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RESUMO

Rodrigues, A.M. Uma nova variante de splicing STK3/MST2 que exibe atividade
de quinase reduzida e potencial clinico. 2023. 106 paginas. Tese (Doutorado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A via Hippo consiste em uma cascata de serina-treonina quinases que desempenha
um papel central na transducéo de sinais mecanicos. Em mamiferos, o eixo can6nico
da via consiste na ativacdo das quinases MST1 e MST2 (codificadas pelos genes
STK4 e STK3, respectivamente) e LATS1 e LATS2. A ativacdo dos dois ultimos
culmina na fosforilagcdo, retencdo citoplasmética e inativagcdo dos coativadores
transcricionais YAP e TAZ. A inativacdo de Hippo resulta na localizacdo nuclear de
YAP/TAZ, aumento da proliferacdo e contribui para a transformacdo maligna em
células epiteliais. No presente trabalho, identificamos que o exon 7, que codifica um
segmento do dominio quinase de MST2, estava ausente em células malignas da
glandula mamaria humana, T4-2, mas ndo na linhagem ndo maligna, S1. A exclusao
do exon 7 compromete a interacdo de MST2 com MOB1, um dos principais substratos
de MST2. Ao contrario da proteina completa, a superexpressao de MST2 sem 0 exon
7 ndo resultou em aumento da morte celular, bem como, nao diminuiu a proliferacédo
celular. Esta nova variante de STK3/MST2, a qual denominamos STK347/MST27 é
produto de um exon skipping e foi encontrada em amostras de tumores de pacientes,
mas pouco predominante em amostras de tecidos normais. Além disso, em pacientes
com cancer pancreatico, a expressdo STK34’ resultou em menor sobrevida especifica
da doenca. A retencao do exon 7 foi menor em tumores mais agressivos e com alto
grau histolégico. Em ensaio 3D, células ndo malignas com expressao ectopica de
MST22” nédo respondem aos sinais inibitérios da membrana basal reconstituida e
formam estruturas tumor-like. Esta nova variante perde sua atividade quinase e pode
perturbar a homeostase tecidual pela incapacidade de ativar morte e inibir a
proliferagdo celular, mesmo em microambientes repressores desses processos em
células normais, como na presenca membrana basal. Esses achados podem avancar

0 nosso conhecimento sobre progressao tumoral com possivel relevancia clinica.

Palavras-chave: Hippo, MST2, quinase, cancer, morte celular, proliferacéo celular.



ABSTRACT

Rodrigues, A.M. A novel STK3/MST2 splicing variant displays impaired kinase
activity and clinical potential. 2023. 106 pages. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo.

The Hippo pathway consists of a cascade of serine-threonine kinases that plays a
central role in the transduction of mechanical signals. In mammals, the canonical axis
of the pathway consists of the activation of the kinases MST1 and MST2 (encoded by
the genes STK4 and STK3, respectively) and LATS1 and LATS2 and their activation
culminates in the phosphorylation, cytoplasmic retention and inactivation of the
transcriptional coactivators YAP and TAZ. Hippo inactivation results in nuclear
localization of YAP/TAZ, increased cell proliferation, and contributes to malignant
transformation in epithelial cells. In the present work, we identified that exon 7, which
encodes a segment of the kinase domain of MST2, was absent in malignant cells of
the human mammary gland, T4-2, but not in the non-malignant S1 cell line. Exclusion
of exon 7 compromises the interaction of MST2 with one of its main substrates, MOB1.
Unlike the full-length protein, overexpression of MST2 without exon 7 did not result in
increased cell death, nor decreased cell proliferation. This new variant of STK3/MST2,
which we named STK347/MST2%7, is the product of an exon skipping and was found in
tumor samples, but seldomly found in samples of normal tissues. Furthermore, in
patients with pancreatic cancer, STK327 expression resulted in lower disease-specific
survival. Exon 7 retention was reduced in aggressive tumors with a high histological
grade. In a 3D assay, non-malignant cells with ectopic expression of MST2%7, even at
low concentrations, do not respond to inhibitory signals from a reconstituted basement
membrane and form tumor-like structures. This new variant loses its kinase activity
and may disturb the tissue homeostasis due to its inability to activate death and to
inhibit cell proliferation, even in microenvironments that repress these processes in
normal cells, such as the basement membrane. These findings may advance our

knowledge about tumor progression and might be clinically relevant.

Keywords: Hippo, MST2, kinase, cancer, cell death, cell proliferation.
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1. INTRODUCAO

1.1.Cancer

Céancer € um nome genérico dado a um grande conjunto de doencas que pode
afetar muitas partes do corpo. Hanahan e Weinberg (2000; 2011) (1,2) enumeraram
pontos comuns que unem fendtipos complexos de diversos tipos tumorais em um
conjunto de caracteristicas celulares (1,2). Até o ano 2011, oito caracteristicas comuns
foram listadas para o surgimento de tumores, as quais relinem a capacidade para
sustentar a sinalizacdo proliferativa, evasdo dos supressores de crescimento,
resisténcia a morte, imortalidade replicativa, inducdo ou acesso a vasculatura,
ativacao da invasdo e a metastase, reprogramacdo do metabolismo e escape da
destruicdo por meio das células imunolégicas (1). Mais recentemente, o desbloqueio
da plasticidade fenotipica, ou seja, a capacidade da célula alterar sua fisiologia e
morfologia pela modulacdo do ambiente, a reprogramacdo epigenética, 0s
microbiomas polimorficos e a senescéncia celular foram acrescentadas as demais
caracteristicas comuns que capacitam as células incipientes a tumorigenicidade

efetiva (Figura 1) (3).
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Sinalizagao sustentada da proliferagao Evasao dos supressores de crescimento

Desbloqueio da plasticidade Reprogramagao epigenética ndo
fenotipica mutacional
Desregulagao do ‘ . e Escape as células
metabolismo celular @
S

imunoldgicas
Resisténcia a morte

: NN
) e
Mutacao e instabilidade Q@ X
gendmica %

i Imortalidade replicativa

B Inflamagao promotora de
g tumor
Células senescentes Y Microbiomas polimérficos
Indug@o ou acesso a vasculatura Ativagado da invasao e metastase

Figura 1 - Hallmarks of cancer. Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram seis caracteristicas do
cancer. Em 2011 foram incluidas outras caracteristicas que antes eram emergentes, como
reprogramacao do metabolismo celular e escape as células imunologicas. Além dessas, também foram
incorporadas inflamag&o promotora de tumor e instabilidade gendmica como caracteristicas que
capacitam as células incipientes. Em 2022, foram propostas caracteristicas emergentes e
capacitadoras como desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacgdo epigenética néao
mutacional, microbiomas polimorficos e células senescentes. (Adaptado de Hanahan, 2022).

Embora existam diversas caracteristicas comuns a todos os tipos de cancer,
esse conjunto de doencas ainda mantém particularidades Unicas. Um robusto estudo
publicado recentemente mostrou que 0s eventos genéticos, como as mutacdes de
driver que contribuem para a tumorigénese, podem ocorrer ainda no Utero da
progenitora (4). Por outro lado, além das mutacbes, fatores adicionais como
inflamacédo, homeostase de citocinas e o microambiente podem modular a trajetéria

desses clones (4).

As células cancerosas estdo em contato com um complexo ambiente composto
por elementos celulares, como as células do sistema imune e células ndo malignas e
por componentes ndo celulares, como a matriz extracelular (5). Essas interagbes

constituem a principal fonte de fatores adicionais que culminam em uma pressao



24

seletiva afetando o desenvolvimento do tumor por meio de diferentes processos que
promovem ou suprimem seu desenvolvimento (5,6), revelando a historia evolutiva

Unica de cada cancer.

Dentre as alteracOes especificas para cada tipo de cancer, o splicing
alternativo emerge como um processo que pode ter valor progndstico e contribuir para
todas as caracteristicas da progressao do cancer (7). Neste processo, em que 0S
introns do pré-mRNA (RNA mensageiro) sao removidos e 0s exons unidos por meio
de uma maquinaria especializada denominada spliceossomo, pode haver alteracbes
gue impecam que o splicing aconteca corretamente (7). O spliceossomo reconhece
regides nas juncdes intron-éxon por meio das seguintes sequéncias consenso: 1) O
dinucleotideo “GU” na extremidade 5 SS (Sitio de splicing) do intron; II) O
dinucleotideo “AG” na extremidade 3’ do intron; Ill) O ponto de ramificacdo ou branch
point site (BPS), residuo de adenosina, upstream a regiao 3’ do intron; IV) uma regiao
rica em pirimidinas entre o ponto de ramificacdo e a extremidade 3’ do intron.
Mutacdes nessas regides geralmente levam ao salto de um exon provocando diversas

doencas (8).

