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RESUMO

SPAGNOL, V. Caracterizagdo funcional da interagdo entre a E3 ubiquitina ligase
SCF(Fbxo7) e as proteinas UXT-V1 e UXT-V2. 2022. 79 p. Dissertacdo de Mestrado —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Fbxo7 é uma das 69 proteinas do tipo F-box em humanos que interage com SKP1,
Culinal e RBX1 para formar o complexo enzimatico E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7), que
promove a ubiquitinacdo de seus substratos. A proteina Fbxo7 é superexpressa em uma
variedade de linhagens celulares tumorais humanas, mas ndo nesses tecidos normais, e
é descrita como um regulador negativo da via de sinalizacdo de NF-kB por mediar a
ubiquitinacdo de clAP-1 e TRAF2. Em um estudo de identificacdo de substratos em larga
escala, foi identificada a proteina UXT (Ubiquitously Expressed Transcript) como um
potencial substrato de SCF(Fbxo7). Esta proteina pertence a familia das prefoldinas
(PFD) e é amplamente expressa em diversos tecidos humanos. Duas isoformas de UXT,
UXT-V1 e UXT-V2, foram descritas com funcdes distintas, sendo a UXT-V2 um cofator
transcricional que ativa a transcricio de NF-kB no nucleo e a UXT-V1 modulando a
apoptose induzida por TNF no citoplasma. Combinamos as técnicas de co-
imunoprecipitagdo, ubiquitinagao in vitro e em células, andlise de restricdo de cadeia de
ubiquitina, ensaio de estabilidade com cicloheximida, fracionamento celular e
microscopia confocal para investigar a interagao entre Fbxo7 e ambas as isoformas de
UXT. Validamos a UXT-V1 e a UXT-V2 como substratos da E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7)
e mostramos que SCF(Fbxo7) realiza uma modificacdo pds-traducional para regulacao
de funcdo na UXT-V1 e para degradacdo do substrato via proteassoma na UXT-V2.
Demostramos que a superexpressao de UXT-V2, mas ndo de UXT-V1, recruta Fbxo7 do
citosol para o nucleo das células para mediar a interacdo entre elas e observamos que as
isoformas diferem em suas localizagGes subcelulares. Também mostramos que o
knockdown de FBXO7 ou a superexpressao do mutante Fbxo7-AF-box protege a UXT-V2
da degradacdo proteassomal mediada por Fbxo7, aumentando a resposta dos
repdrteres da via do NF-kB. Neste trabalho, demonstramos que SCF(Fbxo7) promove a
degradacdo proteassomal da UXT-V2, tendo por consequéncia funcional a inibicdo da
via de sinalizacdo do NF-kB e caracterizando um novo ponto de regulacdo da via. Por
fim, resultados preliminares demonstraram que a UXT-V2 promove um aumento na
ubiquitinacdo do Estrogen Receptor (ER) e, ao contrario, promove uma reducdo na
ubiquitinacdo do Androgen Receptor (AR). A caracterizacdo da interacdo entre

Fbxo7/UXT com os receptores AR e ER serd avaliada em ensaios posteriores.

Palavras-chave: Ubiquitinacdo, E3 ubiquitina ligases, Fbxo7, UXT.



ABSTRACT

SPAGNOL, V. Functional characterization of the interaction between E3 ubiquitin ligase
SCF(Fbxo7) and UXT-V1 and UXT-V2 proteins. 2022. 79 p. Dissertacdo de Mestrado —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Fbxo7 is one of 69 F-box-like proteins in humans that interact with SKP1, Cullin1 and
RBX1 to form the E3 ubiquitin ligase SCF(Fbxo7) enzyme complex, which promotes the
ubiquitination of its substrates. The Fbxo7 protein is overexpressed in a variety of human
tumor cell lines, but not in these normal tissues, and is described as a negative regulator
of the NF-kB signaling pathway by mediating the ubiquitination of clAP-1 and TRAF2. In
a large-scale substrate identification study, the UXT (Ubiquitously Expressed Transcript)
protein was identified as a potential substrate of SCF(Fbxo7). This protein belongs to the
prefoldin family (PFD) and is widely expressed in many human tissues. Two isoforms of
UXT, UXT-V1 and UXT-V2, have been described with distinct functions, UXT-V2 being a
transcriptional cofactor that activates NF-kB transcription in the nucleus and UXT-V1
modulating TNF-induced apoptosis in the cytoplasm. We combined the techniques of
co-immunoprecipitation, in vitro and in-cell ubiquitination, ubiquitin chain restriction
analysis, cycloheximide stability assay, cell fractionation and confocal microscopy to
investigate the interaction between Fbxo7 and both isoforms of UXT. We validated UXT-
V1 and UXT-V2 as substrates of E3 ubiquitin ligase SCF(Fbxo7) and showed that
SCF(Fbxo7) performs a functional regulation of UXT-V1 and proteasomal degradation of
UXT-V2. We demonstrated that overexpression of UXT-V2, but not UXT-V1, recruits
Fbxo7 from the cytosol to the cell nucleus to mediate the interaction between them,
and we observed that the isoforms differ in their subcellular locations. We also showed
that knockdown of FBXO7 or overexpression of the Fbxo7-AF-box mutant protects UXT-
V2 from Fbxo7-mediated proteasomal degradation, increasing the responsiveness of
NF-kB reporter genes. In this work, we demonstrate that SCF(Fbxo7) promotes the
proteasomal degradation of UXT-V2, contributing to the inhibition of the NF-kB signaling
pathway and characterizing a new point of regulation of the pathway. Finally,
preliminary results showed that UXT-V2 promotes an increase in Estrogen Receptor (ER)
ubiquitination and, on the contrary, reduces Androgen Receptor (AR) ubiquitination.
The characterization of the interaction between Fbxo7/UXT with AR and ER receptors

will be evaluated in further assays.

Keywords: Ubiquitination, E3 ubiquitin ligases, Fbxo7, UXT.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 O Sistema Ubiquitina-Proteassoma

Muitas proteinas recém-sintetizadas apenas adquirem sua conformacdo final
biologicamente ativa apds passarem por uma ou mais rea¢des de processamento,
denominadas modificacGes pods-traducionais (MPTs). As MPTs estendem e diversificam
a funcao e a atividade de uma proteina para além do que é determinado pelo transcrito
do gene, alterando de forma reversivel ou irreversivel a estrutura das proteinas por meio
de reacbes bioquimicas. Com base em tais reacbes, podem ser agrupadas em dois
grandes grupos. O primeiro engloba todas as adi¢cdes covalentes realizadas por enzimas
a cadeia lateral de um residuo de aminodcido da proteina. Estima-se que 5% do
proteoma humano compreenda enzimas dedicadas as mais diversas modificacdes pos-
traducionais, sendo as mais abundantes as enzimas quinases, fosfatases e ubiquitina
ligases. O segundo grupo engloba as MPTs que surgem da clivagem covalente do
esqueleto peptidico pela acdo de proteases?.

Estatisticas coletadas do banco de dados do UniProt/SwissProt, revelaram que as
MTPs mais abundantes sdo: fosforilacdo, acetilacdo, glicosilacdo, amidacdo,
hidroxilagdo, metilacdo, glicosilacdo e ubiquitinacdo?, sendo esta Ultima o foco deste
trabalho. A ubiquitinacdo de proteinas é um processo reversivel fundamental para o
controle da homeostase proteica, uma vez que a adicdo de ubiquitinas a uma proteina
funciona como uma espécie de “bandeira”, sinalizando para a célula que algo deve
ocorrer com aquele substrato, variando desde a modulacdo de funcdo da proteina
marcada a sua degradac3o pelo sistema ubiquitina-proteassoma?3.

O Sistema Ubiquitina-Proteassoma (SUP) é a principal via para o catabolismo de
proteinas nas células eucaridticas. A ubiquitina é uma pequena proteina de 76 residuos
de aminoacidos covalentemente ligada a cadeia lateral de um residuo de lisina na
proteina alvo. A conjugacdo da ubiquitina a substratos proteicos especificos requer a
acdo conjunta de trés componentes enzimaticos: uma enzima ativadora de ubiquitina
(E1), uma enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e uma enzima ligante de ubiquitina
(E3 ubiquitina ligase). Inicialmente, a ubiquitina sera ativada em uma reagao de hidrdlise
de ATP catalisada pela enzima E1 e, entdo, transferida para a E2. As enzimas E3
fornecem plataformas para a ligacdo de enzimas E2 e substratos especificos, de modo a
catalisar a ligacdo da porcdo C-terminal da molécula de ubiquitina a cadeia lateral de um
residuo de lisina na proteina alvo (Figura 1). Por se tratar de uma modificacdo reversivel,
o substrato também pode ter a molécula de ubiquitina removida pela agao de enzimas
deubiquitinases (DUBs), em oposicao ao efeito das E3 ubiquitina ligases, alterando o

destino do substrato e mantendo a homeostase de ubiquitina na célula®*.
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Figura 1. O Sistema Ubiquitina-Proteassoma. A ubiquitina é ativada pelo complexo E1 e,
posteriormente, é carreada pelo complexo E2 até o complexo E3, que funciona como uma
plataforma de ligacdo para a enzima E2 e um substrato especifico (em azul). No complexo E3,
ocorre a transferéncia da ubiquitina para o substrato, que sera direcionado para degradacgao via
proteassoma. As moléculas de ubiquitina sdo recicladas ao final desse processo, mantendo a
homeostase de ubiquitina na célula. Fonte: Adaptado de NAKAYAMA (2006).

Uma vez ligada a um substrato, a molécula de ubiquitina pode ser submetida a
modificacGes adicionais, em decorréncia de repetidos ciclos de acdo das enzimas
E1/E2/E3, culminando na ligacdo de uma nova molécula de ubiquitina a molécula
anterior, ou seja, ubiquitinas sendo ubiquitinadas. Isso cria uma infinidade de sinais
distintos com resultados celulares distintos, referidos como o “cédigo da ubiquitina”. A
ubiquitina possui em sua estrutura sete residuos de lisina (Figura 2) que podem ancorar
novas moléculas, gerando cadeias de poliubiquitina que abrangem topologias variando
de simples a complexas. A conformacdo das cadeias de poliubiquitina conjugadas ao

substrato determina o destino da proteina marcada na célula®.

=
~ C-terminus

Figura 2. A estrutura da ubiquitina. Estrutura da ubiquitina com destaque para os sete residuos
de lisina (Lys) e Metioninal. As esferas azuis indicam os grupos amino utilizados na formacgao da
cadeia de poliubiquitina. Fonte: KOMANDER (2012).
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A caracterizacdo estrutural de cinco tipos de cadeias de poliubiquitina revelou que
diferentes posicoes de ligacdo entre ubiquitinas resultam em distintas conformacdes de
cadeia. As cadeias ligadas via Lys48, Lys11 e Lys6 adotam conformacdes globulares e
compactas, nas quais, além do sitio de ligacdo, ocorrem interacbes entre porcdes
adjacentes, enquanto que as cadeias ligadas via Lys63 e Metl exibem conformacdes
“abertas”, com elevada flexibilidade conformacional, onde nenhuma interface de
interacdo estd presente além do sitio de ligacdo™® (Figura 3). Neste trabalho, daremos
énfase para dois tipos de cadeias de poliubiquitina, as ligadas via lisina 48 (K48) e via
lisina 63 (K63). As diferengas notaveis entre ambas as conformagdes sao refletidas em
seus papéis celulares: a primeira indica um forte sinal de direcionamento do substrato
para degradacdo via proteassoma, enquanto que a segunda indica um sinal de regulacao
da funcdo do substrato de uma maneira independente do proteassoma. Por fim, é
importante destacar que os trés tipos de cadeia restantes também adotam

conformacdes distintas, a fim de servir a funcdes celulares especificas®.

a Lys48 diUb b Lys11diub C Lys6 diUb

€ Met1 diUb

¢

Figura 3. Estruturas tridimensionais de diferentes ligacdes entre duas moléculas de
ubiquitina. (a) Diubiquitina ligada a Lys48. (b) Diubiquitina ligada a Lys11. (c) Diubiquitina
ligada a Lys6. (d) Diubiquitina ligada a Lys63. (e) Diubiquitina ligada a Metl. Fonte:
Adaptado de KOMANDER (2012).

As proteinas ubiquitinadas serao, entdo, reconhecidas por receptores que contém
dominios de ligacdo a ubiquitina (UBDs)’. A flexibilidade conformacional de alguns tipos
de cadeia aumenta a possibilidade de que UBDs gerem pequenos ajustes na estrutura a
fim de aumentar as interfaces de interacao e a especificidade da ligagdao. A enorme
diversidade proporcionada pelas mais variadas conformag¢des forma, portanto, a base
do “cédigo da ubiquitina”. Estudos protedmicos identificaram centenas de sitios de
ubiquitinacdo em milhares de proteinas®®, indicando que a maioria das proteinas

experimentara a ubiquitinacdo em algum momento da sua vida celular.
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1.2 O complexo E3 ubiquitina ligase do tipo SCF

O genoma humano codifica duas enzimas do tipo E1, trinta e sete enzimas do tipo
E2 e mais de seiscentas enzimas E3 ubiquitina ligases, que sdo classificadas em duas
classes principais com base em seus dominios especificos e a forma de transferéncia da
ubiquitina para o substrato: dominio HECT (Homologous to E6-associated protein C-
terminus) ou dominio RING finger (Really Interesting New Gene). As HECTs E3 ubiquitina
ligases catalisam a ubiquitinacdo do substrato em uma reacao de duas etapas: primeiro
a ubiquitina ativada é a transferida da enzima E2 para a HECT E3 e, em seguida, para o
substrato. Ja as RING E3 ubiquitina ligases transferem a ubiquitina ativada diretamente
da enzima E2 para o substrato, de forma que a RING E3 fornece apenas uma plataforma
para a ligacdo da E2 e do substrato, catalisando a reacdo de transferéncia sem uma
ligacdo direta com a ubiquitina®’.

