 45,005 (4,413) 76,934 (4,463)
Multiplicity 22.7 (23.2) 6.4 (6.3) 8.1(8.1) 23.4 (20.8)
Ry (%) 2.6 (30.9) 2.4 (31.8) 3.5(25.2) 7.4 (49.4)
CC (%) 0.994 (0.441) 0.999 (0.902) 0.999 (0.860) 0.998 (0.716)
Completeness (%) 100 (100) 94.1 (92.1) 99.9 (99.8) 100 (100)
(Ila(D) 17.1 (2.9) 15.7 (2.1) 14.1 (3.4) 8.8 (1.9)
Average mosaicity (°) 0.62 0.55 0.49 0.30
Wilson B-factor (A?) 13.6 25.7 485 104.6
Monomers/AU 2 4* 10 5
Solvent content (%) 46.7 36.4* 53.0 77.1
Matthews coefficient (A* Da™')  2.32 1.937 2.62 5.37
Model refinement
Resolution range (A) 57.3-1.42 64.0 - 1.72 73.8 - 2.55 50.0 - 3.6
Test set reflections (%) 2500 (5.2) 4285 (5.2) 2366 (5.3) 7160 (5.0)
Rpcror Rivee (%) 14.4/17.9 18.3/22.2 21.8/25.7 27.4/31.2
Clashscore 2 2 5 3
Side chain outliers (%) 0.6 0.7 2.4 2.6
RSRZ outliers (%) ) 1.6 0.6 2.8 5.7
Average B, all atoms (A?) 22.0 34.0 53.0 137.0
Number of protein atoms 1,506 2,943 6,860 18,905
Solvent molecules 285 640 110
Inorganic atoms 1Cl~,3Na* 6Na*
Ligand molecules 3 BPTES
R.m.s. deviations from standard
geometry
Bond length (A) 0.015 0.019 0.002 0.003
Bond angles (%) 1.313 1.454 0.479 0.566
Ramachandran plot (%)
Most favorable 98.0 98.6 95.9 87.5
Outliers 0 0 0.2 2.1
PDB ID 5u0i 5u0j 5u0k 5uqe

“ Translational non-crystallographic symmetry was detected for this dataset.

2 (linking ANK2 to ANK3, Fig. 3B) in chain A with their respec-
tive equivalents in chain B (Fig. 3C, left panel, for B-hairpin 1
loop interactions and right panel for B-hairpin 2 loop interac-
tions). The short loops of B-hairpins 1 and 2 contain the motifs
Asp-Tyr-Asp (DYD, residues 583-585 in KGA and 516518 in
GLS2) and Asp-Arg-Trp (DRW, residues 617—-619 in KGA and
550-552 in GLS2), respectively (Fig. 3C). Despite the overall
relatively low sequence identity of the eukaryotic and bacterial
glutaminase ANK repeats, both the DYD and DRW motifs are
highly conserved (Fig. 3, D and E, respectively). Finally, addi-
tional polar interactions are observed between the 3-hairpin 1
loop and the ANK3 inner helix and between the B-hairpin 2
loop and the ANK2 inner helix, complementing the identified
symmetrical interface (data not shown).

Crystal structure of full-length human KGA

In addition to the determination of the crystal structures of
the isolated C-terminal ANK dimers, we also solved the novel
crystal structure of KGA containing the C terminus, which was
bound to the inhibitor bis-2[5-phenylacetamido-1,2,4-thiadia-
zol-2-yl]ethyl sulfide (BPTES) (36). The diffraction dataset was
collected at a 3.6-A maximum resolution (space group P4,2,2)
with lengthy cell parameters and a high solvent content of
~78% (Table 1). Phasing was achieved by molecular replace-
ment using the coordinates of the previously solved N-ter-
minal and glutaminase domains from GAC bound to BPTES
(PDB code 4jkt) and the KGA.ANK dimer described here as

SASBMB

search models. The P4,2,2 asymmetric unit contains five
KGA monomers; accordingly, one canonical tetramer (a
dimer of dimers) is formed within the asymmetric unit by
four monomers and, the fifth monomer is related to another
tetramer by the crystal 2-fold screw axis. The final model
obtained (Fig. 4A) was refined to Ry, .., and R, of 27.3 and
31.8%, respectively.

The ANK dimers in the KGA structure (green surface in Fig.
4B) are spatially located between the N-terminal EF-hand-like
domains (blue surfaces in Fig. 4B). Notably, both ANK dimers of
a tetramer lie on the same side of a sectional plane defined by
the two longest axes of the protein (Fig. 4B), breaking the pre-
viously established 2-fold dihedral symmetry of the glutamin-
ase structures lacking the C terminus (20).

The low-resolution model did not allow us to provide a
detailed description of the side chain interactions between the
ANK dimers and the N-terminal domain. However, the close
contact between the ANK1 outer helix of chain A with the EF-
hand-like domain helix H1 of chain B is unmistakable (Fig. 4C).
The interface contains large, exposed polar residues, such as
glutamic acid and arginine, which are likely to be responsible
for the contact. An equivalent arrangement was also observed
for the ANKI outer helix of chain C with the EF-hand-like
domain helix H1 of chain D (data not shown). The majority of
the C-terminal region of KGA adjacent to the ANK repeats
(residues Thr®*”-Leu®®®) is likely heterogeneous in conforma-
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Figure 3. Overall structural features of ANK domain of glutaminases. A, schematic representation of three ANK repeats (ANK1 to ANK3) present as a
C-terminal domain of KGA and GLS2. Both ANK repeats are very similar in sequence as well as in the overall structure. B, alignment of the glutaminase ANK
repeats and the consensus sequence (shown on top), proposed in Ref. 39. Highly conserved residues are capitalized and in red, semiconserved residues are
colored cyan and not capitalized. Residues involved in the dimer interface are indicated by a bar. ANK2 in both KGA and GLS2 contains an extra surface-exposed
lysine, which is indicated by the + signal. On the right, the superposition of ANK1, ANK2, and ANK3 is represented. C, dimer interface and associated interaction
of ANK repeats. The side chains of the motifs DYD (left) and DRW (right) are represented in sticks. D, representation of sequence conservation of glutaminases
ANK from eukaryotes and £, bacteria. The size of the letters is proportional to the degree of conservation of residues. The motifs DYD and DRW are highlighted.
The residues in red shows the 100% conservation throughout the alignment. Residues are numbered according to human KGA.

tion and therefore could not be modeled. According to second-
ary structure predictions by the JPred4 server (37), this region is
mostly unstructured. This information, added to the fact that
such region is present in a KEN box involved on KGA degrada-
tion (8), suggest that this segment is likely functionally indepen-
dent from the ankyrin domain.