O spliceossomo € uma magquinaria formada por pequenas ribonucleoproteinas
nucleares (SnRNP) chamadas de U1, U2, U4, U5 e U6, cada uma composta por um
pequeno RNA nuclear especifico (SnRNA) e vérias proteinas associadas (9). A
montagem desta maquinaria se inicia com o reconhecimento do sitio de splicing 5’ SS
pelo Ul snRNP por meio de interagcbes de pareamento de bases RNA-RNA
envolvendo 6-8 nucleotideos do U1 snRNA e a extremidade 5’ do intron. O préximo
passo envolve a ligacao estavel dependente de ATP do U2 snRNP ao redor do local

de ramificacéo também por meio pareamento de bases, entre seis nucleotideos do U2
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SnRNA e os nucleotideos que flanqueiam a adenosina presente no sitio de ramificacao
no intron do pré-mRNA (10). As proteinas, SF3A e SF3B, presentes no U2 snRNP,
sao facilitadoras da aproximagao da adenosina do local de ramificagao a regiao 5’ SS,
configurando a primeira etapa da reacéo de splicing. A identificacdo da regido do sitio
de splicing 3’ pelo spliceossoma envolve trés elementos de sequéncia reconhecidos
por trés proteinas de interacdo, U2AF1, U2AF2 e SRSF2, onde a U2AF1 se liga ao

dinucleotideo AG conservado na extremidade 3’ do intron (9).

O SF3B1 é um componente central da proteina ribonuclear U2 pois reconhece
0 ponto de ramificacdo. As alteracdes em sua funcdo comprometem o reconhecimento
correto dos padrdes de pré-RNA pelo spliceossomo devido a fidelidade reduzida da
selecdo do ponto de ramificacdo (11). O U2AF1, por outro lado, se liga ao sitio de
splicing 3' de uma maneira altamente especifica da sequéncia. Mutagdes nesse
componente do spliceossomo, podem contribuir para as jun¢des incorretas dos exons.
Diversas alteracbes em outros membros do spliceossomo podem impactar o cancer

(12).

Uma vez reconhecidos pelos snRNPs Ul e U2, o tri-snRNP U4-U6-U5 também
se associam ao complexo nos locais de splicing, provocando mudancas
conformacionais e trocas de proteinas que permitem a formacédo do nucleo catalitico
do spliceossomo (13). Apos reacdes de transesterificacdo os exons sdo unidos, 0s
introns sdo degradados e os snRNPs reciclados, liberando dessa forma o mRNA
maduro (14). O mRNA maduro é capaz de codificar variantes de proteinas distintas,
contribuindo dessa forma para a homeostase celular, diferenciagéo e desenvolvimento

celular quando o splicing acontece corretamente (15,16).
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Além dos elementos citados acima, outros elementos em cis, podem contribuir
para a decisdo de incluséo ou exclusdo dos exons. Esses elementos séo classificados
como silenciadores de juncéo intrénica (ISSs), intensificadores de juncéo intrénica
(ISEs), silenciadores de juncéo exbnica (ESSs) e intensificadores de juncdo exodnica
(ESESs). Esse ultimo, geralmente séo ligados por membros da familia de proteinas SR
(Ser-Arg), as quais possuem dominios RS que séo fosforilados e geralmente atuam

no splicing como ativadores (17).

Quase todas as caracteristicas do cancer podem ser afetadas por
anormalidades na maquinaria de splicing, desde elementos em trans até em cis (18—
20). Como resumido na figura 2, alteracdes nos fatores de splicing podem contribuir
para a progressdo do cancer em diversos tumores solidos, como mama, prostata,
ovario, pulméo, pancreas (18-25). Tal fato, reforca a ideia de que uma terapéutica
direcionada para modulacédo desses elementos pode ser Util para o tratamento mais

eficaz do cancer.
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Figura 2 - Alteragdes na maquinaria de splicing podem contribuir para a progressao do cancer.
O snRNP U1 reconhece o sitio de splicing 5’ (5’ SS) e por meio do pareamento de bases RNA-RNA,
se liga no intron (tracejado preto). A proteina, SF1 se liga ao ponto de ramificagdo ou branch point site
(BPS), onde encontra-se uma adenosina, A. Alteragcdes nesses pontos de reconhecimento podem
provocar o salto do exon. U2AF2 e U2AF1 se ligam a regido rica em pirimidinas (YYY) e a regido 3’ SS,
respectivamente, dessa forma, o complexo E esta montado. Alteragées no U2AF1 podem contribuir
para o surgimento do cancer de pulm&o. Por meio da proteina U2AF, o U2 snRNP substitui SF1 no
BPS também através do pareamento de bases formando o complexo A. Modificagdes na proteina
SF3B, do U2 pode contribuir para a progresséo do cancer de mama e de pancreas. O complexo A é
rearranjado com o recrutamento dos snRNP U5/U4/U6, onde o U4 e U6 sdo combinados por meio do
pareamento complementar de seus componentes de RNA e o snRNP U5 é ligado ao complexo através
da interacdo de proteinas, resultando na formacdo do complexo B. Em seguida, devido a diversas
mudancas conformacionais, o snRNP U1 e o U4 saem do complexo e o U6 se liga a regido 5 SS.
Concomitantemente, o U6 e o U2 pareiam através do snRNA, resultando na formacdo do complexo B
onde o spliceossomo é cataliticamente ativo. Ocorre uma transesterificagdo a qual gera o Complexo C.
Com a segunda transesterificacdo o complexo pds-splicessdmico € gerado, resultando na conexéo dos
exons (retdngulo rosa) e formacdo do mRNA maduro. Os triangulos em vermelho mostram alguns
pontos que quando alterados podem contribuir para o surgimento de doengas, bem como, contribuir
para progresséo de diversos tipos de cancer.

Nesse sentido, esfor¢cos tém sido empregados no desenvolvimento de terapias
especificas para corrigir o splicing usando oligonucleotideos antisense que se ligam

especificamente a um transcrito redirecionando esse mecanismo (26). Esses



28

compostos antisense sédo pequenas moléculas de acido nucleico de fita simples, que
se ligam a sequéncias alvo complementares no pré-RNA mensageiro no nucleo (26).
Essas sequéncias alvo podem ser silenciadores, intensificadores de splicing ou até

mesmo sitios de splicing normalmente reconhecidos pelo spliceossomo.

Essa terapia € uma realidade para a distrofia muscular espinhal, onde ja
identificaram oligonucleotideos que promovem a producao de SMN completa (27,28).
A droga “Nusinersen (nome de mercado Spinraza)” se liga a uma regido intrénica
flanqueando o exon 7 aumentando sua inclusdo no mRNA da SMN2 (29). Assim, a
funcao da proteina que normalmente esta ausente na atrofia muscular espinhal devido
a mutacBes homozigoticas ou delecdes do gene SMNL1 e pela expressao truncada da
proteina SMN2, é codificada em comprimento total e funcional (29). Embora nenhuma
droga obteve autorizacéo para comercializacéo, diversos clinical trials em andamento
tém mostrado que os oligonucleotideos antisense podem ser uma excelente
alternativa para o tratamento de cancer (30-33) contudo, devido a heterogeneidade
dos fatores tumorigénicos, mais estudos sdo necessarios para se comprovar a

efetividade dessa tecnologia para o cancer.

Além do splicing, modificacdo pOs-traducional também pode se unir as
alteracbes genéticas e fatores microambientais e contribuir para a transformacao
maligna (34). Dentre os diversos tipos de modificagdo pds-traducional, a fosforilagéo
inadequada de proteinas é outro fator adicional que esta no cerne, ndo somente da
sinalizacao celular aberrante que ocorre em tumores, como também na sinalizacdo de
muitas outras doencas humanas. Tanto o ganho quanto a perda de fosforilacdo tém
sido mecanismos chaves por tras da transducdo de sinal prejudicada provocando

mudancas cruciais associadas as doencas (35).
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Diante deste cenario, um dos desafios dos cientistas é descobrir alteracdes,
sejam elas genéticas ou nao genéticas que poderiam contribuir para o surgimento de
tumores e a partir desse conhecimento, desenvolver diagndstico precoce e terapias
especializadas para um tratamento mais eficiente. Neste trabalho, estudamos uma
dessas alteracdes ndo genéticas visando uma importante quinase da via Hippo, por
meio da qual novos diagndsticos e tratamentos especificos para o cancer podem

surgir.

1.2.A via Hippo

Nos ultimos anos, a via Hippo tem ganhado bastante aten¢éo, ndo so6 pelo seu
provavel envolvimento na regulacdo de tamanho de 6rgaos e regeneracao tecidual,
mas também pelo seu envolvimento em diversos tipos de cancer (36—38). Esta via foi
identificada em Drosdfila regulando genes por transducgéo de sinais através de seus
efetores YAP (Yes associated protein 1) e seu pardlogo TAZ (Transcriptional
coactivator with PDZ-binding motif) (37,39). Dados conflitantes mostraram
recentemente que, ao contrario do que se acreditava, a via Hippo ndo tem como
principal funcéo regular o crescimento do 6rgao e a homeostase em moscas. Contudo,
em caso de injuria, Yki (ortélogo de YAP em Drosdfila) pode ser ativada e responder

ao crescimento do 6rgdo de maneira especializada (40).