A maior parte das E3 ubiquitina ligases humanas sao do tipo RING e, dentre elas, a
superfamilia das Cullin-RING Ligases (CRLs) é a mais abundante. S3o compostas pelas
proteinas Cullin (1, 2, 3, 4a, 4b, 5, 7 ou 9), uma proteina RING (RBX1/ROC1/HRT1) e uma
ou mais proteinas adaptadoras que se ligam a proteina de reconhecimento do
substrato®?. Por fim, a familia mais bem estudada de CRLs, e o foco deste trabalho, s3o
as E3 ubiquitina ligases do tipo SCF, cujo complexo enzimatico é formado por 4 proteinas:
Cullin1, RBX1 (RING box protein 1), SKP1 (S-phase kinase-associated protein 1) e uma
proteina da familia F-box** (Figura 4). As E3 do tipo SCF desempenham um papel
fundamental na ubiquitinacdo de uma variedade de proteinas reguladoras (e.g. proteinas

reguladoras do ciclo celular), destinando-as para degradac¢3o via proteassoma**>,

SCFE3
Ubiquitin
ligase complex

Ubiquitin
chain

Ubiquitin
_ligase

Figura 4. Complexo E3 ubiquitina ligase do tipo SCF. (a) Modelo esquematico do complexo SCF
e seus componentes Cullinl, RBX1, SKP1 e proteina F-box. (b) A¢do conjunta dos trés

componentes enzimaticos: E1, E2 e SCF E3. Fonte: ABD-HAMID (2020).
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1.3 As proteinas F-box

As proteinas F-box (FBPs) sdo componentes das E3 ligases do tipo SCF, responsaveis
pelo reconhecimento dos substratos e por conferir especificidade ao complexo SCF. Tal
caracteristica se deve a presenca de dois dominios funcionais chave: o dominio F-box,
gue medeia a associacdo com os demais componentes do complexo via interacdo direta
com SKP1, e o dominio de interacdo com o substrato (Figura 5a). Baseado no conteldo
de residuos de aminoacidos do dominio de interagao com o substrato, as FBPs podem
ser classificadas em Fbxw - dominio rico em residuos triptofano e acido aspartico, que
compreende 10 proteinas descritas; Fbxl - dominio rico em residuos de leucina, com 22
proteinas; ou Fbxo - dominio rico em demais residuos ou outro tipo de dominio de

interacdo, que inclui 40 proteinas'®'’ (Figura 5b).
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FBXW1 (BTRC) FBXWS FBXL1 (SKP2) FBXL12 FBXO1 (CCNF) FBXO025
FBXW2 FBXW9 FBXL2 FBXL13 FBX02 FBX027
FBXW4 FBXW10 FBXL3 FBXL14 FBXO3 FBX0O28
FBXWS FBXW11 FBXL4 FBXL15 FBXO4 FBXO030
FBXWT FBXW12 FBXLS FBXL16 FBXOS5 FBXO31
FBXL6 FBXL17 FBXO6 FBX032
FBXL7 FBXL18 FBXO7 FBX033
FBXL8 FBXL19 FBXO8 FBX034
FBXLY (LRRC29) FBXL20 FBXO09 FBX036
FBXL10 (KDM2B) FBXL21 FBXO10 FBXO038
FBXL11 (KDM2A) FBXL22 FBXO11 FBX039
FBXO15 FBX040
FBXO16 FBXO41
FBXO17 FBX042
FBXO18 FBX043
FBXO020 (LMO7) FBX044
FBXO21 FBX045
FBX022 FBX046
FBXO023 (TSPAN17) FBX047
FBX024 FBX048

Figura 5. As proteinas F-box. (a) Modelo esquematico do complexo SCF com destaque para a
proteina F-box e seus dois dominios de interacdo, com SKP1 e com o substrato. Fonte: do autor.
(b) Cada proteina F-box se agrupa em uma das trés classes, Fbxw, Fbxl ou Fbxo, com base no seu
dominio de interagdo com o substrato. Fonte: YUMIMOTO (2020).

Diversas proteinas F-box foram descritas apresentando fun¢des oncogénicas,
por promoverem a degradacdo de supressores tumorais; ou fun¢des supressoras de
tumor, por mediarem a degradacdo de proteinas oncogénicas. Por essa razao, vém
sendo propostas como potenciais alvos terapéuticos contra o cdncer'®2°, A proteina

FbxI1, também chamada de SKP2, é um exemplo de uma proteina F-box com func¢do
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oncogénica por promover a ubiquitinacdo de p27, um conhecido supressor tumoral
inibidor de CDK (Cyclin-dependant kinase), destinando-o ao proteassoma para
degradacdo e permitindo a progressado do ciclo celular; além de ubiquitinar e levar a
degradacdo de outros supressores tumorais como p21 e p57%23, J4 a proteina Fbxo1,
a primeira proteina F-box identificada, apresenta funcdo supressora tumoral por
mediar a degradacdo da proteina promotora da duplicacdo do centrossomo CP110,
sendo a amplificacdo do centrossomo uma marca registrada do cancer. Também tem
como alvo para ubiquitinacdo e posterior degradacado a proteina CDC6, integrante do
complexo de reconhecimento de origem (ORC), essencial para o inicio da replicacao
do DNA%%25,

1.3.1 A proteina Fbxo7

Fbxo7 é a quinta proteina do tipo F-box mais abundante encontrada em
complexos SCF em células humanas, entretanto, muitas de suas fungdes descritas, como
a regulacdo do ciclo celular?® e a mitofagia?’, sdo independentes de sua atividade de
ubiquitina ligase na SCF(Fbxo7) - fungdes nao candnicas. O primeiro substrato candnico
identificado de Fbxo7 foi a proteina HURP (Hepatoma Up-Regulated Protein)?®. O gene
HURP esta envolvido no controle do crescimento celular em carcinoma hepatocelular e
estd altamente associado a cancer de célon, mama e células do epitélio de transicao.
Além disso, foi demonstrado que HURP é um potencial oncogene em carcinoma
hepatocelular por ser um modulador negativo do supressor tumoral p53%°. A
degradacao do produto deste oncogene mediada por Fbxo7 evidencia o potencial papel
supressor tumoral da proteina em células hepdticas. Um estudo recente associou a
expressao reduzida de FBXO7 a instabilidade cromossémica (INC) em células de cancer
colorretal, um evento etioldgico precoce que conduz a oncogénese, sugerindo o papel
protetor da proteina Fbxo7 na manutencio da estabilidade do genoma®.

Em contraste, diversos estudos identificaram a superexpressdo do gene FBXO7 em
uma variedade de linhagens celulares tumorais humanas, mas ndo nesses tecidos

normais31-34

, apoiando um potencial papel oncogénico da proteina Fbxo7. Demonstrou-
se que Fbxo7 interage com uma ciclina D responsavel por ativar bruscamente as Cdks da
fase G1, induzindo células de osteossarcoma humano a entrada na fase S, além de
interagir diretamente com Cdk6, induzindo a formacdo de complexos ciclinaD/Cdk6.
Reguladores positivos das fases G1 para S, como o complexo ciclinaD/Cdk6, sdo proto-
oncogenes e, por isso, FBXO7 foi considerado um potencial proto-oncogene33.
Entretanto, em linhagens celulares precursoras pré-B e proé-eritroblastos, a expressao
de FBXO7 regulou negativamente a proliferacao e diferenciacdo celular. Nessas células,

Fbxo7 ndo causou aumento de proliferacdo ou viabilidade e nem afetou os niveis do
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complexo ciclinaD/Cdk6%. Juntos, esses estudos evidenciam a dualidade funcional da
proteina Fbxo7 em desempenhar atividades proliferativas ou anti-proliferativas, a
depender rigorosamente do tipo celular.

Quatro mutacdes no gene FBXO7 tém sido associadas a manifestacdo precoce da
Doenca de Parkinson (DP): T22M, R378G, R481C e R498X3® (Figura 6). Verificou-se em
células HEK293T que o mutante R378G possui uma afinidade reduzida por SKP1,
indicando a formacdo de um complexo SCF(Fbxo7) instavel, o que implica na perda de
funcdo desta E3 ubiquitina ligase e no consequente acimulo de seus substratos®’.
Andlises imunohistoquimicas em cortes de cérebros humanos mostraram que a proteina
Fbxo7 é amplamente detectada em cérebros de pacientes normais e com DP.
Entretanto, nos pacientes com DP encontravam-se predominantemente localizadas nos
Lewy bodies, inclusdes patoldgicas que caracterizam a DP, sugerindo seu papel na

formacao destas estruturas®.

T22M MI115I R378G R481C  R498X

129 169173 324 335 372 2 522 - .
} 0 Fbxo7 protein

Ubl FP domain proline rich

Figura 6. A estrutura da proteina Fbxo7 humana. Representag¢do dos dominios da Fbxo7
humana com destaque para as cinco mutac¢Ses patogénicas associadas a DP em vermelho.
Fonte: Adaptado de NELSON (2013).

A proteina Fbxo7 também tem sido associada a regulacao da via de sinalizacdo
do NF-kB3°, um fator de transcricdo nuclear latente presente em todas as células de
mamiferos responsavel pelo controle de importantes eventos celulares, tais como
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e reposta imune?®. O principal caminho
de ativacdo da via é pela estimulagdo por TNF-a, uma citocina proé-inflamatodria
multifuncional pertencente a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF). Tal
estimulo desencadeia uma cascata de reag¢Ges altamente dependente dos eventos de
ubiquitinacdo, que culminard na ativacdo e translocacdo de NF-kB (p50-RELA) do
citoplasma para o nucleo e na consequente expressao de citocinas pro-inflamatérias.

A ligacdo de TNF-a ao seu receptor cognato TNF1 (TNF-R1) promove a
trimerizacdo do receptor e o rapido recrutamento de um complexo multiproteina,
denominado TNF-RSC, constituido por TRADD, TRAF2 ou TRAF5, clAP1 ou clAP2 e
RIP14L, Juntos, recrutam um complexo linear de montagem de cadeia de ubiquitina
(LUBAC), composto por uma E3-ligase responsavel pela ubiquitinacdo do modulador
essencial de NF-kB (NEMO). A ubiquitinacdo de NEMO é um passo essencial para a
ativacdo da via, culminando na degradacao do inibidor de NF-kB (IkB) e na translocacdo

do fator de transcricdo NF-kB (p50-RELA) para o nucleo (Figura 7)*2.

25




Introducdo

( HVOIL ) (Sharpin)
I—'—I

LUBAC

oS
fH ELA

@ Proteasome

Lys11
@ Lys48
Lys63

Lin
I Expression of inflammatory cytokines @ —

Figura 7. A via de sinalizagao do NF-kB. Fonte: Modificado de POPOVIC (2014).

Recentemente, foi demonstrado que Fbxo7 liga-se e medeia a conjugacdo de
ubiquitina em clAP1 e TRAF2, componentes citoplasmaticos da via. Ambas sdo E3
ubiquitina ligases que inserem cadeias de ubiquitina via K63 na proteina RIP1. A
ubiquitinagdo de RIP1 leva a ativagdo do complexo quinase IKK e posterior
poliubiquitinacdo via K48 de IkB por SCF(B-TRCP), destinando-o a degradacdo via
proteassoma e, assim, permitindo a translocacdo de NF-kB (p50-RELA) para o nucleo.
Logo, a ubiquitinacdo de clAP1 e TRAF2 por SCF(Fbxo7) resulta na diminuicdo da
ubiquitinacdo de RIP1 e, consequentemente, na reducdo da expressdao dos genes
regulados por NF-kB. Fbxo7 &, portanto, um regulador negativo da via, o que implica no
envolvimento da proteina nos processos regulados pelo fator de transcricao NF-kB, que

incluem inflamac3o, imunidade e cancer®.

1.4 Aidentificacdao de substratos das E3 ubiquitina ligases

Cada vez mais, estudos apontam para o papel fundamental das E3 ubiquitina
ligases no controle e regulacdo das cascatas de sinalizagao necessdrias para a funcao
celular normal. Do mesmo modo, a regulacdo aberrante desses complexos
enzimaticos tem sido implicada a etiologia de diversas doencas, normalmente devido
a mutagdes dentro da propria E3 ou por interagirem com proteinas associadas a
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doencas. Dessa forma, a identificacdo de substratos ubiquitinados por E3 ligases, e a
posterior investigacdo das consequéncias dessa modificacdo, tornou-se uma
ferramenta crucial na compreensdo dos mecanismos patogénicos que levam ao
surgimento de determinada patologia, além de auxiliar na busca por novos alvos
terapéuticos.