As shown in our previous study (23), the phosphate-depen-
dent enzymatic activity of the GLS isoforms is directly related
to their ability of self-assembling into supra-tetrameric helical
filaments; GAC is the most active isoform and forms longer
filaments. Moreover, we previously demonstrated that this

11578 J Biol. Chem. (2017) 292(27) 11572-11585

assembly was generated by end-to-end associations via the
N-terminal domains; the KGA assembly was always shorter,
although it formed the same structure. Based on the KGA crys-
tal structure presented here, we hypothesized that the ANK
repeats located between the N-terminal domains prevent KGA
from forming longer higher active filaments due to the fact that
it destabilizes the polymerization. More specifically, the ANK
dimers limit the association of the KGA tetramers into long
polymers (23) because they limit the formation and availability
of the filamentation interface (Fig. 4D). This interface is the
groove region by which the single strand filaments of the GAC

SASBMB
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Figure 4. Multidomain structure of KGA and biophysical characterization of KGA, GAC, and AC. A, electron density and final model for the complete
tetramer of KGA. B, planar representation, dividing the tetramer into front and back halves to show the position of two ANK dimers at the same side of the plane.
C, upper view of the tetramer, indicating the close contact between the ANK1 outer helix and the helix H1 of the N-terminal EF-hand like domain. D, the filament
interface between two N-terminal domains (region delimited by gray), and by which the single strand polymer of GAC (PDB code 4jkt) grows (23), is occluded
in KGA because of the presence of the ankyrin dimers. E, the Stokes radii calculated from the size exclusion chromatographic profiles of KGA, GAC, and AC (KGA
lacking the ANK repeats), indicating that ANK repeats prevent the self-assembly of glutaminases into the higher supra-tetrameric filament forms. F, the
comparative enzymatic efficiency of KGA, GAC, and AC toward glutamine in the presence of 20 mm phosphate. The lack of ANK repeats enhances the catalytic

efficiency of KGA. Red lines indicate mean = S.D.

isoform grows indefinitely, via end to end interaction between
pairs of N-terminal domains (23).

To further confirm this hypothesis, we generated a C termi-
nally truncated GLS construct containing the common
sequence between KGA and GAC (N terminus and glutaminase
domains, called AC), but lacking the ANK repeats. Accordingly,
the construct had a larger Stokes radius in comparison to KGA
and GAC and was more heterogeneous in size (Fig. 4E). More-
over, as expected, the AC construct was as active as GAC, pos-
sibly due to its increased ability to form extended filaments
(Fig. 4F).

Low resolution structure of GLS2

Last, the availability of the crystal structure of individual
domains of GAB/LGA, such as the C-terminal ANK dimers
reported here and the glutaminase domain tetramer (PDB code
4bqm), allowed for a proposition of the full-length structure
based on small-angle X-ray scattering data (Fig. 5, A and B) for
the multidomain portion common to both isoforms. The C-ter-
minal ANK domains are expected to be spatially located
between the N-terminal domains, in an organization similar to
that observed for KGA. Consequently, this protein is also
expected not to assemble in filament-like higher order oligo-
mers, being stable at the tetramer form. This has been previ-
ously observed by our group (23) and is here corroborated by
measurements on cryo-electron microscopy images (Fig. 5C).

SASBMB

Discussion

The human genome has two copies of glutaminase-coding
genes, which are known to produce at least four isoforms
through alternative splicing or transcription at alternative ini-
tiation sites (4). Genetic evolutionary models often predict an
increase in the gene copy number prior to the specialization or
gain of new functions, with a momentary intermediate state of
specialization with an overlap of functions (38). In addition, this
apparent redundancy in glutaminase isoforms can be explained
by differential tissue expression patterns, as well as the cell pro-
liferation state. In this regard, KGA is expressed in kidney
tubule epithelial cells, in which ammonia production is key to
renal acid-base regulation (16); LGA is expressed in periportal
hepatocytes, where it participates in urea synthesis (17). In
addition, although GAC meets the glutamine-dependent met-
abolic demands of several types of cancer (20), GAB has tumor-
suppressing activity in hepatocarcinomas and gliomas (40).

Despite this functional diversity, the human glutaminase iso-
forms converge into a conserved multidomain structure. Based
on a combination of computational predictions and experi-
mental evidence mainly produced by X-ray crystallography
studies, we found that all four isoforms contain an N-terminal
EF-hand-like domain, followed by a glutaminase domain in
the middle and three ANK repeats at the C terminus. The
only exception is GAC, in which the C terminus is a short
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Figure 5. Low-resolution solution model for full-length GLS2 (GAB/LGA). Intensity (left panel) and pair-distance (right panel) distribution functions,
obtained for GAB/LGA subject to SAXS experiments. B, orthogonal views of the superposition between the SAXS envelope and the collection of X-ray crystal
structures from GLS2 glutaminase domain (PDB code 4BQM), N-terminal portion of human GLS (PDB code 3CZD) and GAB/LGA.ANK. C, box plot of the two
perpendicular dimensions for GAB/LGA, large (L) and short (S) as taken from the cryo-EM micrographs (inset). KGA dimer and tetramer crystal structures
projections were used as a reference for the dimensions of these two oligomeric states.

unstructured region, because of alternative splicing of the
GLS gene.