Os componentes principais da via Hippo sdo MST1/2, SAV1, LATS1/2 e MOBL1.
Essas proteinas formam complexos de quinases que atuam em cascata no qual
MST1/2-SAV1 fosforila e ativa MOB1-LATS1/2 (39). Uma vez fosforilado, LATS1/2
fosforila YAP e TAZ. Assim, YAP e TAZ sdo reconhecidas pela proteina 14-3-3 e
retidos no citoplasma, onde s&o ubiquitinados e levados a degradagédo via

proteassoma 26S (41-43). Por outro lado, a inativagéo da via Hippo, provoca ativagao
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de YAP/TAZ, por meio da auséncia de fosforilacdo dessas proteinas, as quais podem
ser translocadas para o nucleo onde atuam como co-fatores de transcri¢cdo, ativando
principalmente fatores de transcricdo da familia TEAD (Transcriptional Enhancer

Factor Domain) (43) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquemadaviade sinalizacdo Hippo. Com a fosforilacdo de MST1/2 e LATS1/2, YAP/ITAZ
sdo fosforilados e retidos no citoplasma por proteinas 14-3-3. YAP/TAZ citoplasmaticos sao
reconhecidos pelo complexo E3 ligase SCFB-TrCP, poliubiquitinados e degradados via proteassoma
26S. Desfosforilados, YAP/TAZ sao translocados ao nucleo, onde atuam como co-ativadores de
transcricdo (Crédito da imagem - Antonio Manucci).
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A contribuicdo da via Hippo-YAP/TAZ na tumorigénese ainda é controversa e
pouco compreendida. Estudos demonstraram que a desregulacéo da via Hippo esta
relacionada com o céancer de mama e que a superexpressao de YAP/TAZ pode
promover a proliferacdo, migracdo e invasdo celular (44-47). Outros trabalhos
mostram que em modelos murinos, a perda de Lats1/2 induz respostas imunes inatas
e adaptativas contribuindo para a imunogenicidade e limitando o crescimento e a

metastase tumoral (48).

Ademais, os efeitos de supressao tumoral das quinases centrais da via Hippo,
MST1 e MST2, tém sido reportados em diversos estudos. Por exemplo, a ativacédo de
MST1 suprimiu a progressdo do cancer de pancreas (36) e sua superexpressao
reduziu a invaséo e a proliferacao das células de cancer de pulméao (49). O knockout
tecido-especifico de ambos Mstl e Mst2 no figado resultou na perda de fosforilacédo
da serina 127 da proteina Yap levando sua ativacado, resisténcia a apoptose e
crescimento hepético exacerbado (50). MST1 e MST2 também sdo conhecidas por
suprimir o cancer de célon por meio da inibicdo de YAP (51) e foi mostrado que MST2
suprime o desenvolvimento do cancer de tireoide promovendo apoptose e inibindo a

proliferagao celular (52).

1.3.MST1 e MST2

Mammalian STe20-Like Kinase (MST) sdo quinases serina treonina centrais da
via Hippo. MST1 e MST2 tém aproximadamente 56 kDa, sédo codificadas pelos genes
STK4 (em 20g13) e STK3 (em 8 g22.2) e possuem 487 e 491 aminoacidos em sua
estrutura, respectivamente. As proteinas MST1 e MST2 humanas compartilham mais
de 95% de similaridade dos dominios cataliticos e aproximadamente 75% deles séo

idénticos em geral (53).
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Uma das caracteristicas mais distintas dessas quinases € a presen¢a dominio
SARAH, um segmento alfa hélice na porcao carboxi-terminal de aproximadamente 50
aminoacidos que medeia a formacdo de homodimeros e heterodimeros MST1-MST2
ou MST1 ou MST2 com outras proteinas que também contém o dominio SARAH como
as da familia RASSF. A homodimerizacdo por meio do dominio SARAH cria um par

altamente estavel que compartilha uma interface altamente hidrofébica (53).

MST1/2 sofrem autofosforilacdo em sua alca de ativacdo e este fendbmeno
requer homodimerizacdo ou heterodimerizacdo mediada pelo dominio SARAH (54).
Essas proteinas de comprimento total ou seus dominios quinases purificados de
bactérias séo fosforilados em seus respectivos loops de ativacdo, mostrando dessa
forma que ambas as proteinas podem sofrer ativacdo dependente de autofosforilacéo

e ndo requer quinase upstream (55).

Em um estudo meticuloso acerca do mecanismo de ativacdo de MST2, Ni e
colaboradores (2013) (55) criaram um mutante cataliticamente inativo do dominio
quinase humano trocando um aspartato por uma asparagina no aminoacido 146. A
estrutura cristalina foi resolvida por substituicdo molecular com a estrutura do dominio
quinase de MST1 (codigo PDB: 3COM). O loop de ativacdo fosforilado na proteina
MST1 ativa adota uma conformacéao estendida, ideal para a ligagéo do substrato como
ocorre em outras quinases que necessitam da fosforilacdo em sua algca de ativagao
(55). O residuo fosforilado na alca de ativacdo, na treonina 183 em MST1, faz
interacOes eletrostaticas favoraveis com a arginina 148 em MST1 na alca catalitica
(55). Por outro lado, a alca de ativacéo nao fosforilada na estrutura inativa de MST2,

se dobra em uma alfa hélice bloqueando o sitio ativo da quinase. Assim, o rearranjo
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conformacional mediado pela fosforilacdo na alca de ativacéo € a base da ativacao de

MST1/2 (55).

Os autores ainda mostraram que a mutacao nos residuos de treonina 174 para
alanina do dominio quinase ainda mantém a funcdo de MST2 intacta na fosforilacéo
do seu substrato MOB1. Ao contrario disso, a mesma mutacéo na treonina 180 abole

a acao quinase de MST2 (55).

A interface MOB1-MST2 consiste em dois locais de contato separados
espacialmente: 1) Sitio HS formado pela sequéncia hidrofébica FMDYF, local em que
MST2 interage com MOB1 por meio de interacbes hidrofébicas e 2) Motivos TM,
repeticbes de treoninas e metioninas. Uma vez ativado, MST2 autofosforila residuos
de treonina nos motivos TM do seu proprio linker, entre o dominio quinase e SARAH,
e essas fosforilacées formam locais de ancoragem para o substrato MOB1 (56). MST2
fosforila as treoninas 12 e 35 de MOB1 o que libera MOB1 de sua conformacéo
autoinibida, permitindo assim a ativacdo de MOB1 (56-58). Vale ressaltar que, a
fosforilagdo de MST2 acelera a dissociacdo da hélice Switch, um ligante longo flexivel
de carga positiva, de MOB1. Os autores descrevem esse mecanismo como um “puxar

a corda”, por meio do qual MOB1 se torna acessivel para a ligacéo de LATS (57).

Na transducao de sinal da via Hippo ativa, a fosforilacdo de LATS1/2 ocorre em
um processo de duas etapas que requerem MOB1 fosforilado (59). No primeiro
evento, MST1/2 fosforila LATS1 na treonina 1079 e no segundo, LATS sofre
autofosforilagdo na serina 909 culminando em sua ativagéo. As superficies de ligacao
de MST2-MOB1 e MOB1-LATS1 nédo se sobrepdem, sugerindo que MOB1 pode se

ligar as duas proteinas simultaneamente (56).
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MOBL1 se liga simultaneamente a MST2 e LATS1, formando um complexo
ternario MST2-MOB1-LATS1. Dessa forma, MOB1 funciona como um modelo de
scaffold dinamico para trazer temporariamente MST2 e LATS em estreita proximidade
tornando mais eficiente a fosforilacdo de LATS na treonina 1079 por MST2 (56). O

mecanismo de acdo da quinase MST2 esta resumido na figura 4.
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Figura 4 - Mecanismo de acdo da quinase MST2. MST2 é dimerizado por meio do dominio SARAH
que forma interacéo do tipo coiled-coil. Essa dimerizac¢do provoca a autofosforilagdo na treonina 180.
Posteriormente, motivos TM no linker da quinase séo fosforilados tornando MST2 apta para se ligar e
fosforilar MOB1. Com a interacdo, nas treoninas 12 e 35 a autoinibicdo de MOBL1 ¢ aliviada permitindo
que parte da proteina LATS se ligue & MOB1. Quando ligadas, MOB1 funciona como proteina scaffold
para aproximagdo de MST2 e LATS, permitindo que a treonina 1079 de LATS seja fosforilada por
MST2. ApGs essa fosforilagdo, LATS se autofosforila na serina 909, tornando-se totalmente ativada e
pronta para fosforilar seus alvos. Apds fosforilar MOB1, MST2-MOB1 perdem afinidade e o complexo
se desfaz. O dominio SARAH esta representado pelo bastdo rosa claro, o motivo hidrofébico (FMDYF)
e 0s motivos TM fosforilados, importantes para interacdo MOB1-MST2, estdo representados pelo
bastdo azul claro e pelo circulo vermelho, respectivamente. Os circulos vermelhos representam
residuos fosforilados.

Em vertebrados, MST1/2 formam hétero ou homodimeros e interagem com

membros da familia RASSF e SAV1 (60,61). Dados da literatura mostram que existem
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seis genes que codificam proteinas RASSF e eles se ligam a MST1/2 devido a
presenca do dominio SARAH em sua cadeia polipeptidica (53). RASSF5, por
exemplo, pode bloquear a ativacdo de MST2 através da interrupcdo da
homodimerizacdo de MST2 mediada pelo dominio SARAH. Entretanto, uma vez ja
ativada, a ligacdo de RASSF5 néo tem efeito sobre a funcao quinase da proteina (55).
SAV pode contribuir para a ativacdo das MSTs por meio da interagdo do dominio

SARAH, contudo, os dados ainda ndo sao claros (56).