Entretanto, o processo de identificacdo de substratos de E3 ubiquitina ligases
conta com certos desafios, sobretudo devido a natureza das intera¢des enzima-
substrato, sendo eles: (1) interacdes entre E3 ubiquitina ligases e seus substratos sdo
tipicamente transitérias, o que limita o uso de técnicas convencionais como ensaios
baseados em imunoprecipitacdo; (2) proteinas ubiquitinadas por E3 ubiquitina
ligases sdo frequentemente destinadas a degradacdo, o que requer o uso de
estratégias para estabilizacdo do substrato e/ou inativacdo do proteassoma para
posterior identificacdo; (3) proteinas ubiquitinadas nem sempre serdao destinadas a
degradacdo, o que impde um desafio quando forem utilizadas estratégias Uteis para
identificar substratos direcionados para degradacdo, mas ndo para substratos
marcados para outros destinos bioldgicos, como a simples translocacdo da proteina;
(4) A ubiquitinagao é uma modificagao pds-traducional reversivel, de forma que a
atividade das deubiquitinases (DUBs) pode reverter a modificacdo antes da mesma
ser identificada; e (5) proteinas podem ser ubiquitinadas por mais de uma ligase, o
gue resulta na necessidade de validar os pares ligase-substrato identificados por
outras estratégias complementares®3.

Em colaboragdo com o Department of Pathology/University of Cambridge/UK,
nosso grupo de pesquisa demonstrou a eficiéncia do uso dos microarranjos de
proteinas como fonte de substratos (ProtoArray® Life Technologies) para a
identificacdo de substratos candnicos da E3 ligase SCF(Fbxo7), com um total de 338
alvos proteicos identificados como possiveis substratos**. Vale destacar que vdérios
deles sdo classificados em funcgdes ja descritas para Fbxo7, como a regulacdo do ciclo
celular, morte celular e protedlise, dando embasamento a atuacdo de Fbxo7 nesses
processos pela ubiquitinacdo de proteinas chave. Dos 388 alvos identificados, 3 deles
foram validados: a proteina GSK3pB (Glycogen synthase kinase 33), envolvida na via de
sinalizagdao Wnt; a proteina TOMM20 (Translocase of outer mitochondrial membrane
20), relacionada a homeostase mitocondrial; e a proteina UXT-V2 (Ubiquitously
expressed transcript isoform 2), componente chave da via de sinalizacdo do NF-kB e o
foco deste trabalho (Figura 8).
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Figura 8. Identificagdo de trés potenciais substratos da E3 SCF(Fbxo7) utilizando microarranjos
de proteinas (Protoarrays®). Duas concentra¢Ges dos complexos SCF(Fbxo7) ou de seu mutante
SCF(Fbxo7-AF-box) foram utilizadas para a ubiquitinagdo in vitro utilizando Protoarrays® como
fonte de substratos. Ambas as concentracdes de SCF(Fbxo7), mas ndo de seu mutante,

promoveram a ubiquitinagao de GSK3, TOMM20 e UXT-V2 (em destaque). Fonte: TEIXEIRA (2016).

1.5 A proteina UXT

A proteina UXT (Ubiquitously Expressed Transcript) pertence a familia de proteinas
prefoldin (PFD) e foi nomeada como tal devido a sua ampla expressdao em diversos tecidos
humanos, como coragdo, cérebro, placenta, pulmao, figado, musculo, rim e pancreas
(Figura 9)*. Por splicing alternativo, pode ser encontrada sob duas isoformas, denominadas
UXT-V1 e UXT-V2, sendo a ultima truncada no N-terminal e, portanto, apresentando 12
residuos de aminodcidos (MVFPLPTPQEPI) a menos que a isoforma 1 (UXT-V1).
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Figura 9. Expressao de UXT em tecidos humanos. Um Northern blot contendo mRNA de

varios tecidos humanos adultos (Clontech) foi hibridizado com um clone de cDNA de UXT.
Houve deteccdo da hibridizagao em todos os tecidos testados, indicando a expressao do
gene. Fonte: SCHROER (1999).

28



Introducdo

A superexpressdao de UXT-V2 foi descrita em varias linhagens tumorais, incluindo
células de mama, bexiga, ovario e tireoide, mas ndo nas linhagens normais
correspondentes, sugerindo que a proteina possa estar envolvida na tumorigénese, e
que, em concentragBes crescentes, contribui para a agregacdo mitocondrial®. Em
centrossomos humanos foi demonstrada a associacdo de UXT-V2 com y-tubulina e que
a sua superexpressdo leva a perda de material pericentriolar, propondo que
anormalidades na expressdo de UXT-V2 acarretem na disfuncdo centrossdmica®’. Além
disso, foi relatado que a proteina UXT-V2 é um coativador do receptor de andrégeno
(AR) que aumenta sua atividade transcricional®®, sendo mencionada como ART-27
(Androgen Receptor Trapped clone-27) em alguns trabalhos; porém a expressao de UXT-
V2 no cancer de prdstata é menor do que no tecido normal®. Em contraste, para o
receptor de estréogeno (ER), foi relatado que a associacdo com a proteina UXT-V2
reprime sua atividade transcricional, entretanto, tumores de mama e linhagens de
células derivadas superexpressam UXT-V2>C,

Em adicdo, as duas isoformas de UXT tém efeitos opostos na apoptose induzida
por SARM (Sterile-a and HEAT armadillo motif-containing protein), um adaptador de
TLR (Toll-like receptor) que induz apoptose intrinseca apds a ativacdo imune. Enquanto
a proteina UXT-V1 promove uma reducdo na atividade da Caspase-8 que protege a
célula da apoptose, a UXT-V2 induz um aumento na atividade da Caspase-8, além de
intensificar a apoptose pela ativacdo da via extrinseca e causar a despolarizacdo de
mitocéndrias*®°l, Além disso, a UXT-V1 foi descrita como um novo componente
integral do signalossoma de MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein), um
complexo de proteina antiviral presente nas mitocéndrias, modulando a transdugdo
de sinal antiviral inato>2.

Utilizando o sistema de duplo-hibrido, foi demonstrado que UXT-V2 interage com
a subunidade RELA (p65) de NF-kB, sendo essencial para manter o fator no interior do
nucleo (Figura 7), e que o knockdown de UXT-V2 atenua drasticamente a expressao de
genes dependentes de NF-kB. Validou-se a proteina UXT-V2 como um componente
integral do enhanceossoma transcricional de NF-kB, cuja presenca torna-se muito mais
proeminente apds estimulo, sugerindo que a proteina seja recrutada dinamicamente ao
enhanceossoma’3. Enquanto que a UXT-V2 é um cofator transcricional que ativa a
transcricdo de NF-kB no nucleo, a UXT-V1 esta localizada predominantemente no
citoplasma e modula a apoptose induzida por TNF>,

Sendo a UXT-V2 um cofator essencial para a montagem do enhanceossoma
transcricional de NF-kB e um substrato identificado da E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7),
iniciamos a caracterizacdo de um novo ponto de regulacdo da via de sinalizacdo do NF-
kB, sugerindo, além da atividade de SCF(Fbxo7) no citoplasma j& descrita®®, uma

atividade também no interior do nucleo.
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Justificativa

2 JUSTIFICATIVA

Sendo mais numerosas que as proteinas quinases, as E3 ligases do tipo SCF
regulam diversos processos celulares vitais, como proliferacdo, diferenciacdo,
sinalizacdo, crescimento, migracdao e morte celular. No entanto, pouco se sabe sobre
a maioria das func¢des e substratos das E3 ligases. Além disso, diversos esforgos tém
sido empregados nos ultimos anos para elucidar os mecanismos envolvidos na
regulacdo da transcricdo génica, com destaque para os fatores de transcri¢cdo. O fator
de transcricdo nuclear NF-kB destaca-se pela sua vasta gama de acdes e pelo fato de
diversas proteinas estarem envolvidas na dindmica de sua ativacdo. Ja foi relatado que
o knockdown de UXT-V2 reduz significativamente a expressdao de citocinas pro-
inflamatdrias dependentes da ativacdo de NF-kB. A identificacdo, pelo nosso grupo de
pesquisa, da UXT-V2 como um potencial substrato de SCF(Fbxo7) nos permitiu propor
um novo ponto de regulacdo da via, resultante da ubiquitinacdo de UXT-V2.
Entretanto, apesar de Fbxo7 e UXT-V2 estarem envolvidos em processos celulares
semelhantes, como a via de sinalizacdo do NF-kB e a agregacdo mitocondrial induzida
por estresse, a interacdo entre essas proteinas ainda ndo havia sido explorada. Soma-
se ainda o fato de poucos estudos envolvendo a proteina UXT abordarem sua isoforma
1, sendo a grande maioria focados na isoforma 2 (UXT-V2/ART-27). Por fim, baseando-
se nos dados descritos na literatura correlacionando a proteina UXT-V2 com ambas as
vias de sinalizacdo androgénica e estrogénica pela interacdo com os receptores de
andrégeno (AR) e de estrogeno (ER), e em nossos dados de interacdo entre Fbxo7 e
UXT-V2, propusemos explorar uma relacdo direta entre SCF(Fbxo7) e os receptores AR
e ER.

31



OBIJETIVOS



Objetivos

3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Explorar as consequéncias funcionais da interacao e ubiquitina¢do das isoformas

1 e 2 da proteina UXT pela E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7).

3.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar se ambas as isoformas de UXT interagem com Fbxo7;

¢ Avaliar se ambas as isoformas de UXT sdo ubiquitinadas por SCF(Fbxo7);

e |dentificar o tipo de cadeia de ubiquitina inserida em ambas as isoformas de UXT;

¢ Avaliar a estabilidade de ambas as isoformas de UXT na presenca de Fbxo7;

¢ Avaliar as consequéncias da ubiquitinacdo de UXT-V2 por SCF(Fbxo7) na via do NF-kB;

e Avaliar se ambos os receptores AR e ER interagem com Fbxo7 e se a presenca de UXT-

V2 exerce efeito nessa interacdo;

¢ Avaliar se ambos os receptores AR e ER sdo ubiquitinados por SCF(Fbxo7) e se a

presenga de UXT-V2 exerce efeito nessa ubiquitinagao.
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4 METODOLOGIA

A modalidade desta pesquisa é experimental, segundo Gil,

A pesquisa experimental constitui o delineamento mais prestigiado
nos meios cientificos. Consiste essencialmente em determinar um
objeto de estudo, selecionar as variaveis capazes de influencia-lo e
definir as formas de controle e de observacdo dos efeitos que a
variavel produz no objeto. Trata-se, portanto, de uma pesquisa em que
o pesquisador é um agente ativo, e ndo um observador passivo. (GIL,
2009).

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioquimica Celular — LBgC, situado
no Departamento de Genética e Evolu¢ao da Universidade Federal de Sdo Carlos —
DGE/UFSCar, obedecendo a todos os Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs) e as
Boas Praticas Laboratoriais (BPLs) para a seguranca do manipulador e confiabilidade dos

resultados experimentais obtidos.
4.1 Esquema geral da metodologia

Abaixo, uma representacao esquematica dos ensaios celulares, destacando as
duas principais técnicas que fundamentaram a parte experimental deste projeto: a
imunoprecipitacdo (IP), quando desejada a purificacdo de uma das proteinas do extrato
proteico total; e o western blot (WB), para a imunodetec¢dao com anticorpos especificos.
Nos ensaios que ndo requeriam a purificacdo de uma das proteinas de interesse e nos
inputs das imunoprecipitacdes, os extratos proteicos totais foram diretamente
resolvidos por SDS-PAGE 12% e submetidos a western blot (Figura 10).

Células aderentes
HEK293T ou U20S

v Extrato total

= Western Blotting
| (WB)
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proteico
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Transferéncia Deteccdo
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Figura 10. Esquematiza¢dao dos ensaios realizados em células. Fonte: do autor (2021).
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4.2 Cultura de células

Para os experimentos realizados em células, foram utilizadas duas linhagens
celulares distintas: U20S (Human bone osteosarcoma epitelial cells) ou HEK293T
(Human embryonic kidney 293T cells), ambas obtidas do ATCC (American Type Culture
Collection). As células foram cultivadas em DMEM high glucose (Corning) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco), penicilina (100 unidades), estreptomicina
(100 pg/mL) e L-glutamina (0,292 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific) e incubadas a 37°C
sob atmosfera umida com 5% de CO2. Nos repiques, as células foram lavadas uma vez
com tampao fosfato-salino 1x (PBS, HyClone) e soltas das placas com tripsina (TrypLe

Express, Thermo Fisher Scientific) para novas passagens celulares.

4.3 Reagentes e anticorpos

Cicloheximida (C1988), coquetel inibidor de protease SIGMAFAST™ (S8820),
agarose-anti-FLAG® M2 (A2220), agarose-anti-HA (E6779), peptideo FLAG® (F3290),
peptideo HA (12149) e todos os primers para PCR foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Agarose-anti-GFP (gta-10) foi adquirida da Chromotek. Ubiquitina humana (Ue100H),
biotina-ubiquitina (UB-560), enzima E1 (UBE1) (E-304), Enzima E2 UbcH5a/UBE2D1 (E2-
616), tampao de reacdo 10x (B-70), solucdo Mg-ATP (B-20) e inibidor de proteassoma
MG132 (I-130) foram adquiridos da Boston Biochem. Lipofectamine®2000 Transfection
Reagent foi adquirida da Thermo Fisher Scientific. Os anticorpos para HA (H3663)
(diluicdo de uso 1:1000), FLAG (F1804) (1:500), Fbxo7 (SAB1407251) (1:1000), GAPDH
(G8795) (1:10000) e actina (A3853) (1:2000) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os
anticorpos para Myc (#2272) (1:1000), poliubiquitina anti-K63 (#5621) (1:500),
poliubiquitina anti-K48 (#8081) (1:1000), AKT (#4691) (1:1000) e Histona H3 (1B1B2)
(1:1000) foram adquiridos da Cell Signaling Technologies. O anticorpo para Fbxo7
(ARP43128) (1:1000) foi adquirido da Aviva Systems Biology. O anticorpo para B-actina
foi adquirido da Merck Millipore (MAB1501) (1:10000). O anticorpo para GFP foi
adquirido da ABclonal (AEOQ12) (1:1000). Os anticorpos secundarios IgG-mouse (#074-
1806) (1:7500) e IgG-rabbit (#074-1516) (1:7500) foram adquiridos da Sera Care.