In this work, the multidomain architecture was shown to be
shared by all chordates, including fishes, reptiles, birds, and
amphibians, as well as by arthropods and nematodes. By sur-
veying the database-deposited glutaminase protein sequences,
we observed similar organizational characteristics in free-living
proteo- and cyanobacteria, but not fungi. From our data, we
propose that the multidomain glutaminase structure has a very
ancient origin. In addition, we verified that multiple GLS genes
and isoforms are present in a wide range of vertebrates. By
further analyzing the genomes of representative species of the
phylum Chordata, we were able to identify early events of exon
repositioning among tunicates and cephalochordates, followed
by gene duplication in Hyperoartia and exon retrotransposition
in Chondrichthyes, concomitant with the change from a simple
kidney structure pronephros to a more complex mesonephros
with tubules (41). Together, all these features are likely the basis
of the isozyme diversity observed in vertebrates. We also iden-
tified a glutaminase ancestor that was more similar to the
human kidney-type glutaminase and gave rise to the liver-type
glutaminase, whereas the appearance of GAC-like glutami-
nases, with shorter C termini, was a late event in glutaminase
evolution. GAC is the most active isoform compared with KGA
and LGA, a feature linked to its capacity to assemble into long
filament-like superstructures (23). In the present study, we
found that this feature is possible only because GAC lacks the
original C-terminal bulky ANK repeats of parental KGA,
because the AC-terminal construct assembles in longer fila-
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ments and is as active as GAC. Therefore, we propose that fil-
ament formation is a gain-of-function characteristic of verte-
brate glutaminases, which has been positively selected to create
a more active enzyme due to the substrate channeling effect.
Our group and others have previously published the struc-
ture of the N-terminal EF-hand-like and glutaminase domains
of GLS (20, 42), but the structure of the C-terminal ANK
repeats remained unsolved. Here, we provide novel crystal
structures for the ANK domains of KGA and GLS2, which sur-
prisingly form an atypical dimer. ANK repeats usually mediate
the interaction of a protein with a different partner. However,
KGA.ANK and GLS2.ANK mediated the formation of homo-
oligomers, a rare feature. A survey of structures in the Protein
Data Bank revealed 68 unique crystal structures of ANK-con-
taining proteins, containing between 2 to 24 ANK repeats (sup-
plemental Table S1). Of these crystal structures, only 5 dis-
played an ANK-to-ANK association (supplemental Fig. S1).
However, none contained an interface that resembles the glu-
taminase ANK dimer (contact between the DYD and DRW
motifs). Therefore, we propose that the ANK dimer association
described here is structurally unique to glutaminases and was
selected as a conserved feature throughout glutaminase evolu-
tion. The explanation for this positive selection remains elusive.
The short regions located immediately after the ANK repeats
in KGA and GLS2 (KEN and ESMV motif, respectively) are
involved in E3 ubiquitin ligase-dependent degradation (8) and
direct interactions with PDZ domain-containing proteins (43),
respectively. An analysis of protein complexes including ANK-
containing proteins and their interaction partners (44—47)
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showed that most of the contacts necessary for ANK-to-ANK
interaction involves the ANK grove (the concave surface).
Although most of the known cases involve the concave surface,
some ANK repeats mediate protein-protein contacts through
the convex face. One example is the human oncoprotein
g-ankyrin, which was crystallized in complex with an antibody
fragment. In this structure, the interaction occurred through
the outer a-helices of the ANK4-ANK®6 repeats (48). The vac-
cinia virus K1 protein consists entirely of ANK repeats that are
involved in interactions mediated by the convex surface (49). In
addition, the VPS9-domain ANK repeat protein binds to Rab32
through the convex side of its ANK repeat (50).

In this regard, although the concave faces of the ANK repeats
of KGA and GLS2 make contacts within the glutaminase, we
predict that the ANK repeats may still mediate protein-protein
interactions through the convex surface. Recently, GAB has
been shown to bind and inhibit the small GTPase Racl by pre-
venting its interaction with a guanine-nucleotide exchange fac-
tor, an interaction that involves the C terminus of GLS2 (resi-
dues 464 to 602) (40). Because the region contains the ANK
repeats of GAB, we predict that the contact involves the ANK
concave face. Considering the long list of partners that were
shown to interact with glutaminases using mass spectrometry-
based approaches (51), further investigations are required to
confirm the mechanism by which the ANK repeats in glutami-
nases mediate protein-protein interactions.

Last, although at low resolution, the novel ANK-containing
structure of human KGA confirms our previous hypothesis that
the long-range propagation of filaments for this isoform was
thwarted by the presence of the ankyrin repeats themselves
(23). As observed in the crystallographic model, the ANK dimer
occludes the formation of the filamentation groove, by which
the single strand filament of the GAC isoform grows indefi-
nitely, via end to end interaction between pairs of N-terminal
domains. Because GAC possesses a shorter unstructured C-ter-
minal sequence, this hypothesis is confirmed when the ANK
domain is completely deleted in a mutant construct, which can
form longer polymeric species, and therefore, resulting in a
more active protein.

Experimental procedures
Phylogenetic reconstruction

726 Glutaminase protein sequences obtained from Gen-
Bank™ (52), by performing a BLAST search with human glu-
taminase domain sequence from GLS as the query, were aligned
using kalign (53). Maximum likelihood phylogenetic recon-
struction was performed with RaxML (54) with 260 bootstrap
pseudoreplicates and using automated model search. Repli-
cates were summarized with sumtrees from DendroPy (55).
The generated phylogenetic tree and respective alignment were
used to reconstruct ancestral states for specific nodes using
maximum parsimony, as implemented in phangorn (56). Heat-
maps from pairwise distances were constructed in SDT (57)
using MUSCLE (58) alignment.

Evolution of glutaminase exon structure

Protein sequence corresponding to human GLS exon 14 was
used as input of translated blast (tblastn) searches against avail-
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able genomes from C. intestinalis (27), B. floridae (28), P. mari-
nus (29), C. milii (30), D. rerio (31), and X. tropicalis (32). After
an initial Reciprocal Best Hit (59) region was found, the correct
position of the exon was determined by pairwise LALIGN
between sequences (60). Regions downstream from the
genomic sequence homologous to exon 14 were also evaluated
by LALIGN against human GAC-exclusive exon (exon 15). As
both P. marinus glutaminases are incomplete, available exons
were found in contig using the LALIGN approach. The GLS
region comprising intron 14, exon 15, and intron 15 was used as
input of TranspoGene (61) retrotransposon searching.