Recentemente publicamos um trabalho, o qual participei ativamente na
execucao de experimentos de PCRs, silenciamento com siRNA e Western blottings,
mostrando como a proteostase de MST2 é regulada. Por meio de uma co-
imunoprecipitacdo (co-IP), onde BTrCP estava ligado a Flag, descobrimos que a
proteostase de MST2 se inicia com sua interagdo com o complexo E3-ubiquitina
ligase, formado por Skpl/Cull/F-box-protein/B-transducing-repeat containing protein
(SCFBTrCP) e a degradagao acontece via proteassoma 26S (62). Mutamos BTrCP
em um local de importante interagcdo com SKP1, regido necesséria para formacéo do
SCF intacto. Observamos que MST2 interagiu com BTrCP de comprimento total e
mutado, mas ndo com outras proteinas do complexo. Esse dado mostra um
reconhecimento especifico de MST2 com BTrCP (62). Confirmamos esse achado por
meio do silenciamento de BTrCP, onde foi visto o acumulo de MST2. Para a
proteostase, as proteinas do complexo SCF reconhecem seus alvos por meio de
motivos de degradacéo, chamados degrons. Descobrimos que a excluséo do degron
EDG (375-377) quase aboliu a ligagdo de MST2 ao BTrCP, mostrando que SCFBTrCP
induz a degradacédo de MST2 por meio da interagdo com um degron nao candnico
(62). A via Hippo responde a sinais mecanicos, deste modo, ainda neste estudo

cultivamos células MCF10A em trés niveis de substrato rigidos: 0,48 KPa (rigidez
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fisiologica baixa), 4,47 KPa (rigidez média do estroma tumoral mamario) e 40,40 KPa
(rigidez suprafisiologica). Vimos que quanto maior é a rigidez menor sao 0s niveis
proteicos de MST2 (62). Também, observamos que a degradacdo de MST2 foi
aumentada em resposta a hiperativacdo de integrinas (62), contudo, quando BTrCP
foi silenciado, mesmo com hiperativacdo das integrinas, MST2 acumulou, reforcando

assim o papel crucial de BTrCP no mecanismo de degradacédo de MST2 (62) (Figura

5A).
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Figura5 - Regulacéo da proteostase e os efeitos celulares de MST2. (A) MST2 interage com TrCP,
por meio de um degron, EDG, n&o candnico. Essa interacdo induz a degradacdo de MST2 via
proteassoma 26S. (B) MST2 ativado € clivado por caspase 3, gera uma proteina de aproximadamente
36 kDa que tem acesso irrestrito ao ndcleo. No nucleo, MST2 é capaz de fosforilar a histona H2B e
induzir a apoptose. (C) MST2 ativo também fosforila MOB1 e interage com AKT. A ligagdo com MOB1
diminui a proliferacdo celular e parada do ciclo celular. A ligagdo com AKT interrompe a sinalizacdo
AKT-mTOR, provocando diminuicdo da proliferacdo e aumento de apoptose.

Ha diversos registros na literatura apontando o papel de MST1/2 além da via

Hippo-YAP, como por exemplo na sinalizacdo que leva a apoptose e na regulacéo de
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AKT-mTOR. Os efeitos pré apoptoéticos das MSTs, podem ser atribuidos por clivagem
mediada por caspase 3, evento este que requer a funcédo quinase ativa das MSTs
(63). Essa clivagem ocorre apds a asparagina 326 e 322 nas proteinas MST1 e MST2,
respectivamente, produzindo um fragmento cataliticamente ativo de
aproximadamente 36 kDa que tem acesso irrestrito ao nucleo (63,64). No nucleo as
MSTs séo capazes de fosforilar a histona H2B na serina 14 e essa fosforilacdo pode
contribuir para a progressdo da apoptose por meio da condensa¢do cromossdmica

gue € um dos eventos cardinais durante a apoptose (64) (exemplificado na figura 5B).

Em murinos, Mst1/2 foram cruciais para a inibicdo da patogénese nos tecidos
hepaticos (50,65). Preservando apenas um alelo de Mstl ou Mst2, as células
evoluiram para a tumorigénese, onde foi observado aumento na proteina c-Myc bem
como, no MRNA que a codifica (50). Além de c-Myc, as proteinas Erk1/2 também

tiveram seus niveis proteicos aumentados com a inativacao das Msts (50).

Também foi observado que MST1 e MST2 podem regular a atividade AKT em
cancer de préstata (66). AKT, também conhecida como proteina quinase B, faz parte
da via PIBK/AKT/mTORC (67). Quando ativado, mTORCL1 dirige a sintese proteica e
proliferacdo celular. Esta via esta alterada em diversos tipos de cancer e é bem
caracterizada pelos seus efeitos anti-apoptéticos (68). Um estudo mostrou, por meio
de espectrometria de massas, que MST1 é capaz de interagir com AKT e o efeito
desempenhado por essa interagdo sO é eficiente quando MST1 esta ativada (66).
Além disso, em células de cancer de prostata, quando as MSTs sofreram knockdown,
por pequenos RNAs de interferéncia (siRNA), a fosforilacdo de AKT na serina 473
aumentou (66). Ainda, a inibicdo de PI3K so foi eficiente quando as MSTs estavam

em plena atividade (66), mostrando que tanto MST1 quanto MST2 medeiam a
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apoptose nesse contexto (Figura 5C). Uma analise de laminas de microarray de tecido
de cancer de prostata humano, revelou a co-localizacdo de MST1 e AKT. Os baixos
niveis de MST1 corresponderam ao alto nivel de AKT ativado na serina 473 com a
progressdo da doenca, apontando assim, que os efeitos inibitérios de MST1/2 na
atividade de AKT pode ser menor com a progressao para 0s estagios mais avancados

do cancer de prostata (66).

MST2 também pode interferir na proliferacdo celular por meio de MOB1 (59).
Um estudo mostrou que a fosforilacdo de MOB1 na treonina 12, mas principalmente
na treonina 35, por MST1/2 é crucial para a progressao G1/S e saida mitética (59).
Células de osteosarcoma (U20S) foram usadas na superexpressao, induzida por
doxiciclina, de um mutante na treonina 35 para uma alanina de MOB1. O efeito da
mutacdo, tornando MOB1 n&o fosforilado por MST1/2, aumentou em 37% a
progressédo do ciclo celular para G2/M (59). Tal achado indica que a fosforilacao de
MST1/2 em MOB1 atrasa a saida mitética e diminui a proliferacdo celular

(representado na figura 5C).

1.4.Resultados preliminares que fundamentam o presente trabalho

A via Hippo é crucial para a regulacdo da proliferacdo, migracao e invasao das
células epiteliais (45,46). Para avaliar a integridade da via Hippo-YAP na transicéo
para o fend6tipo maligno, o nosso laboratério utilizou células da série HMT-3522, um
modelo de progressdo do cancer de mama. Essas linhagens sdo provenientes de
células epiteliais da mama humana derivadas de uma amostra de mamoplastia
redutora de paciente com doenca fibrocistica (69). O tecido epitelial foi cultivado em
meio definido para dar origem as células S1. Essa linhagem é dependente do fator de

crescimento epidérmico (EGF), se tornaram imortalizadas espontaneamente e se
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comportam como células ndo malignas (69). A cultura sem EGF deu origem a S2,
essencialmente ndo maligna. As células S2 quando inoculadas em camundongo
deram origem a linhagem maligna T4-2, a qual possui alteracdo na expressao de
diversos genes de capacitacdo invasiva no cancer de mama, como as

metaloproteinases (MMP9, MMP13, MMP15 e MMP17) (69).

Como experimentos preliminares executados no nosso laboratorio, antes do
inicio deste projeto, foi realizado ensaio de Western blotting para determinar os niveis
e a fosforilacdo de YAP, LATS e MOB nas linhagens S1 e T4-2. Observou-se que as
células T4-2 exibiam reducéo da fosforilacdo de YAP na serina 127, bem como de
TAZ na serina 89. Esta é uma fosforilacdo inibitéria que marca YAP e TAZ para
retencdo citoplasmatica (Figura 6A). Ademais, foi observado que MOB1, substrato
direto de MST1 e MST2, foi menos fosforilado em T4-2 em comparacao com células
S1 (Figura 6A). LATS, que é a quinase responsavel por fosforilar YAP e TAZ, também

apresentou niveis reduzidos de fosforilagdo em células T4-2 (Figura 6A).
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Figura 6 - Uma nova variante de splicing de STK3 foi identificada em células epiteliais malignas
da glandula mamaéria. (A) Proteinas da via Hippo (MOB1, LATS e YAP e TAZ) foram menos
fosforiladas na célula maligna, T4-2, em comparac¢do com a linhagem ndo maligna e singénica, S1. (B)
A linhagem celular maligna T4-2 mostrou uma expresséo diminuida da proteina MST1 e um padréo de
bandeamento em “escada” e uma banda mais proeminente com tamanho menor para a proteina MST2.
Nas células ndo malignas, S1, existe uma banda bem definida de 56 kDa (correspondente ao peso
molecular esperado de MST2). (C) O mRNA de STKS3 teve expressdo semelhante em ambas as células
S1 e T4-2. (D) PCR endpoint mostrando que o tamanho do transcrito de STK3 em T4-2 foi menor do
que nas células ndo malignas. (E) O sequenciamento de Sanger revelou que T4-2 expressa uma
variante de splicing de STK3 sem todo o éxon 7, gerando, portanto, uma jungéo entre os éxons 6 e 8.