4.4 Lista de plasmideos

° PEGFP-N1 — Obtido da Clontech;

. pcDNA3 — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;

° pcDNA3-Ub-myc-6xHis — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Marcelo D. Gomes;
. pcDNA3-FLAG-Fbxo7 — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;
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. pcDNA3-FLAG-Fbxo7-AF-box — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;

. pcDNA3-UXT-V2-HA — Construido por PCR a partir do plasmideo pGEX2-UXT,
gentilmente doado pelo Prof. Dr. Chris Bartholomew;

° pcDNA3-UXT-V1-HA — Construido por PCR a partir do plasmideo pcDNA3-UXT-

V2-HA. A sequéncia de 12 aminoacidos N-terminais da UXT-V1 foi adicionada ao

primer forward e a sequéncia da tag-HA foi adicionada ao primer reverse;

. pcDNA3-UXT-V1-M13G-HA — Obtido da Epoch Life Science;
. siRNA-Controle e siRNA-Fbxo7 — Obtidos da Sigma-Aldrich;
. pPEGFP-C1-AR — Obtido da Addgene;
. PEGFP-C1-ER — Obtido da Addgene.

4.5 Ensaio de ubiquitinagao in vitro

Para o ensaio de ubiquitinacdo in vitro, o complexo SCF(Fbxo7) e seu mutante
SCF(Fbxo7-AF-box) foram purificados de células HEK293T transfectadas com FLAG-
Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box em combinagdao com SKP1-HA, RBX1-myc e Cullinl (4 pg
de cada plasmideo) por 36 horas, utilizando o agente de transfeccdo PEI
(Polyethylenimine, 1 mg/mL). As células foram lisadas com tampé&o de lise NP-40 (50 mM
Tris-HCl pH 7,2, 225 mM KCl e 1% NP-40) suplementado com um coquetel de inibidores
de proteases SIGMAFAST 1, inibidores de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VOs) 1 mM por
30 minutos em gelo. Os lisados celulares foram centrifugados a 16.900 x g/20 min/4°C e
os sobrenadantes foram submetidos a imunoprecipitacao (IP) com agarose anti-FLAG
durante 3 horas/4°C. A eluigdo por competicdo foi feita com peptideo FLAG (300 pg/mL)
em tampado de eluicdo (HEPES 10 mM, pH 7,9; KCl 225 mM MgCl; 1,5 mM e NP-40 0,1%)
durante 1 hora/4°C, ap0ds as resinas serem lavadas 2 vezes com tamp3ao de lise e 4 vezes
com tampado de eluicdo. SCF(Fbxo7) ou SCF(Fbxo7-AF-box) purificados de células
HEK293T foram utilizados nas concentracoes de 25 e 50 nM, em combina¢do com uma
mistura de enzima E1 (100 nM), enzima E2-UbcH5a (500 nM), biotina-ubiquitina (20
mM), Mg-ATP (2 mM), tampao de reagao 10x e UXT-V2 como substrato, purificada de
células HEK293T transfectadas com UXT-V2-HA por 36 horas e lisadas seguindo o mesmo
protocolo utilizado para os complexos. As reagdes foram incubadas a 30°C durante 90

minutos e, entdo, resolvidas em SDS-PAGE 12% e submetidas a western blot (WB).

4.6 Ensaio de interacdo em células

Para os ensaios de interacao, células HEK293T foram transfectadas com o vetor
vazio pcDNA3, FLAG-Fbxo7 ou o mutante FLAG-Fbxo7-AF-box e UXT-V2-HA ou UXT-V1-
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M13G-HA (4 ug de cada plasmideo) por 36 horas, utilizando o agente de transfec¢do PEI
(Polyethylenimine, 1 mg/mL). As células foram lisadas com tamp&o de lise NP-40 (50 mM
Tris-HCl pH 7,2, 225 mM KCl e 1% NP-40) suplementado com um coquetel de inibidores
de proteases SIGMAFAST 1, inibidores de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VOs) 1 mM por
30 minutos em gelo. Os lisados celulares foram centrifugados a 16.900 x g/20 min/4°C e
os sobrenadantes foram submetidos a imunoprecipitacdo (IP) com agarose anti-FLAG
durante 3 horas/4°C. As proteinas poliubiquitinadas foram eluidas por competicdo com
peptideo FLAG (300 pg/mL) em tampdo de elui¢do (HEPES 10 mM, pH 7,9; KCI 225 mM
MgCl, 1,5 mM e NP-40 0,1%) durante 1 hora/4°C, apds as resinas serem lavadas 2 vezes
com tampao de lise e 4 vezes com tampdo de eluicdo e, entdo, foram resolvidas por SDS-
PAGE 12% e submetidas a western blot.

4.7 Ensaio de ubiquitinacdo em células

Para os ensaios de ubiquitinacdo, células HEK293T foram transfectadas com o
vetor vazio pcDNA3, FLAG-Fbxo7 ou o mutante FLAG-Fbxo7-AF-box e UXT-V2-HA ou
UXT-V1-M13G-HA, em combinacdo com Ub-myc-6xHis (4 ug de cada plasmideo), por 36
horas, utilizando o agente de transfec¢do PEI (Polyethylenimine, 1 mg/mL). As células
transfectadas foram tratadas com 10 uM do inibidor de proteassoma MG132 por 6 horas
antes da lise. As células foram lisadas com tampao de lise NP-40 (50 mM Tris-HCl pH 7,2,
225 mM KCl e 1% NP-40) suplementado com um coquetel de inibidores de proteases
SIGMAFAST 1x, inibidores de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VO4) 1 mM por 30 minutos
em gelo. Os lisados celulares foram centrifugados a 16.900 x g/20 min/4°C e os
sobrenadantes foram submetidos a imunoprecipitacdo (IP) com agarose anti-HA
durante 3 horas/4°C. As proteinas poliubiquitinadas foram eluidas por competicdo com
peptideo HA (300 pg/mL) em tampao de elui¢gdo (HEPES 10 mM, pH 7,9; KCl 225 mM
MgCl, 1,5 mM e NP-40 0,1%) durante 1 hora/4°C, ap0s as resinas serem lavadas 2 vezes
com tampao de lise e 4 vezes com tampao de eluicdo e, entdo, foram resolvidas por SDS-
PAGE 12% e submetidas a western blot.

Apds a primeira marcagcdao com anticorpo cadeia especifica anti-K63 de coelho, as
membranas foram incubadas em um tampao de deblotting (glicina 200 mM pH 2,0, SDS
0,1%, Tween 1%) a 37°C por 15 minutos. Essa incubacdo foi repetida 3 vezes e a
membrana foi lavada com TBST e bloqueada por 1 hora com uma solucdo de leite em
po desnatado 5% em TBST. Em seguida, a membrana foi testada com o anticorpo anti-
HRP de coelho para garantir a remocdo dos sinais anteriores. A segunda marcacdo com

anticorpo cadeia especifica anti-K48 de coelho foi entdo realizada.
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4.8 Analise de restricao de cadeia de ubiquitina (UbiCRest)

O ensaio de UbiCRest foi realizado conforme descrito no protocolo de Hospenthal
et al. (2015)°°. Células HEK293T foram transfectadas com UXT-V2-HA e FLAG-Fbxo7 (4
pg de cada plasmideo) durante 36 horas, utilizando o agente de transfeccdo PEI
(Polyethylenimine, 1 mg/mL), e tratadas com 10 uM do inibidor de proteassoma MG132
6 horas da lise. As células foram lisadas com tampao de lise NP-40 (50 mM Tris-HCI pH
7,2,225 mM KCl e 1% NP-40) suplementado com um coquetel de inibidores de proteases
SIGMAFAST 1x, inibidores de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VO4) 1 mM por 30 minutos
em gelo. Os lisados celulares foram centrifugados a 16.900 x g/20 min/4°C e os
sobrenadantes foram submetidos a imunoprecipitacdo (IP) com agarose anti-HA
durante 3 horas/4°C. As proteinas poliubiquitinadas foram eluidas por competicdo com
peptideo HA (300 pg/mL) em tampao de elui¢gdo (HEPES 10 mM, pH 7,9; KCl 225 mM
MgCl, 1,5 mM e NP-40 0,1%) durante 1 hora/4°C, apds as resinas serem lavadas 2 vezes
com tampao de lise e 4 vezes com tampao de eluicdo e, entdo, armazenadas a - 80°C.
Enzimas deubiquitinases (DUBs) purificadas foram diluidas em tampao de diluicdo 2x (50
mM Tris, pH 7,4, 300 mM NaCl e 20 mM DTT) e adicionadas as amostras por 30 minutos
a 37°C. As reacOes foram interrompidas com tampao Laemmli e, entdo, resolvidas por

SDS-PAGE 12% e submetidas a western blot com anticorpos anti-poliubiquitina.

4.9 Ensaio de estabilidade com cicloheximida (CHX)

Para os ensaios de estabilidade, células U20S foram transfectadas com FLAG-
Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box em combinagao com UXT-V2-HA ou UXT-V1-M13G-HA (4
pg de cada plasmideo) por 36 horas, utilizando o agente de transfeccdo PEI
(Polyethylenimine, 1 mg/mL). 12 horas antes da lise foi realizado o starvation das células:
o meio DMEM completo foi retirado de todos os pocos e substituido por meio DMEM
sem soro. As células foram tratadas com cicloheximida (40 pg/mL), um inibidor da
sintese proteica, por 0, 2 ou 4 horas antes da lise na presenca ou auséncia do inibidor
de proteassoma MG132 (10 uM, 4 horas). As células foram lisadas com tampdo RIPA (25
mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sédio e 1% SDS)
suplementado com um coquetel de inibidores de proteases SIGMAFAST 1x, inibidores
de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VOs4) 1 mM por 30 minutos em gelo. O lisado foi
centrifugado a 16.900 x g/45 min/4°C e os sobrenadantes contendo o extrato proteico

total foram resolvidos por SDS-PAGE 12% e submetidos a western blot.
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4,10 Knockdown de FBXO7

Células HEK293T foram transfectadas com 100 nM de siRNA-Fbxo7 ou siRNA-
controle negativo universal na presenca de 0,5 pg de UXT-V2-HA utilizando
Lipofectamine®2000. Apds 36 horas, as células foram lisadas com tampdo RIPA (25 mM
Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sddio e 1% SDS)
suplementado com um coquetel de inibidores de proteases SIGMAFAST 1x, inibidores
de fosfatases NaF 10 mM e Na3(VOs4) 1 mM por 30 minutos em gelo. O lisado foi
centrifugado a 16.900 x g/45 min/4°C e os sobrenadantes contendo o extrato proteico

total foram resolvidos por SDS-PAGE 12% e submetidos a western blot.

4.11 Transcriptase Reversa seguida de PCR Quantitativa (RT-qPCR)

O RNA total foi extraido de células HEK293T transfectadas com pEGFP-N1 ou UXT-
V2-HA com o kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research) e tratado com DNAse |
(Invitrogen) para remogdao de DNA residual, de acordo com as instru¢des dos
fabricantes. As amostras foram quantificadas em NanoVue™ (GE Healthcare Life
Sciences) e 300 ng de RNA foram transcritos com o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific). As amostras de cDNA foram diluidas 25x para
uso como template e os primers foram usados a 150 nM em reagdes de 15 pL. com SYBR™
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As amplificacbes foram realizadas no
equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) com os seguintes

primers:

- FBXO7 forward: 5' AGTCCCTGCTGTGCACCTG 3'

- FBXO7 reverse: 5' CGCTGGAATGTCATCTTGAAGA 3'
- GAPDH forward: 5' AGAAGGCTGGGGCTCATTTG 3'
- GAPDH reverse: 5' AGGGGCC ATCCACAGTCTTC 3'

4.12 Preparo de extratos totais e subcelulares

Os extratos proteicos totais foram obtidos pela transfeccdo de células HEK293T
ou U20S com pcDNA3 ou FLAG-Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box, em combinagao com
UXT-V2-HA (4 pg de cada plasmideo), utilizando o agente de transfeccdo PEI
(Polyethylenimine, 1 mg/mL). Apds 36 horas, as células foram lisadas em tampdo de
amostra Laemmli 2x e submetidas a SDS-PAGE 12% e western blot. Para o
enriguecimento da fracdo subcelular, células U20S foram transfectadas com o vetor
vazio pcDNA3 ou UXT-V2-HA ou UXT-V1-M13G-HA, em combinacdo com FLAG-Fbxo7,

e lisadas com o kit NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo
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Fisher Scientific). Para normalizacdo da quantidade de proteinas na fracdo nuclear foi
utilizada a proteina Histona H3 e, para a fracdo citoplasmatica, a proteina AKT. Os
sobrenadantes contendo os extratos subcelulares foram submetidos a SDS-PAGE 12%

e western blot.