Protein expression and purification

The constructs of human KGA Val'**-Leu®® and Val®®'-
Leu®®” were amplified from the pcDNA3.1/hKGA-V5 clone,
kindly provided by Dr. Richard Cerione (Cornell University,
Ithaca, NY), and subcloned into the pET28a plasmid (Novagen)
using the Ndel and Xhol restriction sites with N-terminal His,
tag. KGA Val'**-Arg®° was generated from the pET28a KGA
Val'**-Leu®® construct by site-directed mutagenesis of the
Val®®! residue into a stop codon (TAA) using the QuikChange
II XL Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies).
The construct of human GAB Lys***-Val®** was cloned into
pNIC28-Bsa4 plasmid. The construct of GAC Met'**-Ser®?
was amplified from a mouse fetal brain tissue cDNA library and
cloned into the pET28a plasmid. The four constructs were
transformed into Escherichia coli Rosetta-2 thermocompetent
cells (Merck). Overnight cultures, grown in LB medium in the
presence of 50 ug ml ™! of kanamycin and 50 ug ml~* of clor-
amphenicol, were inoculated in a ratio of 1:100 in 3-liter cul-
tures supplemented with the same antibiotics and left shaking
at 200 rpm for 5 h at 37 °C. The cultures were then down-
tempered to 18 °C for 1 h before induction with 200 nm isopro-
pyl B-p-1-thiogalactopyranoside for 16 h at 18 °C. Cells were
collected by rapid centrifugation and resuspended in 500 mm
NaCl, 50 mm Tris HC, pH 8.5 (or 50 mm HEPES, pH 7.5, for
GAB construct), 10% glycerol, and 2 mm B-mercaptoethanol
and 1 mm PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride). Cell lysis was
performed chemically, by incubation with hen egg white
lysozyme, DNase I, and deoxycholate (all three reagents from
Sigma) for about 1 h, incubated on ice. The soluble fractions
were separated from the debris by high speed centrifugation
and subsequently loaded, by gravity and in a cold room, on
immobilized metal affinity column, Co®*-charged TALON
(Clontech) for the GLS constructs and nickel-nitrilotriacetic
acid Superflow (Qiagen) for the GAB construct, previously
equilibrated with the running buffer 10 mm NaCl and 50 mm
Tris-HCI, pH 8.5, HEPES, pH 7.5. The constructs were eluted
stepwise using running buffer to which up to 500 mm imidazole
(v/v) had been added. For the GLS constructs, the tag was
removed by overnight digestion with bovine thrombin (Sigma)
and the samples loaded into a HiTrap Q HP anion exchange
chromatography column (GE Healthcare). Elution was done by
performing a linear gradient with a buffer containing 1 m NaCl,
50 mm Tris-HCI, pH 8.5, and 2 mm B-mercaptoethanol. The
fractions containing the GLS constructs were loaded in a
HiLoad 16/600 Superdex 200 (for KGA Val'**-Leu®®’, KGA
Val'**-Arg®*°, and GAC Met'?*-Ser®*® constructs) or 75 pg (GE
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Healthcare) (for KGA Val®*!-Leu®®®). The final buffer condi-
tions were 150 mm NaCl, 30 mm HEPES, pH 8, and 0.5 mm
tris(2-carboxyethyl)phosphine). For the GAB construct, the
eluate from the affinity chromatography was directly loaded in
a HiLoad 16/600 75 pg. Protein concentration was determined
by UV 280 nm using calculated extinction coefficients. The
hydrodynamic parameters (Stokes radii, Rh) of human KGA,
GAC, and the deletion mutant AC were determined by gel fil-
tration chromatography using a prepacked Superdex 200 HR
10/30 column (GE Healthcare) in 25 mm Tris-HCI, pH 8.0, 150
mMm NaCl, 0.5 mm tris(2-carboxyethyl)phosphine). For each
purified protein, ~1 mg ml ™' concentration in a 500-ul volume
was injected into the column. To induce the formation of the
higher-order oligomeric species, 20 mm K,HPO, as a final con-
centration was added in the protein solution before loading it
onto the column. The gel filtration buffer was also supple-
mented with 20 mm K,HPO,. The flow rate was maintained at
0.5 ml min~". To establish the hydrodynamic radius (Rh) and
elution volume relationship of the protein, proteins of known
Rh were run on the same column. The proteins used as stan-
dards were ferritin (440 kDa, Rh = 60.8 A), aldolase (158 kDa,
Rh = 48.1 A), conalbumin (75 kDa, Rh = 36.4 A), ovalbumin
(44 kDa, Rh = 30.5 A), and ribonuclease A (13.7 kDa, Rh = 15.9
A).

Crystallization

Following size-exclusion purification, KGA Val'**-Leu®®”
was concentrated using an Amicon 30-kDa cutoff concentrator
(Millipore) to a final concentration of ~7.5 mg ml~*. Crystalli-
zation experiments were performed at 277 K using the conven-
tional sitting drop vapor diffusion technique. Drops were made
by mixing two parts of protein previously incubated with 1.2
mMm BPTES to one part of the well solution, containing 1.8 M
sodium formate, 0.5 M NaCl, and 0.1 m BIS-TRIS propane, pH
6.8. Before data collection at cryogenic temperature (100 K),
harvested crystals were cryoprotected with 10% ethylene glycol
added to the mother liquor.

For large-scale limited proteolysis, KGA Val®*'-Leu®® after a
size-exclusion purification step was incubated with 1:100 tryp-
sin (Sigma) at 23 °C for 20 min. The proteolysis was stopped by
the addition of 1.5 mm PMSF. For limited proteolysis of GAB
Lys***-Val®®?, purified protein was incubated overnight with
1:1000 a-chymotrypsin at 23 °C. The digested fragments were
immediately purified by size-exclusion chromatography. For
crystallization trials, digested KGA Val**'-Leu®®” and GAB
Lys*®>-Val®®? were concentrated, respectively, to 25 and 50 mg
ml ™! using Amicon 10-kDa cutoff concentrators.

Both constructs were crystallized by sitting drop vapor diffu-
sion, by mixing equal parts of protein solution and mother liq-
uor. KGA Val®®'-Leu®® crystals were grown in (a) 3.2 M NaCl,
0.1 m Tris, pH 8.5 and (b) 3.8 M NH,Cl, 0.1 m BIS-TRIS propane,
pH 7. GAB Lys***-Val®*? crystals were grown in 1.1 M trisodium
citrate, 0.1 M imidazole, pH 8, 20 mM L-glutamine.

X-ray crystallography
Diffraction data were collected at beamlines 103 at the Dia-

mond Light Source (UK) and 12-2 at the Stanford Synchrotron
Radiation Lightsource, respectively, for KGA Val'**-Leu®*® and
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for KGA/GAB ANK crystals. Datasets were integrated using
Mosflm (62) (for native datasets) and XDS (63) (for sulfur-SAD
dataset) and scaled with Aimless (64). The first set of phases of
KGA Val'**-Leu®® was obtained by the molecular replacement
technique as implemented in the program Phaser (65), using
the coordinates of the mouse GAC isoform (PDB code 3SS3).
KGA ANK was solved by sulfur-SAD using SHELX (66) and the
model was refined using higher resolution native datasets. The
model obtained for KGA was employed as a search model for
solving the GAB ANK structure by molecular replacement
(Table 1). Positional and B-factor refinement cycles, as well as
solvent modeling, were performed with Refmac (67) and Phe-
nix (68), followed by visual inspection using COOT (69).

Glutaminase activity assay

To obtain the kinetic parameters for KGA Val'**-Leu®®,
KGA Val'**-Arg®, and GAC Met'**-Ser®, a mixture con-
taining 10 nm glutaminase, 50 mm Tris acetate, pH 8.6, 3 units
of bovine L-glutamate dehydrogenase (Sigma), 2 mm NAD
(Sigma) was pipetted into 96-well plates previously filled with 6
or 12 serial dilutions of L-glutamine, to achieve a range of con-
centrations from 60 to 0.15 mm. K,HPO, (2 m stock, pH 9.4)
was added to the mixture at a final concentration of 20 mm. The
formation of NADH was tracked by absorbance readings at 340
nm, for up to five consecutive minutes, at room temperature.
Measurements were done in triplicate. The initial velocities, in
picomoles of NADH produced per second, were calculated
using an extinction coefficient for NADH of 6,220 ™' cm ™" at
340 nm and 0.5 cm of path length. The total volume per reac-
tion was 200 ul. Plate-reader used was an EnSpire (PerkinElmer
Life Sciences). Measurements were done in triplicates and ana-
lyzed using GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San
Diego, CA).