Ao avaliar a expressdo proteica de MST1/2, foi observado diferencas
significativas na linhagem maligna T4-2 em relacdo a ndo maligna, S1 (Figura 6B).
Para MST1, observamos uma banda acentuada na linhagem ndo maligna e uma
reducado importante na linhagem maligna (Figura 6B). Entretanto, o padrao das bandas
em diferentes alturas de MST2 no extrato de T4-2 chamou a aten¢&o do grupo, uma
vez que poderia indicar maior degradacao da quinase nesta linhagem. Ao verificar 0s

niveis de MRNA de STK3, ndo encontramos expressao diferencial entre as células S1
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e T4-2 (Figura 6C). Esses dados indicam que a via Hippo € aberrante nas células T4-

2 e que a proteina MST2 esta sujeita a regulacéo pos-traducional.

Em seguida, num ensaio de PCR para a amplificacdo de todo o transcrito (ID:
6788, isoforma 1: NM_006281.4) de STK3 e identificamos que as células T4-2
possuem um amplicon de cDNA menor que nas células S1 (Figura 6D). Ao sequenciar
o cDNA, foi observado que nas células malignas todo o exon 7 estava ausente (Figura
6E) no transcrito maduro. Assim, a partir de agora, chamaremos o transcrito de STK3
sem o exon 7 de STK347 e a proteina resultante desse splicing de MST227, enquanto

a proteina completa sera referida como MST2F-.
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2. OBJETIVOS

Embora se observe um crescente interesse nos efeitos da via Hippo, poucos
estudos focam nas quinases centrais (MST1 e MST2). Dessa forma, ao buscar
entender se as proteinas da via eram diferencialmente expressas em linhagens
singénicas da glandula mamaria humana, encontramos uma nova variante de STK3

(gene codificador da proteina MST2), a qual ndo apresenta todo o exon 7.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi compreender a relevancia
da presenca STK347 em processos celulares e em tumores. E os objetivos especificos

foram:

Especifico 1: Avaliar se a atividade quinase € alterada em MST247.

Especifico 2: Caracterizar os efeitos fenotipos da expressdo de MST227 em

células ndo malignas e malignas.

Especifico 3: Verificar a ocorréncia de STK347 em tumores presentes no TCGA.

Especifico 4: Verificar a ocorréncia de STK347 em amostras normais presentes

no GTExX.

Especifico 5: Avaliar a expressdo de STK3FL e a retencdo do exon 7 em
diferentes subtipos de cancer de mama de amostras de pacientes ja disponiveis no

Biobanco do Instituto do Cancer do Estado de Séo Paulo (ICESP).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Cultura de células

As linhagens HMT3522, como dito anteriormente, S1 (linhagem celular n&o
maligna) e T4-2 (linhagem celular maligna), sdo células epiteliais da glandula mamaria
humana. Elas foram cultivadas em meio Dulbecco Modified Eagle's/HAM F-12 (1:1,
DMEM/F-12, Gibco, # 12-500-062), meio definido sem soro contendo insulina (250
pg/mL, Sigma-Aldrich, #I5500), transferrina humana (10 pg/mL, Sigma-Aldrich,
#T1147), selenito de sédio (2,6 ng/mL, Sigma-Aldrich, #59133), estradiol (10-10 M,
Sigma-Aldrich, #E2758), hidrocortisona (1,4 x 10-6 M, Sigma-Aldrich, #H4001),
prolactina (5 pg/mL , Sigma-Aldrich, #L6520) e, apenas para S1, usamos EGF (10

ng/mL, Sigma-Aldrich, #E4127).

Como as células S1 sdo menores que as células T4-2, conforme demonstrado
por Fiore e colaboradores (2017)(70), usamos diferentes densidades para obter uma
confluéncia comparavel e para obter extratos de proteinas para finalizar todos os
experimentos. Assim, as células S1 foram semeadas na densidade de 2 x 10%/cm? e
células T4-2 em 1 x 10%cm?. Apés 4 dias, ambas as culturas mostraram confluéncia
semelhante de cerca de ~ 50% para células S1 e ~ 60% para células T4-2. A
passagem das células foi feita a cada 4 dias para células T4-2 e a cada 7 dias para
S1 usando tripsina 0,25%-EDTA (Thermo Fisher, #252000-56). A inativacdo da

tripsina foi realizada com inibidor de tripsina de soja (STI, Sigma-Aldrich, #T6522).

As células epiteliais da mama ndo maligna, MCF10A (doadas gentilmente por
Mina J. Bissell -Lawrence Berkeley National Laboratory), foram cultivadas em meio
Dulbecco Modified Eagle's/lHAM F-12 (1:1, DMEM/F-12, Gibco, #12-500 -062),

suplementado com 5% de soro de cavalo (Gibco, #16050-122), insulina (10 pg/mL,
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Sigma-Aldrich, #15500), hidrocortisona (10 pg/mL, Sigma-Aldrich, #H4001), toxina
colérica (1 pg/mL, Sigma-Aldrich, #C8052), EGF (20 ng/mL, Sigma-Aldrich, #E4127)
e 1X penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher, #15140122). A passagem foi feita entre
3-4 dias usando Tripsina 0,05%-EDTA (Thermo Fisher, #252000-56) e para inativacao

da tripsina usamos inibidor de tripsina de soja (STI, Sigma-Aldrich, #T6522).

HEK293FT séo células embrionarias de rim humano, elas foram doadas por
Mina J. Bissell -Lawrence Berkeley National Laboratory e cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM High Glucose, Gibco, #31600-034), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, #12657- 029), L-Glutamina (2 mM, Gibco,
#A2916801), piruvato de sodio (1 mM, Gibco, #11360-070), aminoacidos nao
essenciais MEM (0,1 mM, Gibco, #11140-050) e gentamicina ( 50 ug/mL, Gibco,

#15710-064). Para todos os experimentos, usamos células de densidade de 30K/cm2,

A linhagem U20S sdao células epiteliais de osteossarcoma humano, elas foram
cultivadas em meio Dulbecco Modified Eagle's/THAM F-12 (1:1, DMEM/F-12, Gibco,
#12-500-062), suplementado com 10% de SFB (Gibco, #12657-029 e 2X
penicilina/streptomicina (Thermo Fisher, #15140122). A passagem das células foi
realizada de 3 a 4 dias usando tripsina 0,05%-EDTA (Thermo Fisher, #252000-56) e

para inativacdo da tripsina usamos meio completo 3:1.

Todas as ceélulas foram mantidas em condi¢Ges de cultura padréo a 37°C e 5%

de CO2 em uma incubadora umidificada.

3.2.Extracdo do RNA de amostras de pacientes disponiveis no ICESP

86 amostras de pacientes, disponiveis no Biobanco do Instituto do Cancer de

Sé&o Paulo Octavio Frias de Oliveira (ICESP), foram processadas para a extragcéo de
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RNA (CAAE: 06373719.0.3001.0065). As amostras se subdividiam em 43 bordas néo
tumorais adjacentes aos tumores e 43 tumores de mama. Das amostras tumorais, 9
eram luminal A, 9 luminal B, 7 luminal B HER2+, 4 HER2+ e 14 eram triplo negativas.
Apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), os fragmentos
de tumor provenientes do procedimento de resseccao cirdrgica foram congelados
imediatamente no N2 liquido. A obtencdo das amostras para extracdo de RNA de
tecido tumoral foi realizada por meio de cortes de 6 um dos tecidos em criostato
eletrbnico multiuso, marca Carl Zeiss, modelo Hyrax C25. Para realizar os criocortes,
inicialmente os tecidos foram incluidos em Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura®
Finetek. Apos, foi retirado o excesso de O.C.T. utilizando agua Milli-Q ultrapura, livre
de DNAse/RNAse. As superficies internas e externas do criostato foram higienizadas
com etanol 70% e em seguida com RNAse away e mais 15 minutos de luz ultravioleta.
Os criocortes de tecidos foram realizados em criostato a -34°C e, em seguida,
colocados em tubos de 1,5mL previamente pesados e numerados, para obtencéo de
aproximadamente 5 mg e 30 mg de tecido para extracdo de RNA, sendo armazenados
a -80°C até o momento do uso. Para a extragcdo do RNA, foi utilizado o AllPrep
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instrugbes do fabricante. A
quantificacdo de RNA foi realizada utilizando NanoPhotometer® P-Class
Spectrophotometer (Implen, Alemanha). A qualidade do RNA foi determinada por
eletroforese capilar usando 2200 TapeStation Instrument (Agilent Technologies,
EUA). Somente as amostras com razéo de absorbancia A260/A280 entre 1,8-2,1 e
RIN (RNA Integrity Number) > 7 foram utilizados para as analises. Para a eluigdo do
RNA, foi utilizada a agua ultrapura (livre de RNAse e DNAse). As amostras de RNA
foram armazenadas no Freezer -80°C até o momento do uso. Para a obtencdo do

DNA complementar (cDNA), foi realizada a reacéo de transcricao reversa (RT) a partir
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de 500 ng do RNA total utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription

(Applied Biosystems, #4368814), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.3.RT-PCR

Para o PCR quantitativo, foi utilizado 25 ng de cDNA em uma reacdo com
volume final de 20 uL, sendo 10 pL do reagente SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies), e 200 nM de cada par de primer (Tabela 1). Nés desenhamos pares
de primers que se anelam em regides do exon 7, que cobrem regides entre 0s exons
7 e 8 e entre 0s exons 6 e 7 para a deteccdo da presenca do exon 7 de MST2. Para
a deteccao da delecado de exon 7, nds desenhamos primers que se anelam na juncao
6-8. Todos o0s primers foram desenhados no programa Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/

primer-blast/) a partir de sequéncias depositadas no GeneBank. A expressao
génica foi calculada através dos valores CT (2-2CT) (dos genes de interesse e do gene

de referéncia) obtidos no programa ABI 7500 System Software (Applied Biosystems).