4.13 Ensaio de gene repdrter de NF-kB

Células HEK293 expressando estavelmente um gene reporter para a via do NF-kB
fusionado a Firefly luciferase (pBlIx-luc) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Dario
Zamboni (FMRP/USP). As células foram cultivadas em placas de 96 pogos Corning
Costar® com 5 x 10° células por poco e, apds 24 horas de cultivo, foram transfectadas
com pEGFP-N1 ou FLAG-Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box, em combinacdo com UXT-V2-HA,
utilizando Lipofectamine®2000. Apds 24 horas, as células foram tratadas com TNF-a 10
ng/mL em meio DMEM sem soro e sem fenol (Gibco) por 12 horas, lisadas com o kit
Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) e transferidas para uma placa branca de 96
pocos Corning Costar®. A medicdo das atividades da luciferase Firefly e Renilla foi

realizada no lumindmetro SpectraMax i3 (Molecular Devices).

4.14 Microscopia confocal

Células U20S foram cultivadas sobre laminulas de vidro em meio DMEM e
transfectadas com UXT-V2-HA ou UXT-V1-M13G-HA, em combinacdo com FLAG-Fbxo7,
utilizando Lipofectamine®2000. As células foram lavadas 1 vez com PBS antes de serem
fixadas e permeabilizadas as laminulas com PBS contendo 2% de paraformaldeido e
0,3% de Triton X-100 por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas com PBS contendo 2% de albumina sérica
bovina (BSA) por 1 hora em temperatura ambiente. As incubag¢des dos anticorpos
primarios anti-Fbxo7 e anti-HA foram realizadas por 1 hora a temperatura ambiente em
PBS contendo 2% de BSA (diluicGes: anti-Fbxo7 1:50; anti-HA 1:600), seguido pela
incubacdo dos anticorpos secundarios acoplados com Alexa 488 e Alexa 594 (Thermo
Fisher Scientific) (diluigao 1:800). As laminulas foram montadas sobre laminas de vidro
com meio de montagem Prolong Diamond Antifade Mountant contendo DAPI
(Invitrogen). As amostras foram analisadas no microscépio confocal de varredura a laser
Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss) com a objetiva C-Apocromatica 63x/1,2 W, situado no
Laboratério Multiusuario de Microscopia Multifoton (LMMM) do Departamento de

Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
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4.15 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao Teste t de Student ndo pareado (quando havia
apenas dois grupos), Andlise de Variancia Unidirecional (ANOVA one-way) ou Analise de
Variancia Bidirecional (ANOVA two-way) com Bonferroni ou Newman-Keuls posttest. As
analises e os graficos foram gerados no software Prism8 (GraphPad®) e a significancia
estatistica foi aceita para valores de p < 0,05, sendo *: p < 0,05; **: p<0,01 e ***:p <
0,001. Analises densitométricas de bandas foram realizadas no software Image J
(National Institutes of Health). Todas as imagens foram capturadas no ChemiDoc XRS+
(BioRad), 1 imagem a cada 3 segundos totalizando 300 segundos, e selecionada para

analise a imagem captada imediatamente antes da saturacdo dos pixels.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dispostos nesta secdao, com excecdo dos topicos 5.11 e 5.12
(resultados ndo publicados), pertencem ao artigo The E3 ubiquitin ligase SCF(Fbxo7)
mediates proteasomal degradation of UXT isoform 2 (UXT-V2) to inhibit the NF-kB
signaling pathway, publicado recentemente (2021) na revista Biochimica et Biophysica

Acta (BBA)— General Subjects/Elsevier, no qual a aluna foi primeira autora (Anexo 8.2.1).

5.1 UXT-V2 é poliubiquitinada in vitro por SCF(Fbxo7)

Iniciamos a caracterizagdo bioquimica validando a proteina UXT-V2 como um
substrato de SCF(Fbxo7), descrita como um potencial alvo de ubiquitinagdo pelo uso de
microarranjos de proteinas como fonte de substratos (ProtoArray®)*. Para isso,
realizamos um ensaio de ubiquitinacdo in vitro utilizando os complexos SCF(Fbxo7) ou
seu mutante SCF(Fbxo7-AF-box), em concentragdes crescentes de 25 e 50 nM, com a
UXT-V2-HA como substrato. O mutante Fbxo7-AF-box é incapaz de formar uma E3 ligase
estavel devido a auséncia do dominio F-box que interage com SKP1 e, portanto, atua
como um controle negativo. As rea¢des foram realizadas na presen¢a de uma mistura
composta pelas enzimas E1 e E2, biotina-ubiquitina, tampao de ubiquitina e ATP.

A marcacdo de proteina poliubiquitinada é caracterizada por formar um arraste,
em decorréncia da adi¢do de cadeias de ubiquitina com comprimentos variados, as quais
podem somar > 200 kDa a sua massa molecular original. A revelacdo com o anticorpo
anti-HA exibiu o sinal de arraste correspondente a proteina UXT-V2 poliubiquitinada
apenas na presenca de SCF(Fbxo7) e intensificado pelo aumento na concentragdao do
complexo, demostrando a especificidade dos ensaios de ubiquitinacdo in vitro (colunas
6 e 7, Figura 11). Observamos que nos controles negativos ausentes da UXT-V2-HA ndo
houve qualquer deteccdao de sinal, mesmo na presenca do complexo selvagem,
reforcando a especificidade da relagdo ligase-substrato (colunas 1, 2 e 3, Figura 11). Da
mesma forma, os controles negativos com a presenca de UXT-V2, porém ausentes do
complexo SCF(Fbxo7), também nao exibiram o sinal de arraste correspondente a UXT-
V2 poliubiquitinada (colunas 4 e 5, Figura 11). Este dado indicou que as marcagdes
observadas nas colunas 6 e 7 foram especificamente determinadas por SCF(Fbxo7).

Por fim, o mutante SCF(Fbxo7-AF-box) apresentou um sinal de poliubiquitinacdo
semelhante ao controle negativo da coluna 4 em ambas as concentra¢des utilizadas
(colunas 8 e 9, Figura 11), consistente com a incapacidade de formar uma E3 ligase
estavel por ndo interagir com SKP1, o que foi confirmado pela deteccdo da banda
correspondente a HA-SKP1 apenas na presenca do complexo selvagem (colunas 2, 6 e
7, Figura 11). Juntos, esses resultados validaram a UXT-V2 como um substrato de
SCF(Fbxo7).
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Ub mix + + + + - + 4+ + +
SCF(Fbxo7) B Lo
SCF(Fbxo7-AF-box) - - + - - - - _—]
UXT-V2-HA

IB: anti-HA

Figura 11. UXT-V2 é poliubiquitinada in vitro por SCF(Fbxo7). Ubiquitinagdo in vitro com
SCF(Fbxo7) ou Fbxo7-AF-box e UXT-V2-HA como substrato. As amostras foram submetidas a WB

e o anticorpo anti-HA foi usado para visualizar a UXT-V2-HA poliubiquitinada.

5.2 O dominio Ubl de Fbxo7 é essencial para a interagao com UXT-V2

Para explorar as interagGes entre Fbxo7 e UXT-V2, células HEK293T foram
transfectadas com plasmideos codificando UXT-V2-HA e FLAG-Fbxo7 ou os seguintes
truncados de Fbxo7 ausentes de dominios especificos: dominio Ubl (1-88), dominio de
ligacdo ao substrato (89—128), dominio F-box (Fbxo7-AF-box) (335—-372) e regido rica em
prolina (PRR) (399-522). Em comparag¢ao com a construcdo selvagem, a dele¢do do
dominio F-box nao afetou a interagdo de Fbxo7 com UXT-V2 (colunas 2 e 3, Figura 12a),
indicando que, apesar de incapaz de formar um complexo E3 estavel, este mutante
mantém seu dominio de liga¢do ao substrato. Por outro lado, dele¢des a N-terminal de
Fbxo7 que removeram o dominio Ubl e o dominio de ligacdo ao substrato reduziram
substancialmente a sua interagdo com UXT-V2 (coluna 4, Figura 12a). J4 a dele¢do da
regido rica em prolina (PRR), situada a C-terminal, ndo reduziu significativamente a
interagdo Fbxo7/UXT-V2 (coluna 5, Figura 12a). Essa construcdo indicou que, apesar de
o mutante truncado a N e a C-terminal (89-398) também ter apresentado uma reducao
significativa na interagcdo com UXT-V2 (coluna 6, Figura 12a), ela decorreu da remogao
do dominio Ubl, situado a N-terminal. A coluna 1 - células sem expressdo de Fbxo7 - é
importante para mostrar a especificidade das esferas de agarose anti-FLAG. Estes
resultados, esquematizados na Figura 12b, demonstraram que o dominio Ubl de Fbxo7

exerce fundamental importancia para sua interagdo com UXT-V2.
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Figura 12. Fbxo7 interage com UXT-V2 pelo dominio localizado a N-terminal. (a) Extratos
proteicos obtidos de células HEK293T transfectadas com as construces de FLAG-Fbxo7 indicadas
e UXT-V2-HA foram imunoprecipitados (IP) com agarose anti-FLAG. Eluido e input (extrato total)
foram submetidos a western blot (IB) com os anticorpos indicados. (b) Esquematizacdo das
construgBes de Fbxo7 mostrando a dele¢do de dominios especificos. Os sinais de (+) indicam a

intensidade da interagao com UXT-V2 para cada truncado de Fbxo7.
5.3 UXT-V1 localiza-se no citoplasma e UXT-V2 no nucleo

Além da UXT-V2, uma variante de splicing mais longa em 12 residuos de
aminodacidos a N-terminal, denominada UXT-V1, foi descrita®>*3, Observamos que o
plasmideo UXT-V1-HA, construido por PCR a partir do plasmideo UXT-V2-HA, acabava
também expressando a isoforma 2 de UXT (coluna 2, Figura 13a), em decorréncia de um
segundo cddon de iniciacdo ATG localizado apds os 12 residuos de aminoacidos iniciais
de UXT-V1, utilizado pela maquinaria de tradugao da célula para produgao de UXT-V2.
Isso dificultava os estudos especificos para a isoforma 1. Para contornar este problema,
adquirimos uma versao UXT-V1 com a substituicao da segunda metionina ATG por uma
glicina, produzindo a UXT-V1-M13G, que impediu a expressdao de UXT-V2 (coluna 3,
Figura 13a).

Para analisar a distribui¢ao celular das isoformas de UXT, realizamos a microscopia
confocal de linhagens celulares U20S transfectadas com UXT-V2-HA ou UXT-V1-
M13G-HA. Observamos que ambas as isoformas estavam presentes no citosol e no

nlcleo das células, sendo a UXT-V1 predominantemente citoplasmatica e a UXT-V2
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predominantemente nuclear (Figura 13b). Esses achados corroboram com os resultados
descritos na literatura, relacionando a UXT-V2 a via de sinalizacdo do NF-kB como um
componente integral do enhanceossoma transcricional de NF-kB, essencial para manter o
fator de transcricdo no interior do nucleo, e as vias de sinalizagdo androgénica e
estrogénica, regulando a atividade transcricional dos reguladores de andrégeno e
estrdgeno, respectivamente®®°953, A |ocalizacdo predominantemente citoplasmatica da
UXT-V1 esta relacionada a sua funcdo de protecao das células contra a apoptose induzida
por TNF por meio de sua interacdo com TRAF2, uma E3 ligase citosolica, e ao complexo de

sinalizac3o antiviral MAVS presente nas mitocdndrias®>>.

a b
MVFPLPTPQEPIM mneesessssssssssssss UXT-V1
MVFPLPTPQEPIG muneeessssssssssssss UXT-V1-M13G

M eeeeessssssssssss— UXT-V2

UXT-V2-HA I & g .

UXT-V1-HA = + - -

UXT-V1-M13G-HA - -+ -

25+ — -
IB: anti-HA s it

18-
IB: anti-GAPDH B

354 bt - &

Figura 13. UXT-V1 é predominantemente citoplasmatica e UXT-V2 predominantemente
nuclear. (a) Representagdo dos plasmideos para UXT-V1, UXT-V1-M13G e UXT-V2 e sua expressao
em células HEK293T transfectadas com cada plasmideo. (b) Microscopia confocal de células U20S
transfectadas com UXT-V1-M13G-HA ou UXT-V2-HA. As |laminas foram incubadas com o anticorpo

anti-HA e os nucleos marcados por DAPI (azul). Observa-se a colocalizagdo de UXT-V2 com DAPI.

5.4 Fbxo7 interage com UXT-V1 e UXT-V2

As isoformas de UXT possuem diferentes funcdes e localizacdes celulares. Para
avaliar se a isoforma 1 de UXT (UXT-V1) também interage com Fbxo7, células HEK293T
foram transfectadas com FLAG-Fbxo7 em combinacdo com UXT-V1-M13G-HA ou UXT-
V2-HA, utilizada como pardmetro de comparagdo. Observamos que, semelhante a UXT-
V2, a UXT-V1-M13G também interagiu com Fbxo7, sendo imunodetectada pelo
anticorpo anti-HA apds imunoprecipitacdo do lisado celular com agarose anti-FLAG
(colunas 2 e 4, Figura 14). As colunas 1 e 3 - células sem expressdao de Fbxo7 - sdo
importantes para mostrar a especificidade das esferas de agarose anti-FLAG. Este
resultado demonstrou que os 12 residuos de aminoacidos adicionais da isoforma 1 ndo

interferiram na interacdo com Fbxo7, sugerindo que UXT-V1 e UXT-V2 apresentam
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elevada identidade estrutural e sendo, ambas, potenciais substratos de SCF(Fbxo7) para
ubiquitinacao.

p(‘DNAS i _ + _
2xFLAG-Fbxo7 .1 - 4
UXT-V2-HA B s s
UXT-V1-M13G-HA I
35-L
IP:FLAG
IB: HA 25| e [UXT-V1
i e UXT-V2
IB: Fbxo7 66 pu—y
25 e —
Input ——
IB: o HA 18p
AR Y el
IB: o Fbxo7
IB: 0 B-actin | 45| e s e s

Figura 14. Fbxo7 interage com UXT-V1 e UXT-V2. Extratos proteicos de células HEK293T
transfectadas com FLAG-Fbxo7 e UXT-V1-M13G-HA ou UXT-V2-HA foram imunoprecipitados (IP)

com agarose anti-FLAG. Eluido e input (extrato total) foram submetidos a western blot (IB) com os

anticorpos indicados.