Small-angle X-ray scattering

Scattering data were collected at A = 1.488 A, for sample-
detector distances of 1.1 m covering the momentum transfer
ranges 0.015 <'s < 0.442 A1 (s = 47 sinf/A, where 20 is the
scattering angle). The data were normalized to the intensity of
the incident beam and corrected for the detector response
using an in-house program. Two frames of 250 s were collected
and compared for radiation damage using the program PRI-
MUS (70). The same program was used to average the frames
and subtract the buffer. The different protein concentrations
were evaluated for aggregation by following increases in the
measured R, (radius of gyration) as calculated by auto R,. The R,
was confirmed by using the indirect Fourier transform program
GNOM (71), which was also used to calculate the distribution
function P(r) and D, .. The data were analyzed and processed,
including ab initio construction and model averaging, using the
programs contained in the ATSAS package (72).

Cryo-electron microscopy

For visualization of cryogrids, purified GAB samples were
frozen onto a Gatan 626 sample holder, prepared with FEI Vit-
robot Mark II (force of —5 for 2s). Images were acquired using
aJEM 2100 (200 kV) electron microscope with a LaB6 filament
Gatan 4k X 4k slow scan CCD camera (US4000). Exposure time
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was 1 s/frame, with a dose of 20 e A=2 s™'. The micrographs
were processed using IMAGIC (73) and EMAN 2.1 (74). Itera-
tive stable alignment and clustering (ISAC) (75) was used to
generate reference-free class-averages from both the IMAGIC
stack (25,000 particles) and the EMAN?2.1 stack (33,608 parti-
cles). Using IMAGIC and UCSF Chimera (76), 10,000 projec-
tion images in random orientations of the GAC crystallo-
graphic model (PDB code 35S3) were generated, in both dimer
and tetramer configurations. The bounding rectangle dimen-
sions of 200 particles randomly extracted from the IMAGIC,
EMAN2.1, ISAC/IMAGIC, and ISAC/EMAN2.1 datasets (50
from each) were classified according to longer (L) and shorter
(S) dimensions. Images were low-pass filtered to reduce noise.
Only the particles contained in the 50 “best” class averages gen-
erated by each program were considered (total: 200 particles).
Measurements were performed in Digital Micrograph based on
the integration profile across each perpendicular direction, as
shown in Fig. 5C. Measurements were taken as the distance, in
pixels, between the valleys confining the particle signal. For
comparison, we also measured 200 randomly selected projec-
tions of the GAC atomic model in dimer and also in tetramer
configuration.
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thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide disrupts oligomers.

(Background: GAC supplies for increased metabolic needs of tumors because of exclusive localization and kinetic
Results: Higher than tetramer oligomers are the active form in in vitro and in cellular assays. Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-

Conclusion: A novel molecular mechanism for GAC activation is proposed.
Significance: The data affect the development of therapies targeting GAC in tumors, with emphasis on allosteric inhibitors.

_J

The phosphate-dependent transition between enzymatically
inert dimers into catalytically capable tetramers has long been
the accepted mechanism for the glutaminase activation. Here,
we demonstrate that activated glutaminase C (GAC) self-assem-
bles into a helical, fiber-like double-stranded oligomer and pro-
pose a molecular model consisting of seven tetramer copies per
turn per strand interacting via the N-terminal domains. The
loop **'LRFNKL?3?° is projected as the major regulating element
for self-assembly and enzyme activation. Furthermore, the pre-
viously identified in vivo lysine acetylation (Lys®*'' in humans,
Lys>'¢ in mouse) is here proposed as an important down-regu-
lator of superoligomer assembly and protein activation. Bis-2-
(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide, a known
glutaminase inhibitor, completely disrupted the higher order
oligomer, explaining its allosteric mechanism of inhibition via
tetramer stabilization. A direct correlation between the ten-
dency to self-assemble and the activity levels of the three mam-
malian glutaminase isozymes was established, with GAC being
the most active enzyme while forming the longest structures.
Lastly, the ectopic expression of a fiber-prone superactive GAC
mutant in MDA-MB 231 cancer cells provided considerable
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proliferative advantages to transformed cells. These findings
yield unique implications for the development of GAC-oriented
therapeutics targeting tumor metabolism.

Cancer cells have a well established dependence on gluta-
mine metabolism to support their highly proliferative status.
Apart from acting as a source for nitrogen as well as reductive
power, its anabolic carbon skeletons can be siphoned from the
TCA cycle to be used as building blocks for the growing and
dividing cells (1, 2). Both Myc and Rho GTPases have been
shown to stimulate glutaminase C (GAC),” an isozyme that
possesses a distinct cellular localization as well as activation
levels purported to provide the aforesaid proliferative advan-
tage to cancer cells (3-5).

We have recently described the structural determinants
of the phosphate-dependent activation mechanism of GAC,
based on the tetramerization-induced lifting of a so-called gat-
ing loop (**'LRFNKL?**; NCBI sequence NP_001106854.1),
which controls substrate accessibility to the active site. We
showed that phosphate binds inside the catalytic pocket, result-
ing in allosteric stabilization of tetramers and facilitating sub-
strate entry by outcompeting with the product, glutamate, to
guarantee enzyme cycling (5). Additionally, recent publications
have provided structural insights into glutaminase inhibition by
making use of the small molecules BPTES and 968 (6 —9). Nev-
ertheless, the precise descriptions of their modes of inhibition
are still lacking.

Renewed interest in cancer metabolism has prompted an
innovative warfront against metabolic enzymes, aiming at the
development of alternative and efficient therapeutic opportu-
nities. Glutaminase C is a key target in this sense (2, 4, 10, 11),

® The abbreviations used are: GAC, glutaminase C; BPTES, bis-2-(5-phenyl-
acetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide; TEM, transmission electron
microscopy; KGA, kidney-type glutaminase; LGA, liver-type glutaminase;
DSS, disuccinimidyl suberate.
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Cerato-platanins (CP) are small, cysteine-rich fungal-
secreted proteins involved in the various stages of the
host—fungus interaction process, acting as phytotoxins,
elicitors, and allergens. We identified 12 CP genes (MpCP1
to MpCP12) in the genome of Moniliophthora perniciosa,
the causal agent of witches’ broom disease in cacao, and
showed that they present distinct expression profiles
throughout fungal development and infection. We deter-
mined the X-ray crystal structures of MpCP1, MpCP2,
MpCP3, and MpCP5, representative of different branches
of a phylogenetic tree and expressed at different stages of
the disease. Structure-based biochemistry, in combination
with nuclear magnetic resonance and mass spectrometry,
allowed us to define specialized capabilities regarding self-
assembling and the direct binding to chitin and N-acetyl-