Tabela 1 - Primers de STK3 usados no RT-qPCR.

Primer Sequéncia

Forward |TGGTCCGATGATTTCACCGAT

STK3 Exon 7-8
Reverse |TGATACAGGTTTGGCATTCTTGA

Forward |ATCAAGAATGCCAAACCTGT

STK3 Exon 8-9
Reverse |TTTTCATAGTTCCATCTTCT
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3.4.Geracao das linhagens com MST2 induzivel

Células MCF10A e U20S foram usadas para expressar MST2F- ou MST2%7
usando um sistema de expressao induzivel. A partir de um plasmideo previamente
projetado por nosso grupo(62), amplificamos o Flag2x _Strep2x fundido com as
construgées MST2F- ou MST247 com Q5 High-Fidelity Polymerase (NEB, #M0492)
usando primers especificos (EcoRI_Flag Fw e MST2_Agel_ Ry, listados na tabela 2).
Flag2x _Strep2x MST2 (FL ou A7) foram inseridas no vetor lentiviral induzivel

pLVX_ TetOne-Puro (Clontech, #631849).

Para gerar os virus, as células de empacotamento HEK293FT foram
transfectadas usando PEI (Polietilenonimina, Polyscience, #23966), seguindo as
recomendacbes do fabricante, com pLVX-FFSS-MST2F- ou pLVX-FFSS-MST2%7
(Tabela 2). Coletamos o sobrenadante de 48 e 72 horas e posteriormente eles foram
adicionados as células usando polibreno (brometo de hexadimetrina, Sigma-Aldrich,
#H9268) para transfeccdo. ApGs 5 dias de selegdo com puromicina (Sigma-Aldrich,
#P8833) foi realizado o Western blotting para a certificacdo de que as células foram
infectadas com sucesso. Para expressdo da proteina FFSS-MST2F- ou FFSS-
MST2%7, as células foram cultivadas na presenca de doxiciclina (Sigma-Aldrich,

#D9891) de acordo com as concentracdes relatadas em cada figura.

Tabela 2 - Plasmideos usados neste estudo.

Plasmideo Backbone cDNA clonado Referéncia

pCDNA3.1_FFSS-
pCDNA3.1_Flag2xStrep2x MST2 (62)
MST2Full lenght
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MST2 com
pCDNA3.1_FFSS-
pPCDNAS3.1_Flag2xStrep2x delec&o do exon | Este projeto
MST247
7
pLVX FFSS_MST2 pLVX-TetOne-Puro MST2 Este projeto
MST2 com
pLVX_FFSS _MST247 [ pLVX-TetOne-Puro delec&o do exon | Este projeto
7

3.5.Extracao de proteinas, SDS-PAGE e precipitacéo

As células foram lavadas em PBS gelado e lisadas diretamente em um tampao
Laemmli pré-aquecido (62,5 uM Tris, 2% SDS e 10% glicerol) sem azul de bromofenol
e beta-mercaptoetanol. Os lisados foram fervidos por 15 min a 100°C, e a
concentracdo de proteina foi determinada usando o kit DC Protein Assay (BioRad,
#5000111). Apos normalizacdo das concentracfes de proteina e adicdo de azul de
bromofenol (0,15%) e beta-mercaptoetanol, as amostras foram fervidas novamente
por 10 min e 20 ug de proteinas foram usadas no carregamento dos géis SDS-PAGE

padrao.

Para a precipitacdo por afinidade (AP), as células foram lisadas em tampéao de
lise (20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 0,1% NP-40) contendo protease (Sigma-
Aldrich, #11836145001) e inibidores de fosfatase (Sigma-Aldrich, #P5726). A fracéo
insolavel foi removida por centrifugagédo a 17.000G por 12 min a 4°C. A concentracao
de proteina foi determinada usando o kit DC Protein Assay (BioRad, #5000111). Para
MCF10A-pLVX-Empty, MCF10A-pLVX-MST2F-  ou MCF10A-pLVX-MST2%7,

incubamos 1 mg de extratos de proteina com 20 uL de resina Strep-Tactin®



49

Sepharose® (Iba, #2-1201-002) e foram deixados em agitacdo na camara fria a 4°

durante 1 hora.

Posteriormente, 20 yL de cada extrato foram separados e lavados por 3 vezes
com o mesmo tampao de lise. Em seguida, o precipitado foi eluido com o tampé&o de
eluicdo competindo pelo sitio de ligacdo da Strep-tag. A este extrato, foi adicionado
tampéao de carregamento concentrado (5X) de forma que a concentracao final fosse
1X. Apés este processo, as amostras foram aquecidas e corridas em um gel SDS-

Page conforme descrito acima.

As proteinas resolvidas foram transferidas para membrana de PVDF (0,22 um,
Millipore, #05317) seguidas por 30 min de incubagcdo em um tampéao de bloqueio (5%
BSA, 0,1% Tween-20 em TBS). As membranas foram incubadas em um tampéao de
bloqueio contendo anticorpos primarios durante a noite (Tabela 3). Em seguida, as
membranas foram finalmente incubadas no anticorpo secundario (HRP) por 45
minutos a temperatura ambiente. O HRP foi detectado pelo kit de deteccao Pierce
SuperSignal (Thermo-Fisher, #A45916) e o sinal de quimioluminescéncia foi
capturado com um ChemiDoc MP Imaging System (BioRad). Para avaliar o nivel total
de proteina na mesma membrana, usamos o protocolo de stripping. Para o stripping,
as membranas foram lavadas 2 vezes por 10 min em agua destilada e depois
submetidas ao tampé&o de remocao (25 mM Glicina, 1% SDS em pH 2) e finalmente
lavadas por 4 vezes com TBS-T por 5 min cada lavagem. Em seguida foram
blogueadas por 30 min e incubadas com o proximo anticorpo. Quando necessario, 0S

sinais foram quantificados usando o software ImageJ.



Tabela 3 - Lista de anticorpos.

Fabricante (nimero de

Alvo Hospedeiro | Diluicédo
catalogo)
Cell Signaling Technology
MST2 Rabbit 1:1000
(#3952S)
MST2 Mouse 1:1000 Proteintech (#66637-1-1g)
pMST1(Thrl183) Cell Signaling Technology
Rabbit 1:1000
/pMST2(Thr180) (#3681S)
Cell Signaling Technology
pMOB(Thr35) Rabbit 1:1000
(#8699S)
Cell Signaling Technology
MOB Rabbit 1:1000
(#13730S)
Cell Signaling Technology
pLATS1 (Ser909) Rabbit 1:1000
(#86545S)
Cell Signaling Technology
pLATS1 (Thr1079) Rabbit 1:500
(#D57D3)
Cell Signaling Technology
LATS1 Rabbit 1:500
(#9153S)
Cell Signaling Technology
pYAPSL27[TAZS89 Rabbit 1:500
(#13008S)
Cell Signaling Technology
YAP Rabbit 1:500
(#4912S)
Flag Mouse 1:3000 Sigma-Aldrich (#4503365)
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a-Tubulina Mouse 1:10000 Thermo Fisher (#2036)

Jackson ImmunoResearch
Mouse light-chain (secundéario) | Goat (HRP) 1:10000
(#115-035-174)

Jackson ImmunoResearch
Rabbit light-chain (secundario) | Goat (HRP) 1:10000

(#211-032-171)

3.6.Ensaio live and dead

As construcdes com vetor induzivel das células MCF10A ou U20S (pLVX-
Empty, MST2- ou MST2%7) foram semeadas em uma placa de 96 pocos. Apds 24
horas, as células foram tratadas com concentracdes crescentes de doxiciclina (Sigma-
Aldrich, #D9891), conforme informado em cada figura. Apds 24, 48 ou 72 horas
(apenas 72 horas para as células U20S), 10 uM de iodeto de propidio (PI-Invitrogen,
#P3566) (entra em células mortas) e 1 uM de Hoechst (Invitrogen, #H3570) (marca
nacleo vivo) foram adicionados por 10 min. As imagens foram adquiridas em um
sistema TissueFAXS i-Fluo (TissueGnostics) montado em um microscopio Zeiss
AxioObserver 7 (Zeiss), usando objetivas de 20x de abertura numérica 0.5. Foi tracado
uma regido de 8 x 8 em cada poco da placa de 96 e as imagens foram adquiridas por
amostra usando autofoco automatizado. A analise foi feita com o software StrataQuest
(TissueGnostics). Para quantificagdo da morte celular, nucleos individuais foram
detectados usando o canal DAPI e a intensidade média do sinal Pl foi determinada
dentro da mascara de nucleos e usada para determinar a morte celular. O resultado

da figura 7 mostra a porcentagem de células mortas em rosa e a porcentagem de
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células vivas em azul. Os parametros de segmentacdo e deteccdo de nucleos no

StrataQuest foram publicados por Russo e colaboradores (71).