5.5 SCF(Fbxo7) poliubiquitina UXT-V1 e UXT-V2

Como vimos que UXT-V1-M13G e UXT-V2 interagem com Fbxo7, e UXT-V2 foi
confirmada como substrato de SCF(Fbxo7) pelo ensaio de ubiquitinagdo in vitro,
realizamos ensaios de ubiquitinacdo em células para avaliar se UXT-V1 e UXT-V2 sdo
substratos de SCF(Fbxo7) para ubiquitinacdo em nivel celular. Para isso, células HEK293T
foram transfectadas com UXT-V1-M13G-HA ou UXT-V2-HA e FLAG-Fbxo7 ou os
controles negativos pcDNA3 e o mutante FLAG-Fbxo7-AF-box, em combinacdo com
ubiquitina-myc. Embora o mutante Fbxo7-AF-box seja capaz de interagir com UXT-V2
(coluna 3, Figura 12a), ele é incapaz de ubiquitinar substratos pela formacdo de uma E3
ligase instavel. O inibidor de proteassoma MG132 foi utilizado para permitir o acimulo
de proteinas poliubiquitinadas nas células, evitando que sejam destinadas ao
proteassoma, e o lisado celular foi imunoprecipitado com agarose anti-HA. Um forte
sinal de arraste de proteina poliubiquitinada foi observado quando Fbxo7 foi co-
expresso com UXT-V2 e UXT-V1-M13G (colunas 3 e 6, Figura 15), confirmando que
ambas as isoformas de UXT sdo substratos de SCF(Fbxo7) em nivel celular. As colunas 2,
4,5 e 7 - controles negativos - exibiram um fraco sinal de arraste correspondente a UXT

poliubiquitinada, que resultou da atividade enddgena de SCF(Fbxo7) ou de outras E3

48



Resultados e discussdo

ligases presentes na célula. A coluna 1 - células sem expressdao de UXT - mostra a

especificidade das esferas de agarose anti-HA.
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Figura 15. SCF(Fbxo7) poliubiquitina UXT-V1 e UXT-V2. Extratos proteicos de células HEK293T
transfectadas com FLAG-Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box e UXT-V1-M13G-HA ou UXT-V2-HA, em
combinagdo com Ub-myc, foram imunoprecipitados (IP) com agarose anti-HA. Eluido e input

(extrato total) foram submetidos a western blot (IB) com os anticorpos indicados.

5.6 A poliubiquitinagao da UXT-V1 e UXT-V2 ocorre via cadeias de Ub K63 e K48

A ligagdo entre as ubiquitinas nas cadeias de poliubiquitina adicionadas pelas E3
ligases determina o destino que o substrato seguira na célula. Cadeias ligadas via lisina
48 (K48) frequentemente regulam a estabilidade das proteinas direcionando-as a
degradagdo via proteassoma, enquanto que cadeias ligadas via lisina 63 (K63)
consistem de uma modificagdo pds-traducional ndo degradante relacionada a
regulacao funcional de proteinas. Para determinar o tipo de cadeia de ubiquitina
adicionada a UXT-V2 por SCF(Fbxo7), aplicou-se duas abordagens diferentes. A
primeira baseada em deubiquitinases (DUBs), enzimas que catalisam a remoc¢do da
ubiquitina das proteinas alvo por meio da dissociagdao das cadeias poliméricas da
ubiquitina, pela andlise de restricdo da cadeia da ubiquitina - UbiCRest (do inglés,
Ubiquitin Chain Restriction); e a segunda utilizando anticorpos especificos de ligacao
de ubiquitina anti-K48 ou anti-K63 em um ensaio de ubiquitinagao em células.
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A UXT-V2-HA utilizada no ensaio UbiCRest foi obtida da imunoprecipitacdo com
agarose anti-HA de células HEK293T transfectadas com UXT-V2-HA e FLAG-Fbxo7,
tratadas com 10 uM do inibidor de proteassoma MG132. A UXT-V2 poliubiquitinada
purificada foi tratada com um painel de DUBs, incluindo dois controles positivos, USP21
e vOTU, que sdo DUBs inespecificas capazes de clivar todos os tipos de cadeias de
ubiquitina (colunas 2 e 3, Figura 16a). O tratamento com OTUB1, uma deubiquitinase
especifica para K48, reduziu a intensidade do arraste em comparag¢do com o controle
negativo ndo tratado (colunas 5 e 1, respectivamente, Figura 16a). Adicionalmente, uma
reducdo de intensidade do arraste da UXT-V2 poliubiquitinada foi observada quando
concentragdes crescentes de OTUD1, uma deubiquitinase especifica para K63, foram
utilizadas (colunas 7 e 8, Figura 16a). Deubiquitinases especificas para ligacbes K11
(Cézanne, coluna 4) e M1 (OTULIN, coluna 9) ndo tiveram atuacdo. Esses resultados
sugeriram que SCF(Fbxo7) insere cadeias de ubiquitina ligadas a K48 e ligadas a K63 em
UXT-V2.

Para confirmar esses resultados por uma segunda metodologia, e também
investigar o tipo de cadeia de poliubiquitina adicionada a UXT-V1, realizamos um novo
ensaio de ubiquitinacdo. Extratos proteicos de células HEK293T transfectadas com
FLAG-Fbxo7 ou o mutante FLAG-Fbxo7-AF-box e UXT-V2-HA ou UXT-V1-M13G-HA, em
combinag¢do com ubiquitina-myc, foram imunoprecipitados com agarose anti-HA e os
eluidos marcados quanto a presenca de cadeias de ubiquitina K48 e K63 por anticorpos
especificos. A marcagcdo com anticorpo anti-K63 identificou cadeias de poliubiquitina
K63 em UXT-V1 e UXT-V2, embora com intensidade significativamente mais fraca para
a UXT-V2 (1st probe, colunas 3 e 6, Figura 16c). Em contraste, a marcagcdo com
anticorpo anti-K48 também identificou cadeias de poliubiquitina K48 em ambas as
isoformas, porém com intensidade significativamente mais fraca para a UXT-V1 (2nd
probe, colunas 3 e 6, Figura 16c). Esse resultado confirmou que SCF(Fbxo7) adiciona
ambas as cadeias de poliubiquitina K63 e K48 a UXT-V1 e UXT-V2, reforcando os
resultados do ensaio UbiCRest para a UXT-V2, além de sugerir que as ligacGes K48
possam estar predominantemente presentes na UXT-V2 e as ligacGes K63
predominantemente presentes na UXT-V1, o que acarretaria em destinos distintos

para cada substrato na célula.
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Figura 16. E3 ligase SCF(Fbxo7) promove a poliubiquitinagdo de UXT-V1 e UXT-V2 via cadeias de
ubiquitina K63 e K48. (a) Determinacdo por UbiCRest das cadeias de poliubiquitina inseridas na
UXT-V2-HA purificada de células HEK293T. DUBs inespecificas (USP21 e vOTU) clivam toda as
cadeias de ubiquitina; OTUB1 (K48-especifica) removeu parcialmente as cadeias de ubiquitina e
OTUD1 (K63-especifica) mostrou atividade dependente da concentragdo. (b) Tipos de enzimas
deubiquitinases e suas cadeias especificas para clivagem. Em destaque, as enzimas que mostraram
atividade na UXT-V2 poliubiquitinada. Fonte: HOSPENTHAL (2015) (c) Eluido da ubiquitinacdo da
UXT-V1 e UXT-V2 por SCF(Fbxo7) revelado com anticorpos especificos anti-K48 e anti-K63.
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5.7 SCF(Fbxo7) promove a degradac¢do de UXT-V2 via proteassoma

Para avaliar a estabilidade dos substratos nas células realizou-se um ensaio com a
droga cicloheximida (CHX), um inibidor da sintese proteica. Células U20S foram
transfectadas com UXT-V2-HA ou UXT-V1-M13G-HA e FLAG-Fbxo7 ou seu mutante
FLAG-Fbxo7-AF-box como controle negativo. As células foram tratadas por 2 ou 4 horas
com cicloheximida e os niveis intracelulares de UXT-V2 e UXT-V1 foram avaliados nos
lisados celulares. Observou-se que, quando co-expressa com Fbxo7, os niveis de UXT-V2
foram reduzidos para 50% de sua quantidade inicial apds 2 horas de tratamento e
apenas 20% da proteina permaneceu apds 4 horas. Em contraste, mesmo apds 4 horas
de tratamento, 80% dos niveis de UXT-V2 estavam presentes nos lisados celulares
guando co-expressos com o mutante Fbxo7-AF-box (Figura 17a). Esses resultados
indicaram que Fbxo7 diminui significativamente a estabilidade da UXT-V2 de um modo
dependente do dominio F-box. Por outro lado, a diminuicdo de UXT-V1-M13G apds 2 e
4 horas de tratamento foi semelhante para Fbxo7 e Fbxo7-AF-box, indicando que sua
degradacdo ndo é mediada por Fbxo7 (Figura 17b). Esses resultados estdo de acordo
com a observacdo de cadeias de poliubiquitina K63 majoritariamente presentes na
isoforma 1 de UXT no tépico 5.6, sugerindo que Fbxo7 regula a fungdo da UXT-V1
independente de sua degradacao.

Como foi observada a adicdo de cadeias de poliubiquitina K48 na proteina UXT-V2
no tépico 5.6 e a posterior diminuicdo de sua estabilidade por Fbxo7 WT (Figura 17a),
levantamos a hipdtese de que a poliubiquitinacdo da UXT-V2 estaria direcionando o
substrato para degradacdo via proteassoma. Para testar essa hipotese, foi realizado um
novo ensaio de cicloheximida em células U20S transfectadas com FLAG-Fbxo7 na
presenca do inibidor de proteassoma MG132. Surpreendentemente, o tratamento com
MG132 inibiu a degradacdo de UXT-V2-HA pelo proteassoma mesmo quando co-
expressa com Fbxo7 (Figura 17c), indicando que a E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7)
promove a degradacdo proteassomal de UXT-V2 nas células.
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Figura 17. Degradacgdo via proteassoma da UXT-V2, mas ndo da UXT-V1, é mediada por Fbxo7.
(a) Células U20S transfectadas com Fbxo7 ou Fbxo7-AF-box em combinacdo com UXT-V2-HA
foram tratadas com CHX 2 ou 4 horas antes da lise. Extratos proteicos foram submetidos a WB
com os anticorpos indicados. (b) Da mesma forma, células U20S foram transfectadas com Fbxo7
ou Fbxo7-AF-box em combinacdo com UXT-V1-M13G-HA e tratadas com CHX. (c) Similarmente,
ensaio de estabilidade da UXT-V2 com CHX na presenga ou auséncia do inibidor de proteassoma
MG132. Os graficos mostram a analise densitométrica da razdo UXT/actina e foram gerados no
software Prism8 (GraphPad®). Andlises densitométricas realizadas no software Image J (National

Institutes of Health); n=3; *: p< 0,05 e **: p <0,01.

Ao compararmos os resultados obtidos na Figura 17 com os da Figura 15 (colunas 3

e 6, IB anti-HA) observamos que, ao contrario do observado na Figura 17, a presenca de
Fbxo7 promoveu o acimulo de UXT na Figura 15. Para explicar esse possivel resultado
contraditério é importante destacar que os resultados contidos na Figura 17 foram
obtidos pela lise das células em tampao RIPA, enquanto que todas as lises celulares dos
ensaios anteriores haviam sido feitas com tampao NP-40. Avaliamos o contetdo de UXT-
V2 na presenca de Fbxo7 em extratos celulares obtidos pela lise com tampao NP-40 em
comparagcao com o tampdo RIPA. Observamos que o tampdo de lise NP-40 é menos
eficiente para romper os nucleos celulares quando comparado com o tampao RIPA, como
evidenciado na revelagao de lisados celulares provenientes dos dois tampdes com o
marcador nuclear Histona H3, cuja marcacgao foi claramente mais intensa quando o RIPA
foi utilizado (colunas 3 e 4, Figura 18). Por outro lado, verificamos que o conteudo
citoplasmatico extraido por ambos tampdes foi semelhante, como evidenciado pelo uso
do marcador citoplasmatico AKT (Figura 18). Estes resultados indicam que Fbxo7 aumenta
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o conteudo citoplasmatico de UXT-V2 de uma maneira dependente do dominio F-box e
gue o tampao RIPA fornece o conteudo proteico total real por promover a lise completa
do nucleo celular. Corroborando os resultados da Figura 17, quando o RIPA foi utilizado,
a expressdo de UXT-V2 foi maior na presenca de Fbxo7-AF-box em comparagdo com Fbxo7
WT (Figura 18).
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Figura 18. Niveis de UXT-V2 em extratos celulares obtidos pela lise com dois tampdes
diferentes. As células HEK293T foram transfectadas com os plasmideos indicados e lisadas
com tampao NP-40 ou RIPA. Histona e Akt foram utilizados como marcadores nuclear e
citoplasmatico, respectivamente. Os graficos mostram a analise densitométrica da razdo UXT-
V2/AKT e foram gerados no software Prism8 (GraphPad®). Analises densitométricas realizadas no

software Image J (National Institutes of Health); n = 2; ***: p <0,001.