Nucleotide sequences were deposited at the GenBank under the accession
numbers JX847578 (MpCP6), 1X422024 (MpCP7), EU250343 (MpCP8),
IX422025 (MpCP9), JX847579 (MpCP10), IX422026 (MpCP11),
1X422027 (MpCP12), 1X422037 (SMpCP1), JX422028 (SMpCP2),
JX422029 (SMpCP3), JX422036 (SMpCP6), JX422030 (SMpCP7),
1X422031 (SMpCP8), 1X422032 (SMpCP9), JX422033 (SMpCP10),
J1X422034 (SMpCP11), JX422035 (SMpCP12), JX422041 (CcCPl).
1X422043 (CcCP2), JX422039 (CcCP3), 1X422042 (CcCP4), 1X422040
(CcCP5), 1X422044 (CcCP6), JX422038 (MrCP1), 1X426104 (MrCP2),
J1X426107 (MrCP3), JX426108 (MrCP5), JX426106 (MrCP6), 1X426113
(MrCP7), JX426110 (MrCP8), 1X426105 (MrCP9), 1X426109 (MrCP10).
IX426112 (MrCP11), and JX426111 (MrCP12).

The atomic coordinates and structure factors under PDB ID 35UJ (MpCP1),
3SUK (MpCP2), 3SUL (MpCP3), and 3SUM (MpCP5) are available at
the Protein Data Bank.

M. R. de O. Barsottini, J. F. de Oliveira, and D. Adamoski contributed
equally to this work. S. M. G. Dias and A. L. B. Ambrosio contributed
equally to this work.
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phone: +(55) 19 3512 1115; Fax: +(55) 19 3512 1004.
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glucosamine (NAG) tetramers, a fungal cell wall building
block, and to map a previously unknown binding region
in MpCP5. Moreover, fibers of MpCP2 were shown to
act as expansin and facilitate basidiospore germination
whereas soluble MpCP5 blocked NAG6-induced defense
response. The correlation between these roles, the fungus
life cycle, and its tug-of-war interaction with cacao plants
is discussed.

The basidiomycete Moniliophthora perniciosa is the causal
agent of the witches’ broom disease (WBD) and considered
one of the major fungal plagues of cacao crops (Aime and
Phillips-Mora 2005). WBD severely affects the production of
cocoa beans, the raw material of chocolate and other deriva-
tives, resulting in great agro-economic losses throughout the
cultivating fields of Central and South America (Evans 2007).
In this regard, it is urgent to gain knowledge on important pro-
teins for the fungus attack onto the plant.

Defense responses in plants upon a pathogen attack usually
result in deposition of callose and production of reactive oxygen
species, nitric oxide, and phytoalexins, along with the transcrip-
tion of defense-related genes (Desender et al. 2007). These
responses are promoted by elicitors, which are recognized by
plant receptors. They initiate the microbe-associated molecular
pattern (MAMP)-triggered immunity or induce a second layer
of defense called the effector-triggered immunity (Jones and
Dangl 2006).

One family of elicitors spread among the fungal kingdom is
the cerato-platanin (CP) family. The founding member of this
family and the most studied protein is CP from Ceratocystis
platani (CpCP) (Pazzagli et al. 1999). CpCP, recently charac-
terized as a MAMP, induces defense responses and tissue ne-
crosis in plants (Fontana et al. 2008; Lombardi et al. 2013;
Pazzagli et al. 1999) and may have a structural role in fungal cell
wall formation (Baccelli et al. 2012; Boddi et al. 2004). The
tridimensional structure of CpCP was determined by nuclear
magnetic resonance (NMR) and is similar to proteins that bind
to polyssacharides (de Oliveira et al. 2011). The CpCP interacts
with chitin (an unsoluble polymer of N-acetylglucosamine
[NAG]) and soluble NAG oligomers (Baccelli et al. 2013, de
Oliveira et al. 2011) and, although it does not bind to cellulose,

Vol. 26, No. 11, 2013/ 1281
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Hypoxia-inducible transcription factors (HIF) form heterodimeric complexes that mediate cell
responses to hypoxia. The oxygen-dependent stability and activity of the HIF-c subunits is

. traditionally associated to post-translational modifications such as hydroxylation, acetylation,

. ubiquitination, and phosphorylation. Here we report novel evidence showing that unsaturated fatty
acids are naturally occurring, non-covalent structural ligands of HIF-3a, thus providing the initial

. framework for exploring its exceptional role as a lipid sensor under hypoxia.

HIEF, closely linked to disorders of the circulatory system and cancer progression', consists of two multid-
omain subunits including the constitutively expressed HIF-13 and an oxygen-labile HIF-1a (or paralogs
HIF-2a and -3av). The gene encoding for HIF-3a (HIF3A) is exclusively susceptible to post-transcriptional
processing in humans, with six isoforms shown to exist at mRNA levels and three already confirmed
- as functional protein*’. HIF-3a9, the longest (669 aa) and canonical isoform?, is a potent oxygen-labile
. transcription factor, tightly regulating the expression of a unique set of genes*. HIF-3a4 (363 aa), on
- the other hand, while insensitive to intracellular oxygen levels and incapable of transactivation, is a
. dominant-negative regulator of HIF-1a®. Due to the use of different transcription initiation sites and a
combination of splicing events in HIF3A, the C-terminal Per-Arnt-Sim sensor domain (PASb) is the only
common architectural feature among the HIF-3« isoforms®. The PASb domains in both HIF-« and -3
subunits have a crucial role in forming active HIF heterodimers and recruiting co-regulators®”.

PAS members are versatile sensory modules of stimuli such as oxygen tension, redox state and light
intensity through binding to cofactors such as heme, flavin adenine dinucleotide and even divalent metal
ions®. In the case of the HIF proteins, PAS domains-mediated protein-protein interactions have been
shown independently of a cofactor and simply based on the presence of the partner PAS*'°. However,
recently, the identification of a 290 A? polar cavity in HIF-2ac PASb domain led to the proposition that
endogenous ligands may exist'!; this cavity was later exploited for the selection of artificial small mole-
cules that disrupt the full-length HIF-2 heterodimer'®-"2.