3.7.Ensaio de incorporacéao de 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU)

O kit Click-iIT® EdU (Life Technologies, #C10337) foi usado para determinar a
porcentagem de células em proliferacdo em todas as constru¢cdes. MCF10A-pLVX-
Empty, MCF10A-pLVX-MST2F- ou MCF10A-pLVX-MST24" foram cultivados nas
condi¢cBes descritas no ensaio live and dead descrito acima. O EdU é incorporado
apenas em células que estao replicando seu DNA. Usamos 10 uM de EdU por 40 min
de incubacéo, posteriormente as células foram fixadas com 2% de PFA e seguimos o
protocolo de acordo com as recomendacfGes do fabricante até o momento da
incorporacdo do DAPI. As células foram entdo contrastadas com DAPI por 10 min e
as imagens foram adquiridas em um sistema personalizado TissueFAXS i-Fluo
(TissueGnostics) montado em um microscopio Zeiss AxioObserver 7 (Zeiss), usando
objetivas de 20X, de abertura numérica 0.5. A analise foi feita com o software

StrataQuest (TissueGnostics).

A andlise estatistica para o ensaio de live and dead e EdU incluiu analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Dunnett ou teste de Tukey para
comparacao de varios conjuntos de dados usando o software Prism versdo 7.0
(GraphPad Software). Os dados representam as médias do numero indicado de
experimentos independentes. As barras de erro indicam o erro padrdo da média

(SEM). A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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3.8.Crescimento tridimensional das constru¢cdes de MCF10A em

Matrigel e analise das imagens de microscopia

Esse ensaio foi adaptado utilizando o protocolo da pesquisadora Joan Brugge
como base, o0s quais estdo disponiveis no site do seu laboratério

(https://brugge.hms.harvard.edu/protocols).

As células MCF10A (MCF10A-pLVX-Empty, MCF10A-pLVX-MST2F- ou
MCF10A-pLVX-MST227) foram tripsinizadas conforme o protocolo de cultura mostrado
acima. Paralelo a isto, adicionamos 100 pL de Matrigel em cada poc¢o da camara de
8 pocos (BD Falcon CultureSlide, #354118) e incubamos a 37°C por 40 min para

permitir que o Matrigel gelifique completamente.

Para este ensaio usamos somente duas condi¢des de cada construcéo (O
ng/mL e 50 ng/mL de doxiciclina para inducdo). Para tanto, 5000 células de cada
construcdo, e para cada condicdo, foram ressuspendidas em 400 pL do meio
chamado Assay medium, composto por DMEM-F12, soro de cavalo (2%),
hidrocortisona (0,5 pg/mL), toxina colérica (100 ng/mL), insulina (10 pug/mL) e Pen/Strp
(1X). O assay medium ainda foi suplementado com EGF (5 ng/mL) e Matrigel (2%),

ambos adicionados de forma fresca.

No dia seguinte ao plagueamento trocamos 0 meio de cultura (assay medium)
suplementado a partir de entdo com doxiciclina ou ndo. As préximas trocas de meio
foram realizadas a cada 4 dias e as células foram mantidas por 21 dias em cultura até

a formacgéo do lumen.

As imagens de contraste de fase foram capturadas com microscopia DMi8 com

objetiva (aumento 20X e abertura numérica 0.3). O numero de estruturas
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qguantificadas por condicéo esta indicado na legenda da figura (Fig. 17). As imagens
foram quantificadas com o programa Python com o uso dos pacotes Scikit-image

versdo 0.18.3 (https://scikit-image.org/) e pyclesperanto-prototype versdo 0.22.0

(https://clesperanto.github.io/) para segmentacéo e medida das estruturas 3D. O script

utilizado na quantificacdo encontra-se anexo (anexo 1).

3.9.Avaliacdo da expressédo de STK347 em linhagens de células
tumorais, tumores de pacientes e de tecidos saudaveis a partir de

dados publicos de sequenciamento de RNA

Esses dados foram adquiridos através da colaboracdo com o professor Dr.
Pedro A F Galante e sua pds-doutoranda Dra. Gabriela D A Guardia. Primeiro, para
avaliar se o transcrito da variante STK3 (STK347) foi expresso em amostras de
tumores de pacientes, obtivemos dados de sequenciamento de RNA de extremidade
pareada (RNA-Seq) de um total de 4.398 pacientes de 11 tipos distintos de tumores
no The Cancer Genome Atlas - TCGA portal (https://portal.gdc.cancer.gov/). Em
particular, baixamos diretamente dados de RNA-Seq jA mapeados para o genoma
humano de referéncia (versdo GRCh38) de: 1.102 Carcinoma invasivo de mama
(BRCA), 156 Glioblastoma multiforme (GBM), 500 Carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoco (HNSC), 371 Carcinoma hepatocelular de figado (LIHC), 534
Adenocarcinoma de pulméo (LUAD), 502 Carcinoma de células escamosas de pulméo
(LUSC), 374 Adenocarcinoma seroso de ovario (OV), 177 Adenocarcinoma de
pancreas (PAAD), 499 Adenocarcinoma de prostata (PRAD), 103 Melanoma cutaneo

( SKCM) e 80 pacientes com melanoma uveal (UVM).

Em seguida, avaliamos a expressao de STK347 em dados de RNA-Seq paired-
end de 50 linhagens de células de tumores de mama e 35 de células pancreaticas

obtidas da Cancer Cell Line Encyclopedia - CCLE
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(https://sites.broadinstitute.org/ccle/). Os dados brutos foram mapeados localmente
para o genoma humano de referéncia (versdo GRCh38) usando STAR (verséo 2.7.7a)
[PMID:23104886]. Por fim, também obtivemos dados de RNA-Seq ja mapeados com
STAR para a referéncia humana (versdo GRCh38) de 457 amostras de mama e 177
amostras pancredticas de individuos saudaveis disponiveis no repositorio The

Genotype-Tissue Expression (GTEX) (v7; https://gtexportal .org/home/).

Para todas as amostras, calculamos os valores Percent Spliced In (PSI) das
isoformas STK347 e STK3FL, ou seja, a proporcdo de leituras de extremidades
pareadas mapeadas exclusivamente para a juncao exon-exon 6-8 de STK3 (variante
STK347) e para exon- jungOes de exon 6-7 e 7-8 (isoforma STK3FL) usando samtools
v1.13 (http://www.htslib.org/) e algoritmos locais. Quando a proporcdo de reads
discriminando STK347 foi maior que zero, considerou-se a amostra expressando
STK347, Gréaficos mostrando as proporcdes de inclusdo de STK347 e STK3FL em
linhagens de células tumorais, amostras de tumores de pacientes e tecidos saudaveis
foram criados usando o pacote R ggplot2 (v 3.4.0). Para determinar se a presenca de
STK347 estava correlacionada com a sobrevivéncia especifica da doenca (DSS) de
pacientes com cancer, estratificamos os pacientes em dois grupos com base na
presenca (ou auséncia) da expressdo de STK347. As curvas de sobrevivéncia de
Kaplan—Meier foram construidas em R usando os pacotes survival (versédo 3.4.0) e
survminer (versdo 0.4.9), e a significancia estatistica foi avaliada por testes de log-

rank.
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4. RESULTADOS

4.1.MOB1 é menos fosforilado em células expressando

ectopicamente MST247

MST2 é ativada por autofosforilacdo intramolecular catalisada dentro de um
dimero (59). Como descrito anteriormente, o dominio SARAH, na porc¢do C-terminal
de MST2 é critico para homodimerizacdo e heterodimerizacdo, bem como, para
autofosforilagcdo na treonina 180 da quinase. O exon 7 tem 138 pb de comprimento e
sua exclusao gera uma proteoforma de MST2 sem 46 residuos de aminoacidos, que
codificam parte do dominio quinase da proteina (Figura 6E e 7A). NGs ponderamos
que tal perda neste segmento poderia comprometer a atividade quinase de MST247,

interferir na autofosforilacdo de MST2 e possivelmente diminuir a fosforilacdo de alvos

downstream.
229 274
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Figura 7- Validagdo da expresséo ectopica de MST2 e MST22%7 em células ndo malignas da
glandula mamaria (MCF10A). (A) Esquema representando regides importantes da proteina MST2. Em
rosa, destaca-se a parte do dominio quinase codificada pelo exon 7 e que esta ausente em MST2 47,
(B) Western blotting para os extratos de células MCF10A-MST2F- ou MCF10A-MST227 tratadas com
doses crescentes de doxiciclina (doses indicadas na figura). Apos 24 horas de plaqueamento e
subsequente indugdo de doxiciclina por mais 24 horas, os niveis da proteina MST2F- ou MST227 ligada
ao Flag-tag foram aumentados.
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Dessa forma, criamos uma linhagem onde células MCF10A foram infectadas
com um vetor de expresséao lentiviral induzivel por doxiciclina (pLVX-FFSS-MST2F- ou
pPLVX-FFSS-MST2%7). Ou seja, na presenca de doxiciclina (dox), MST2F- ou MST2%7
fusionados as tags Flag-Flag-Strep-Strep sao superexpressos. Para verificar a
efetividade da infeccdo, tratamos as células infectadas com doses crescentes de
doxiciclina e, por meio de Western blotting, detectamos a tag Flag, antes de qualquer

outro ensaio (Figura 7B).