5.8 O knockdown de FBXO7 e a superexpressao de Fbxo7-AF-box promovem o
acumulo de UXT-V2

Para explorar o efeito da superexpressao de Fbxo7 nos niveis de proteina UXT-V2
em diferentes linhagens celulares, células HEK293T ou U20S foram transfectadas com
FLAG-Fbxo7 ou FLAG-Fbxo7-AF-box em combina¢do com UXT-V2-HA. Quando UXT-V2 foi
co-expresso com o mutante Fbxo7-AF-box, houve um acumulo deste substrato em
comparacao a Fbxo7 WT em ambas as linhagens celulares (Figura 19a). Esses resultados

sugeriram que Fbxo7-AF-box interage com UXT-V2 mas, devido a ndo formacdo de um
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complexo E3 estavel, previne sua degradacdo mediada por Fbxo7. Para demonstrar o
efeito protetor do mutante Fbxo7-AF-box na UXT-V2, células HEK293T foram
transfectadas com o vetor vazio pcDNA3 ou Fbxo7-AF-box na presenca de UXT-V2-HA.
Surpreendentemente, Fbxo7-AF-box promoveu um acumulo de UXT-V2 em comparacdo
com o vetor vazio (Figura 19b). Por fim, para confirmar que os niveis de UXT-V2 foram
especificamente controlados por Fbxo7, realizamos o knockdown de FBXO7 e avaliamos
os niveis de UXT-V2 nos lisados celulares totais. Observamos um acimulo de UXT-V2-HA
no siRNA FBXO7 (Figura 19c), reforcando que Fbxo7 regula os niveis da proteina UXT-V2
ao promover sua degradacao pela acdo da E3 ligase SCF(Fbxo7).
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Figura 19. Niveis intracelulares de UXT-V2 decaem sob superexpressdo de Fbxo7. (a) Células

HEK293T ou U20S foram transfectadas com os plasmideos indicados e os lisados celulares foram
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submetidos a WB com os anticorpos indicados. (b) Células HEK293T foram transfectadas com o
vetor vazio pcDNA3 ou Fbxo7-AF-box em combinag¢do com UXT-V2-HA e os lisados celulares foram
submetidos a WB com anticorpos indicados. (c) Células U20S foram transfectadas com siRNA
controle ou siRNA FBXO7 e os lisados celulares foram submetidos a WB com os anticorpos
indicados. Os graficos mostram a anélise densitométrica da razdo UXT/actina ou UXT/GAPDH e
foram gerados no software Prism8 (GraphPad®). Andlises densitométricas realizadas no software

Image J (National Institutes of Health); n = 3; **: p< 0,01 e ***: p <0,001.

5.9 A superexpressao de UXT-V2 promove a translocagdo de Fbxo7 para o nticleo

Fbxo7 tem uma sequéncia de exportacdo nuclear rica em leucina (NES)
incorporada ao dominio F-box que se liga a exportina 1 (CRM1), permitindo que Fbxo7
migre para o citoplasma. A interagdao com CRM1 compete com SKP1 inibindo a formagao
do complexo SCF(Fbxo7), de forma que este mecanismo competitivo permite que Fbxo7
esteja presente em diferentes compartimentos celulares®®. Quando fusionada a Tag-
FLAG no N-terminal, existem descricdes da Fbxo7 localizada tanto no nucleo como no
citoplasma das células. A localizacdo de FLAG-Fbxo7 é dependente da fase do ciclo
celular, sendo citoplasmatica durante o GO/G1 e acumulando-se no nucleo a medida
que as células passam para a fase S/G2°°.

Como a UXT-V2 é uma proteina predominantemente nuclear, avaliamos se ela
medeia o acimulo de Fbxo7 no nucleo. Para investigar a interagdo entre Fbxo7 e UXT-
V2 em um nivel subcelular, realizamos um ensaio de fracionamento em células U20S
transfectadas com UXT-V2-HA ou pcDNA3 em combinag¢ao com FLAG-Fbxo7, e os niveis
de Fbxo7 em cada compartimento celular foram quantificados. A superexpressao de
UXT-V2 diminuiu os niveis de Fbxo7 no citoplasma e aumentou significativamente os
niveis de Fbxo7 na fracdo nuclear em comparagdao com o vetor controle (Figura 20a).
Para confirmar que esse efeito é especifico para UXT-V2, avaliamos a localizagdo de
Fbxo7 em cada compartimento celular apds superexpressio de UXT-V1-M13G.
Notavelmente, a expressao de UXT-V1 nado alterou a distribuicdo subcelular de Fbxo7
(Figura 20b). Entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade de que a superexpressao
de UXT-V2 estabilize Fbxo7 no nucleo da célula, impedindo sua associagdo com a

magquinaria de exporta¢ao nuclear ou impedindo sua autoubiquitinag¢ao.
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Figura 20. A superexpressao de UXT-V2, mas ndao de UXT-V1, promove a translocagao de Fbxo7
para o nucleo. Células U20S foram transfectadas com os plasmideos indicados e as fragdes nuclear
e citosélica enriquecidas foram submetidas a WB com os anticorpos indicados. Histona e Akt foram
utilizados como marcadores nuclear e citoplasmatico, respectivamente. Graficos gerados no
software Prism8 (GraphPad®) e andlises densitométricas das bandas de Fbxo7 realizadas no

software Image J (National Institutes of Health); n = 3; **: p < 0,01 e ***: p <0,001.

Para confirmar o resultado anterior, reforcando os efeitos opostos das isoformas
de UXT na distribuigdo subcelular de Fbxo7, realizamos a microscopia confocal de células
U20S transfectadas com FLAG-Fbxo7 em combinagdao com UXT-V1-M13G-HA ou UXT-
V2-HA. Consistente com os resultados descritos na literatura, Fbxo7 é distribuida no
citosol e no nucleo das células®® (Figura 21a). Quando Fbxo7 foi co-expressa com UXT-
V1-M13G (Figura 21b), observamos colocaliza¢Ges tanto citosélicas quanto nucleares
entre essas proteinas, concentradas em pequenos dots (em amarelo), embora a
distribuicao original de Fbxo7 nao tenha se alterado consideravelmente. Por outro lado,
uma forte concentragdo de Fbxo7 nos nucleos das células foi observada quando co-
expressa com UXT-V2 (Figura 21c), confirmando a capacidade dessa isoforma de UXT de

promover a translocacdo de Fbxo7 do citosol para o nicleo das células.
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Figura 21. UXT-V2 e Fbxo7 colocalizam no nutcleo das células. Células U20S foram transfectadas
com (a) FLAG-Fbxo7, (b) FLAG-Fbxo7 e UXT-V1-M13G-HA ou (c) FLAG-Fbxo7 e UXT-V2-HA. As

laminas foram incubadas com anticorpos anti-HA ou anti-Fbxo7 e visualizadas pela incubacdo

de anticorpos secundarios acoplados com Alexa 488 (verde) ou Alexa 594 (vermelho). Os nucleos
foram marcados com DAPI (azul). Colocalizagbes sdo observadas em amarelo. Imagens

capturadas pela lente objetiva de 63x.

Juntos, os resultados das Figuras 20 e 21 sugerem duas hipdteses alternativas:
UXT-V2 estd promovendo uma translocagdo citoplasma/nucleo e acimulo nuclear de
Fbxo7 ou estd levando a um aumento dos niveis totais de Fbxo7 na célula. Para
responder essa questdo, analisamos os niveis de Fbxo7 enddgeno de lisados de células
HEK293T transfectadas com pEGFP-N1 ou UXT-V2-HA e também a expressao de FBXO7
em células HEK293T transfectadas com pcDNA3, pEEGFP-N1 ou UXT-V2-HA por RT-
gPCR. Observamos que a superexpressao de UXT-V2 ndo afetou os niveis de proteina ou
o mMRNA de Fbxo7 em células HEK293T (Figuras 22a e 22b, respectivamente), sugerindo

que a translocacao e acimulo nuclear de Fbxo7 se deveu a a¢do da UXT-V2.
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Figura 22. A superexpressao de UXT-V2 ndo afeta os niveis totais de Fbxo7. (a) Células HEK293T
foram transfectadas com pEGFP-N1 ou UXT-V2-HA e os lisados celulares foram submetidos a WB
com os anticorpos indicados. O grafico mostra a analise densitométrica da razdo Fbxo7/actina e
foram gerados no software Prism8 (GraphPad®). Andlises densitométricas realizadas no software
Image J (National Institutes of Health). (b) O mRNA foi purificado a partir de células HEK293T
transfectadas com pcDNA3, pEGFP-N1 ou UXT-V2-HA A analise de RT-gPCR foi realizada para a
expressao de FBXO7 e avaliada em comparagdo com GAPDH. Ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos; n = 3; ANOVA one-way (p = 0,4807).
5.10 A degradagao proteassomal da UXT-V2 inibe a via de sinalizacao do NF-kB

A proteina UXT-V2 é um componente essencial do enhanceossoma transcricional
de NF-kB no nucleo, interagindo com a subunidade p65 (RELA) e modulando a resposta
ao TNF-a. O knockdown de UXT-V2, mas ndo a sua superexpressao, diminui a ativagao
transcricional de genes-alvo de NF-kB induzida por TNF-a®3. Para avaliar as
consequéncias funcionais da degradacdo proteassomal da UXT-V2 mediada por Fbxo7
na via de sinalizacdo do NF-kB, células HEK293 que expressam estavelmente um gene
repérter para a via do NF-B fundido a Firefly luciferase (células HEK-NF-kB) foram
transfectadas com UXT-V2-HA ou UXT-V2-HA em combinacdo com FLAG-Fbxo7 ou o
mutante FLAG-Fbxo7-AF-box. Surpreendentemente, a co-expressao com Fbxo7 WT
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reduziu significativamente os niveis de NF-kB em comparacdo com os grupos
expressando somente UXT-V2 ou UXT-V2 em combinacdo com Fbxo7 mutante (Figura
23). Esses resultados sdo consistentes com a degradacdo proteassomal de UXT-V2
mediada por Fbxo7, impedindo sua chegada ao enhanceossoma transcricional de NF-kB
no nucleo e, consequentemente, diminuindo a expressdo de genes dependentes da
ligacdo do fator transcricional, uma vez que a funcdo da proteina UXT-V2 consiste em

estabilizar essa ligacdo®3.
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Figura 23. A degradacdo proteassomal de UXT-V2 mediada por SCF(Fbxo7) inibe a via de
sinalizagdo do NF-kB. Células HEK-NF-kB foram transfectadas com os plasmideos indicados,
juntamente com um repoérter Renilla luciferase como controle de transfeccdo, e estimuladas com
TNF-a. Apds 48 horas, as células foram recolhidas das placas e os niveis de expressao da luciferase
foram avaliados nos lisados celulares. Os niveis de Firefly foram normalizados pelos niveis de
Renilla (razdo Firefly/Renilla) e os graficos foram gerados no software Prism8 (GraphPad®); n = 5;
*:p<0,05, **: p=0,01 e ***:p <0,001; ANOVA two-way, pos-teste Newman-Keuls.

Esse resultado une os achados de KUIKEN et al. (2012) e de SUN et al. (2007), tendo
o primeiro relacionado a Fbxo7 a regulacdo negativa da via de sinalizacdo do NF-kB pela
ubiquitinacdo de clAP1 e TRAF2 por SCF(Fbxo7), dois importantes componentes
citoplasmaticos da via; e o segundo identificado a proteina UXT-V2 como um
componente integral do enhanceossoma transcricional de NF-kB, essencial para manter
o fator no nucleo. Nossos dados demonstraram, além da atividade de SCF(Fbxo7) no
citoplasma j& descrita®?, uma atividade também no interior do nucleo por meio da
ubiquitinacdo da UXT-V2. Propomos, portanto, uma dupla regulagcdo negativa da via de

sinalizacdo do NF-kB por Fbxo7, a primeira no citoplasma e a segunda no nucleo.
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5.11 Fbxo7 interage com os receptores ER e AR

A proteina UXT-V2/ART-27 é descrita como um cofator tanto do receptor de
androgeno (AR), estimulando sua atividade transcricional, quanto do receptor de
estrégeno (ER), no qual desempenha um papel oposto, reprimindo sua atividade
transcricional®°%, Neste trabalho, validamos a proteina UXT-V2 como um substrato da
E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7) e demonstramos que essa modificacdo tem por
consequéncia a diminuicdo da estabilidade da proteina, promovendo sua degradacao
na célula. Baseando-se nos estudos que relataram a interacdo entre UXT-V2 e os
receptores de andrégeno e estrégeno e em nossos achados de interacdo entre UXT-V2
e Fbxo7, propusemos explorar uma relacdo direta entre Fbxo7 e os receptores ER e AR
e investigar se a superexpressao de UXT-V2 exerce influéncia nessa interacgao.