Hereby, we present the crystal structure of the recombinant human HIF-3a PASD, or PASb-3«, at
1.15A maximum resolution (Table 1 and Supplementary Fig. 1). Although with a backbone virtually
identical to that of the PASb domains of both HIF-1a® and HIF-2a!'° (Fig. 1a), PASb-3«x has a unique

. *Laboratério Nacional de Biociéncias, Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, Campinas, SP, Brazil,
13083-100. *Laboratdrio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol, Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e Materiais, Campinas, SP, Brazil, 13083-100. 3Max Plack-partner group at the Laboratdrio Nacional de Ciéncia e
: Tecnologia do Bioetanol. *Current address: Institute of Biomedical Science, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP,
. 05508-000, Brazil. *These authors contributed equally to this work. These authors jointly supervised this work.
. Correspondence and requests for materials should be addressed to S.M.G.D. (email: sandra.dias@Inbio.cnpem.br)
. orA.L.B.A. (email: andre.ambrosio@Inbio.cnpem.br)
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Abstract

Background: Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by a lack of estrogen and progesterone receptor
expression (ESR and PGR, respectively) and an absence of human epithelial growth factor receptor (ERBB2)
amplification. Approximately 15-20% of breast malignancies are TNBC. Patients with TNBC often have an
unfavorable prognosis. In addition, TNBC represents an important clinical challenge since it does not respond

to hormone therapy.

Methods: In this work, we integrated high-throughput mRNA sequencing (RNA-Seq) data from normal and tumor
tissues (obtained from The Cancer Genome Atlas, TCGA) and cell lines obtained through in-house sequencing or
available from the Gene Expression Omnibus (GEO) to generate a unified list of differentially expressed (DE) genes.
Methylome and proteomic data were integrated to our analysis to give further support to our findings. Genes that
were overexpressed in TNBC were then curated to retain new potentially druggable targets based on in silico
analysis. Knocking-down was used to assess gene importance for TNBC cell proliferation.

Results: Our pipeline analysis generated a list of 243 potential new targets for treating TNBC. We finally demonstrated
that knock-down of Guanylate-Binding Protein 1 (GBPT ), one of the candidate genes, selectively affected the growth of
TNBC cell lines. Moreover, we showed that GBP1 expression was controlled by epidermal growth factor receptor (EGFR)

in breast cancer cell lines.

Conclusions: We propose that GBP1 is a new potential druggable therapeutic target for treating TNBC with enhanced

EGFR expression.

Keywords: Breast cancer, Triple-negative breast cancer, Gene expression, RNA-Seq, Transcriptomics, Therapeutic target

Background

The emergence of next-generation sequencing (NGS)
technology has provided a large amount of data, much
of which is publicly available [1, 2]. Specifically, RNA-
Seq has been used for the estimation of RNA abun-
dance [3, 4], alternative splicing detection [5-7], and

* Correspondence: sandra.dias@Inbio.cnpem.br
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'Brazilian Biosciences National Laboratory (LNBio), Brazilian Center for Research
in Energy and Materials (CNPEM), Campinas, Sdo Paulo 13083-970, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BiolMed Central

the discovery of novel genes and transcripts. As such,
RNA-Seq has become an important tool in cancer
studies [6], contributing to reduced costs and less time
being spent in benchtop experiments, thus speeding up
the resolution of biological problems. However, a chal-
lenge remains in achieving intelligible data analysis and
efficient laboratory validation.

Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized
by a lack of estrogen and progesterone receptor expres-
sion (ESR and PGR, respectively) and an absence of
human epithelial growth factor receptor (ERBB2) amp-
lification. Approximately to 15-20% of breast malig-
nancies are TNBC [8]. Patients with TNBC often

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http/creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.



245

ANEXO 7

Nagampalli, R.S.K.*, Quesiay, J.E.N.*, Adamoski, D.*, Islam, Z., Birch, J., Sebinelli, H.
G., Girard, RM.B.M., Ascen¢do, C.F.R., Fala, A.M., Pauletti, B.A., Consonni, S.R., de
Oliveira, J.F., Silva, A.C.T., Franchini, K.G., Leme, A.F.P., Silver, A.M., Ciancaglini, P.,
Moraes, 1., Dias, S.M.G., Ambrosio, A.L.B. (2018) Human mitochondrial pyruvate carrier 2 as

an autonomous membrane transporter. Scientific Reports, 8:3510.

*Contribuicao como co-primeiro autor.

A politica editorial da Scientific Reports licencia o trabalho como Creative

Commons Attribution 4.0, permitindo a reprodugdo do texto em teses e dissertagcdes

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

©@®

Attribution 4.0 International (CC BY 4.0)

This is a human-readable summary of {and not a substitute for) the license. Disclaimer.

You are free to:

';e»“;fcul'tu"é‘z
Share — copy and redistribute the material in any medium pROVED OR
or format
wof\f‘.’

Adapt — remix, transform, and build upon the material
for any purpose, even commercially.

The licensor cannot revoke these freedoms as long as you follow the

license terms.



SCIE

OPEN |

Received: 8 September 2017
Accepted: 6 February 2018
Published online: 22 February 2018

246

www.nature.com/scientificreports

NTIFIC REP{%;}RTS

Human mitochondrial pyruvate
carrier 2 as an autonomous
membrane transporter

Raghavendra Sashi Krishna Nagampalli’, José Edwin Neciosup Quesfay(»?, Douglas
Adamoski(®?, Zeyaul Islam?, James Birch?3, Heitor Gobbi Sebinelli(*, Richard Marcel Bruno
Moreira Girard®, Carolline Fernanda Rodrigues Ascencdo?, Angela Maria Fala'®, Bianca

Alves Pauletti’, Silvio Roberto Consonni’, Juliana Ferreira de Oliveira!, Amanda Cristina
Teixeira Silva®, Kleber Gomes Franchini?, Adriana Franco Paes Leme?, Ariel Mariano Silber?,
Pietro Ciancaglini(®*, Isabel Moraes?3#, Sandra Martha Gomes Dias(®* & Andre Luis Berteli
Ambrosio®?

The active transport of glycolytic pyruvate across the inner mitochondrial membrane is thought

to involve two mitochondrial pyruvate carrier subunits, MPC1 and MPC2, assembled as a 150 kDa

heterotypic oligomer. Here, the recombinant production of human MPC through a co-expression
strategy is first described; however, substantial complex formation was not observed, and
predominantly individual subunits were purified. In contrast to MPC1, which co-purifies with a host
chaperone, we demonstrated that MPC2 homo-oligomers promote efficient pyruvate transport into
proteoliposomes. The derived functional requirements and kinetic features of MPC2 resemble those
previously demonstrated for MPC in the literature. Distinctly, chemical inhibition of transport is
observed only for a thiazolidinedione derivative. The autonomous transport role for MPC2 is validated
in cells when the ectopic expression of human MPC2 in yeast lacking endogenous MPC stimulated
growth and increased oxygen consumption. Multiple oligomeric species of MPC2 across mitochondrial
isolates, purified protein and artificial lipid bilayers suggest functional high-order complexes. Significant
changes in the secondary structure content of MPC2, as probed by synchrotron radiation circular
dichroism, further supports the interaction between the protein and ligands. Our results provide the
initial framework for the independent role of MPC2 in homeostasis and diseases related to dysregulated
pyruvate metabolism.