Para avaliar se ambos os receptores interagem com Fbxo7, células HEK293T foram
transfectadas com FLAG-Fbxo7 em combinacdo com EGFP-C1-ER ou EGFP-C1-AR, na
presenca ou auséncia de UXT-V2-HA. Observou-se que ambos os receptores foram mais
fortemente imunodetectados pelo anticorpo anti-GFP quando em co-expressdo com
FLAG-Fbxo7, apds imunoprecipitacdo do lisado celular com resinas agarose anti-FLAG
(colunas 3 e 7, Figura 24), demonstrando que Fbxo7 foi capaz de interagir com ER e AR
e sugerindo que ambos possam ser substratos de SCF(Fbxo7) para ubiquitinacdo. Além
disso, observou-se que a co-expressdo de UXT-V2 ndo interferiu na interacdao de Fbxo7
com o receptor ER (coluna 5 em comparacdo com a coluna 3, Figura 24), enquanto que,
para o receptor AR, a proteina UXT-V2 diminuiu significativamente sua interacdo com

Fbxo7 (coluna 9 em comparacdo com a coluna 7, Figura 24).
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Figura 24. Fbxo7 interage com os receptores ER e AR. Extratos proteicos de células HEK293T
transfectadas com os plasmideos indicados foram imunoprecipitados (IP) com agarose anti-FLAG.
Eluido e input foram submetidos a WB com os anticorpos indicados. O grafico mostra a andlise
densitométrica da razdo ER ou AR/GAPDH e foram gerados no software Prism8 (GraphPad®).

Analises densitométricas realizadas no software Image J (National Institutes of Health); n = 2.

5.12 SCF(Fbxo7) poliubiquitina o receptor AR

Dada a interagdo dos receptores ER e AR com Fbxo7, observada no tépico 5.11,
realizou-se um ensaio de ubiquitinagao em células HEK293T para avaliar se ambos sdo
substratos de SCF(Fbxo7) para ubiquitinagdo. As células foram transfectadas com
pcDNA3 ou FLAG-Fbxo7, em combinagdao com PEGFP-C1-ER ou pEGFP-C1-AR e Ub-myc.
Os extratos proteicos foram imunoprecipitados com agarose anti-GFP. Assim como no
tépico 5.5, o inibidor de proteassoma MG132 foi utilizado para permitir o acimulo de
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proteinas poliubiquitinadas nas células. Um forte sinal de arraste de proteina
poliubiquitinada foi observado quando Fbxo7 foi co-expresso com o receptor AR (coluna
6, Figura 25), mas teve sua intensidade atenuada quando em presenca da UXT-V2
(colunas 7, Figura 25). Esse resultado é condizente com a interacdo AR/Fbxo7 observada
na Figura 22, na qual a proteina UXT-V2 diminuiu a interacdo de AR com Fbxo7,
sugerindo que AR é um substrato de SCF(Fbxo7).

Para o receptor ER, observamos um aumento de intensidade no arraste quando a
interacdo ER/Fbxo7 ocorreu na presenca de UXT-V2 (coluna 4, Figura 25) sugerindo que
UXT-V2 possa favorecer esta modificacdo pods-traducional mediada por Fbxo7. No
entanto, experimentos adicionais devem ser realizados para confirmacdo destes
resultados, adicionando um controle com pcDNA3, ER e UXT-V2 e realizando um ensaio
de ubiquitinacdo in vitro para confirmar que a poliubiquitinacdo de ER observada no
ensaio celular é especifica para SCF(Fbxo7), e ndo pela acdo de outras E3 ubiquitina-
ligases presentes na célula. Embora preliminares, os resultados dos ensaios de interacdo
e ubiquitinacdo sugerem que, na presenca de Fbxo7, UXT-V2 promove um aumento na
ubiquitinacdo de ER e, ao contrario, reduz a interacdo de Fbxo7 com AR, promovendo
uma reducdo na sua ubiquitinacdo. Além de validar estes resultados com mais
experimentos, realizaremos a avaliacdo do tipo de cadeia de poliubiquitina adicionada
aos receptores através de ensaios de mapeamento de cadeia por DUBs e anticorpos

especificos.

pcDNA3 + + - -+ - -
FLAG-Fbxo7 + - + o+ - o+ 4
pPEGFP-C1-ER -+ + 0+ - - -
pEGFP-C1-AR - - - -+ o+ o+
UXT-V2-HA - - -+ - -+
Ub-myc-6xHis + + + + + + +
KDa
.
116- g
IP: anti-GFP E.
. 66 - £
IB: anti-myc &
45 i
| £
1 &
Input
) 1277| it s il }CI-AR
IB: anti-GFP
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IB: anti-Fbxo7 | 66 [~ w— w————— |
IB: anti-HA | 18 ‘ i ~ ’~UXT—V2
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Figura 25. SCF(Fbxo7) poliubiquitina o receptor AR. Extratos proteicos de células HEK293T
transfectadas com os plasmideos indicados foram imunoprecipitados (IP) com agarose anti-GFP.
Eluido e input (extrato total) foram submetidos a WB com os anticorpos indicados. n = 1.
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5.13 Mecanismo geral proposto

Com os resultados discutidos ao longo deste trabalho, propusemos um esquema
geral das interacdes entre as proteinas estudadas, destacando a interacao de Fbxo7 com
UXT-V1 no citoplasma e sua translocacdo nuclear para a interacdo com UXT-V2, cuja
modificagdo pds-traducional realizada por SCF(Fbxo7) leva a inibicdo da via de
sinalizacdo do NF-kB. Destaca-se ainda a possivel interacdo direta de Fbxo7 com os
receptores AR e ER, potencialmente influenciada pela acdo da UXT-V2 (Figura 26).

A7) K48-linked
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p UXT-V1 'j\:L
Ub
@D — o — f
UXT-VI g%
Fbxo7 K63-linked
K63-inked T
ub
ub
uxTv2 ) — ?
Nucleo

A

AR/ER - Proteassoma

NN NI NG (PNNANTNG

Expressao de genes Expressao de genes pré-inflamatérios
AR/ER dependentes

Figura 26. Mecanismo geral proposto. Fonte: do autor (2022). Criado em BioRender.com
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6 CONCLUSOES

Validamos ambas as isoformas da proteina UXT como substratos da E3 ubiquitina
ligase SCF(Fbxo7) e determinamos que as ligacGes entre ubiquitinas nas cadeias de
poliubiquitina ocorrem majoritariamente via lisina 63 (K63) para a isoforma 1 e via lisina
48 (K48) para a isoforma 2, indicando que SCF(Fbxo7) realiza uma modificacdo pos-
traducional para regulacdao de fungdo na UXT-V1 e para degradacdo do substrato via
proteassoma na UXT-V2.

Demostramos que a superexpressao de UXT-V2, mas ndao de UXT-V1, recruta
Fbxo7 do citosol para o nucleo das células para mediar a interacdo entre elas e
observamos que ambas as isoformas de UXT estdo presentes no citosol e no nucleo
das células, sendo a UXT-V1 predominantemente citoplasmatica e a UXT-V2
predominantemente nuclear. Nossos achados corroboraram com diversos resultados
descritos na literatura, que demonstraram a associacao da proteina UXT-V2 com
fatores de transcricdo na via de sinalizacdo do NF-kB e nas vias de sinalizacdo
androgénica e estrogénica; e que relacionaram a UXT-V1 a protecdo das células contra
a apoptose por meio da sua interacdo com proteinas citosdlicas e mitocondriais*®-%.

Também mostramos que a superexpressdo de Fbxo7-AF-box, um dominante
negativo de Fbxo7 incapaz de formar um complexo SCF estavel, protege a UXT-V2 da
degradacdo proteassomal mediada por Fbxo7, aumentando a resposta dos reporteres
da via do NF-kB. A caracteriza¢do bioquimica da interacdo Fbxo7/UXT-V2 realizada neste
trabalho permitiu a identificacdo de um novo ponto de regulacdo na via de sinalizacao
do NF-kB pela degradacdo proteassomal da UXT-V2 por SCF(Fbxo7), que tem por
consequéncia funcional a inibicdo da via.

Um segundo eixo deste trabalho explorou a interacdo entre SCF(Fbxo7) e os
receptores de androgeno (AR) e estrogeno (ER). Nossos resultados preliminares
mostraram que Fbxo7 interage com ambos o0s receptores e sugerem que a
superexpressao de UXT-V2 promove um aumento na ubiquitinacdo de ER e uma reducao
na ubiquitinacdo de AR. Apesar de ndo validados por outras metodologias, nossos
resultados fornecem indicios de que, além da atuacdo indireta de SCF(Fbxo7) nas vias
de sinalizacdo androgénica e estrogénica pela ubiquitinacdo da proteina UXT-V2, com a
gual ambos os receptores interagem diretamente; SCF(Fbxo7) pode estar atuando em
ambas as vias por uma interagao direta com AR e ER.

Juntos, os resultados obtidos ao longo deste trabalho forneceram uma
caracterizacdo bioquimica da relagdo entre a E3 ubiquitina ligase SCF(Fbxo7) e as
proteinas UXT-V1 e UXT-V2, esta ultima com consequéncias funcionais na via de
sinalizacdo do NF-kB>’, além de dar embasamento para estudos futuros envolvendo

a relacdo entre SCF(Fbxo7) e os receptores de andrégeno e estrégeno.
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Effect of Tahiti lime (Citrus
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Tahiti lemon juice (Citrus latifolia) (TLJ), as a natural source of flavonoids, has been used asan
alternative to anti-inflammatory drugs for the treatment of dysmenorrhea and menstrual excessive
bleeding, often associated with an imbalance of the prostaglandins (PG) levels. However, despite

the positive effects, the mechanisms that rule menstruation control are still unknown. Therefore, the
objectives were to characterize the TLJ and analyze its effect on the production of PGF2cx, PGE2 and
pro-inflammatory cytokines involved inmenstruation. Flavonoids fromTLJ were discriminated by UPLC-
DAD-MS/MS (Qg-TOF) and the effects of TLJ were studied in vitro by quantification of the contraction

of myoblasts in culture and PGF2ax and PGE2 productions. Further, the systemic and menstrual fluid
levels of PGF2cx, PGE2, IL-13, TNF-cx, IL-6, AK1B1 and AK1C3 enzymes produced by women during the
menstrual period were compared after exposition or not to TLJ or meloxicam. The results showed that
TLJ induces an increase in the contraction of myoblasts and the PGF2cx supernatant level. Regarding

in vivo analysis, a higher concentration of PGF2ac and an unaltered PGE2 level was also found in the
menstrual blood of women treated with TLJ, in contrast with a lower level of PGE2 and PGF2cx observed
in the meloxicam group. Concerning cytokines, only menstrual TNF-c levels decrease after treatment
with TLJ or meloxicam. In conclusion, TLJ may favor the control of menstruation events via a PGF2a
mediated muscle contractile response.
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the cochaperone Hsp70-escort protein 1 {Hep1) maintains mitochondrial Hsp70 (mtHsp70) in a soluble and
functional state, contributing to preserving proteostasis. Here we investigated the interaction between human
Hep1 (hHep1) and HSPA9 (human mtHsp70) or HSPA1A (Hsp70-1A) in monomeric and thermic SMA states

to unveil further information about the involved mechanisms. hHep1 was capable of blocking the formation of

et HSPA SMAs under a thermic treatment and stimulated HSPA ATPase activity in both monomeric and preformed
hHepl SMA. The interaction of hHep1 with both monomeric and SMA HSPAs displayed a stoichiometric ratio close to 1,
HSPAS suggesting that hHep1 has access to most protomers within the SMA. Interestingly, hHep1 remodeled HSPA9 and
Human mortalin HSPATA 5MAs into smaller forms. Furthermore, hHep1 was detected in the mitochondria and nucleus of cells
HSPALA transfected with the respective coding DNA and interacted with liposomes resembling mitochondrial mem-
Pratein interaction branes. Altogether, these new features reinforce that hHep1 act as a “chaperone for a chaperone”, which may

play a critical role in cellular proteostasis.
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Keywords: Background: Ubiquitously eXpressed Transcript isoform 2 (UXT—V2) is a prefoldin-like protein involved in NF-
E3 ublquitin ligase kB signaling, apoptosis, and the androgen and estrogen response. UXT-V2 is a cofactor in the NF-xB transcrip-
NF-kappa B (NF-<B) tional enhanceosome, and its knockdown inhibits TNF-a -induced NF-xB activation. Fbxo7 is an F-box protein
SCF(Fbxo7)

that interacts with SKP1, Cullin] and RBX1 proteins to form an SCF(Fbxo7) E3 ubiquitin ligase complex. Fbxo7
negatively regulates NF-xB signaling through TRAF2 and cIAP1 ubiquitination.

Methods: We combine co-immunoprecipitation, ubiquitination in vitro and in vivo, cycloheximide chase assay,
ubiquitin chain restriction analysis and microscopy to investigate interaction between Fbxo7 and overexpressed
UXT-VZ-HA.

Results: The Ubl domain of Fbxo7 contributes to interaction with UXT—VZ2, This substrate is polyubiquitinated
by SCF(Fbxo7) with K48 and K63 ubiquitin chain linkages in vitro and in vivo. This post-translational mod-
ification decreases UXT-V2 stability and promotes its proteasomal degradation. We further show that UXT-V1,
an alternatively spliced isoform of UXT, containing 12 additional amino acids at the N-terminus as compared to
UXT—V2, also interacts with and is ubiquitinated by Fbxo7. Moreover, FBX07 knockdown promotes UXT-V2
accumulation, and the overexpression of Fbxo7-AF-box protects UXT-V2 from proteasomal degradation and
enhances the responsiveness of NF-«B reporter. We find that UXT-V2 colocalizes with Fbxo7 in the cell nucleus.
Conclusions: Together, our study reveals that SCF(Fbxo7) mediates the proteasomal degradation of UXT-VZ
causing the inhibition of the NF-xB signaling pathway.

General significance: Discovering new substrates of E3 ubiquitin-ligase SCF(Fbxo7) contributes to understand its
function in different diseases such as cancer and Parkinson.

UXT-V2
UXT-V1
Ublgquitylation {(ublquitination)
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