Nearly four decades after the demonstration of the protein-mediated transport of pyruvate across the inner mito-
chondrial membrane (IMM)', two concurrent studies identified the oligomeric complex formed by MPC1 and
MPC?2 as necessary and sufficient for this task**; MPC1 and MPC2 were proposed to function together via the
formation of an oligomeric structure of approximately 150 kDa?. These original findings inspired many subse-
quent investigations that have further characterized MPC-dependent pyruvate transport in the cellular context*-,
with multiple groups showing that either the loss of MPC1 or MPC2 in mitochondria is sufficient to confer

Laboratério Nacional de Biociéncias, Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, Campinas, SP, 13083-
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Didcot, Oxfordshire OX11 ODE, England. *Research Complex at Harwell, Rutherford Appleton Laboratory, Harwell,
Didcot, Oxfordshire OX11 OFA, England. “Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, 14040-901, Brazil. *Laboratory of Biochemistry of

. Tryps —LaBTryps, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,

S3o Paulo, SP, 05508-000, Brazil. ®Present address: Structural Genomics Consortium (SGC), Universidade Estadual
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| Interna de Biosseguranga do CNPEM — Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

| Titulo do projeto: Regulagdo pos-transcricional da enzima glutaminase por HuR e sua relagio com os
altos niveis glutaminoliticos tumorais

Pesquisador responsavel: Sandra Martha Gomes Dias

- Experimentador: Douglas Adamoski Meira

Classe de risco do OGM: [ JRiscol [X]Riscoll

- Nivel do treinamento do experimentador: [ ]-Iniciagéo cientifica, [ ]-mestrado, [ ]-doutorado,
[ X ]-doutorado direto, [ ]-pds-doutorado, [ ]-nivel téenico, [ J-outro, especifique:

Resumo do projeto:

As diferengas genéticas ¢ metabolicas das células tumorais permitem elevadas taxas de divisdo.
normalmente associadas a um grande consumo de glutamina para a produgio de energia e formagio de
| blocos biossintéticos celulares (lipideos, proteinas e dcidos nucléicos). O primeiro passo do metabolismo
deste aminodcido ¢ a conversdo em glutamato, catalisada pela enzima glutaminase. Glutaminase possui
trés isoformas oriundas de dois genes distintos: GLS que codifica para a enzima a kidney-type
| glutaminase (KGA) e a glutaminase C (GAC), produtos de splicing alternativo, e GLS2 que codifica para
a liver-type glutaminase (LGA). Estudos preliminares do laboratério indicam que a KGA e a GAC,
- diferentes apenas na regido C-terminal, sdo mais expressas em tecidos tumorais do que nos tecidos nio-
transformados adjacentes. Além disto, a isoforma GAC apresenta niveis de mRNA e proteicos mais
| elevados em relagao @ KGA nas linhagens tumorais de mama, quando comparado com cultura de células
| epiteliais mamdrias normais. Estcs mesmos estudos indicaram a proteina HuR como potencial reguladora
da estabilidade do mRNA da GAC. HuR. altamente expressa em células de cancer, pode estar relacionada
com os elevados niveis proteicos de GAC em tecidos tumorais. Avaliacio preliminar de bancos de
microarranjo indicou que ha uma correlagdo heterogénea entre HuR, GAC e KGA quanto ao tipo de
tecido avaliado. Serdo expandidas as avaliagdes utilizando maior volume de dados de microarranjo e
também e RNAseq para validar estes achados. Tal heterogeneidade esta provavelmente envolvida com a
sublocalizagao celular da proteina, dado que HuR pode atuar em vérias instancias regulatérias do mRNA,
tais como splicing, estabilizagao ¢ modulagio da tradugdo. Silenciamento da proteina HuR na linhagem
de tumor de prostata PC-3, através de sistema retroviral, levou ao aumento do nivel proteico de GAC e
- diminuigdo de KGA, enquanto que superexpressdo da construgio HuR-VS-6xHis levou a redugio de
| GAC e aumento de KGA. Ensaios de atividade de luciferase dirigido pelo 3'UTR destas isoformas e
avaliacao in silico de sequéncias regulatorias do intron 14 (decisivo para a definicdo entre as proteinas
através de splicing alternativo) apontam para a possibilidade de que HuR possa regular a
- estabilidade/tradugdo do mRNA de GAC enquanto que também esta potencialmente envolvido no
| splicing alternativo do pre-mRNA GLS e na escolha de KGA, ao menos na linhagem PC-3. A acio de
HuR sobre o splicing alternativo de GLS serd avaliada pelo (ja construido) plasmideo reporter
bicromatico contendo o minigene RG6 ¢ o intron 14. A atividade enzimética da glutaminase, assim como
0s niveis extra ¢ intra-celulares de nutrientes, especialmente glutamina, serdo avaliados por RMN apos
realizar o knock down ou superexpressdo de HuR. Todos os experimentos serdo realizados no contexto
das linhagens celulares do cancer mais relevante encontrado nas andlises de bioinformatica. Resultados
preliminares de pull-down mostraram interagdo dircta entre 1IuR recombinante produzida em sistema
heterologo € 0 3'UTR de GAC. A confirmagio de tais resultados e estudos de R-EMSA do elemento full
length ou de seus subclones irdo confirmar a interagdo. assim como definir as sub-regides envolvidas. Por
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fim, experimentos in vitro e em modelo animal serio utilizados para verificar a correlagdo entre

obesidade / inflamagao (Através NFKB / HuR) e a atividade glutaminolitica.

Os genes ELAVLI (Proteina HuR, humano, Homo sapiens, com adigio de mutacdes ou em sua forma
selvagem), mKO2 (Coral, Fungia concinna, com adi¢io de mutagdes). e as sequéncias regulatorias de
GLS (humano, Homo sapiens) serdo clonados em vetores retrovirais murinos para avaliar efeitos da
superexpressdo. O knockdown seré realizado por meio de vetores lentivirais codificando sequencias de
RNAI. Os vetores retrovirais e lentivirais utilizados sdo defectivos, ndo se replicam, ndo sdo patogénicos
e nem infecciosos. O experimentador recebeu treinamento de hiosseguranga e esta sendo orientado pelo
supervisor para o cumprimento de todos os requisitos necessérios para manipulacio, armazenamento e

descarte de OGM risco I1, conforme regulamenta¢des da CTNBio e ANVISA

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia:
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