Flag ndo foi detectado no empty vector como o esperado e foi detectado
quando a concentracéo de doxiciclina foi maior que 50 ng/mL em MST2- e a partir de
10 ng/mL em MST247 (Figura 7B). As tags Flag-Flag-Strep-Strep fusionadas a MST2F-
e MST247 tém aproximadamente 4 kDa de peso molecular. Dessa forma, MST2F-
passa a ter uma banda na altura de 60 kDa e MST2%7 de 54 kDa. Por isso as bandas
detectadas com o anticorpo anti-flag apresentaram pesos moleculares diferentes.
Mesmo com alta exposi¢do no documentador de quimioluminescéncia néo foi possivel
detectar ambas isoformas em concentracdes menores de dox. Isso pode ter ocorrido
devido a superexpressdo em altas concentracfes de dox, portanto sinal intenso de
guimioluminescéncia, o que leva rapidamente a saturacdo do sinal podendo ofuscar

bandas com baixo sinal.

A proteina MST?2 total foi expressa nas constru¢des MST2F- e MST227 seguindo
0 mesmo padrdo da tag Flag. A fosforilacdo de MST1/2 também ocorreu quando
MST2 foi superexpresso em 50 ng/mL e 100 ng/mL. Por outro lado, a exclusdo do

exon 7 impediu a fosforilagdo de MST1/2 em todas as concentracdes de doxiciclina
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avaliadas (Figuras 8A e 8B). Esse dado nos mostra que MST24’ pode impedir a

autofosforilacdo de MST2 e por isso falhar na autoativacdo do dimero.
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Figura 8 - MOB1 é menos fosforilado em células que superexpressam MST247, (A) Na indugdo
com doxiciclina, MST2F- ou MST227 tém seus niveis intracelulares aumentados, também observados
por Western blotting. Apés 24 horas de plaqueamento e subsequente inducdo por mais 24 horas,
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MST227 nao é fosforilado e a fosforilacdo de pMOB1 aumenta em 1 ng/mL e nas concentracdes
seguintes é reduzida de maneira dose-dependente. (B) Os dados de densitometria de MST2 e (C)
MOB1 plotados foram adquiridos pela normalizagao da proteina fosforilada pela total e pelo empty O,
ja normalizados pela tubulina. (D) YAP diminui a fosforilagdo em Serina 127 com superexpressao de
MST2FL, bem como, na superexpressdo de MST247, LATS, substrato direto da proteina MST2, é menos
fosforilado tanto na superexpressdo de MST2FL quanto em MST227, (E) Densitometria de pYAP/YAP e
(F) pLATS/LATS normalizados pela tubulina e pelo empty 0. As barras de erro séo SEM e os dados
apresentados sédo de pelo menos dois experimentos independentes.

Em seguida, observamos o alvo direto de MST2 para analisar se a atividade
quinase do MST247 poderia estar comprometida, uma vez que MST2 aparentemente
nao foi ativado nessa condi¢cdo. Nossos resultados mostraram que a expressao da
proteina MOBL1 total foi uniforme mesmo com niveis crescentes de MST2- e MST247,
No entanto, a fosforilagdo de MOB1 mostrou alteragdes cruciais a medida que a
concentracdo de doxi aumentava (Figuras 8A e 8C). Na superexpressédo de MST2F-
observamos um declinio na fosforilagdo de MOB1 enddgena a partir de 1 ng/mL,
contudo nas concentracbes de 50 ng/mL e 100 ng/mL observamos um aumento
drastico na fosforilagdo de MOB1. Quando MST24/ foi superexpressa, MOBL1 foi
fosforilado nas concentracdes mais baixas de doxiciclina, de forma similar ao que
acontece em MST2FL, A partir de 10 ng/mL de inducdo de MST227, a fosforilacéo de
MOBL1 foi drasticamente reduzida (Figuras 8A e 8C). Os resultados mostram que
MST227 exibe funcdo quinase prejudicada e por isso pode afetar a fosforilacdo de
proteinas downstream. A partir desses dados, analisamos a fosforilacdo de proteinas
importantes para a funcao da via Hippo em duas concentracdes de doxiciclina, 0 e 50
ng/mL. A fosforilacdo de LATS1 ndo seguiu o padréo esperado. Diferente do que se
esperava, quando MST2FL foi superexpresso, LATS1 foi menos fosforilado. Por outro
lado, as células MCF10A-MST2FL apresentaram fosforilagdo de LATS1 basal mais
alta que as células transfectadas com o vetor vazio. Com a indugdo e
consequentemente com o aumento dos niveis de MST22 a fosforilacéo de LATS1 foi

ainda menor (Figuras 8D e 8E). YAP seguiu um padrdo semelhante a LATS. Quando
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MST2F foi superexpresso, a fosforilacdo de YAP diminuiu e com superexpressao
MST227 diminuiu ainda mais (Figuras 8D e 8F). A fosforilacdo de LATS e
posteriormente de YAP em MST227 se comportaram como esperado, uma vez que
MST?2 parece nao estar ativado nessas condi¢des. Dados da literatura mostram que
LATS também pode sofrer influéncias de outras vias, como de MAPK4 (72)
independente de MST2, o que pode justificar o padréo de fosforilagdo dessa proteina
em MST2FL, A conclusdo observada para LATS, na superexpressdo de MST2F- ou
MST2%, pode se estender a YAP uma vez que na cascata de fosforilagdo da via

Hippo, YAP dependa de LATS para sua inativacao e retencao citoplasmatica.

MOBL1 se liga a motivos de ancoragem autofosforilados em MST2 (56) (Figura
4). Nos dados mostrados na Figura 8, observa-se que MST2%" ndo exibiu niveis
detectaveis de fosforilagdo da treonina 180 e a fosforilacdo de MOB1 na treonina 35
foi diminuida em células com superexpressdo de MST227. Para entender se isso era
devido a baixa interagdo com MOB1, realizamos uma precipitacdo por afinidade (AP)
de MST2F- ou MST2%” e avaliamos os niveis relativos de MOB1 por meio de
imunoblotting. Usando as construgées que expressam MST2FL ou MST227 na
linhagem celular MCF10A, precipitamos MST2 através da tag Strep, que tem afinidade
por uma bead de Strep Tactin®. Primeiro, analisamos a co-precipitacdo de MOB1,
seguida pela deteccado de pMOBL1. Os resultados mostraram que MOB1 interage com

MST2FL, enquanto a interagdo de MOB1 com MST2%7 néo foi detectada (Figura 9).



61

Input AP Strep tag Flow-Through
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Figura 9 - MOB1 né&o foi precipitado com MST2%7. Ambos, MST2F- e MST247, foram precipitados com
Strep Tactin® e a eficiéncia da precipitacdo pode ser confirmada pela deteccdo de MST2 no input, ho
enriguecimento do precipitado (AP Strep tag) e no flow-through. MST2F- com as tags Flag-Flag e Strep-
Strep possuem aproximadamente 60 kDa, enquanto MST247 fusionada as tags, devido a auséncia do
exon 7, possue aproximadamente 54 kDa. MST1 foi precipitado tanto com MST2F- quanto com MST247,
contudo, a interacdo de MST1 parece ser sido maior com MST247. MOBL1 foi precipitado com MST2FL,
mas ndo com MST2%7, O mesmo aconteceu para pMOB1, que diferente das demais proteinas,
apresentou niveis aumentados no flow-through. Os dados apresentados sdo de pelo menos dois
experimentos independentes.

Confirmando nossos dados anteriores, a fosforilagdo de MOB1 por MST227
também ndo foi visivel no input. No flow through, a banda pMOB1 em MST2FL foi mais
forte que a do extrato enriquecido. Isso pode ser explicado pela perda da forca de
interacdo MST2-pMOB guando MOB ja foi fosforilado (56). Curiosamente, o nivel de
MST1 enddgeno ligado a MST227 foi maior do que nas células com superexpressao

de MST2Ft (Figura 9).

Tomados em conjunto, os dados apresentados aqui apoiados pela literatura,
mostram que MST22” pode assumir uma caracteristica de dominante negativo.
Conforme mostrado na figura 9, MST2%7 interagiu fortemente com MST1, porém a

interagéo e a fosforilagdo de MOBL foi prejudicada. Nesse contexto, a subunidade néao
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funcional, MST2%7, seria capaz de montar o complexo dimérico, mas incapaz de
realizar sua funcdo completa. De acordo com os dados mostrados até agora,
sugerimos a hip6tese de que MST22 poderia afetar MST2F- ou MST1 na mesma
célula bloqueando algum aspecto de sua funcéo. Essa acao transforma a proteina
MST22” em um dominante negativo que impacta na funcdo do homo ou heterodimeros
formados, podendo levar a um desequilibrio na homeostase celular devido a perda de

sua funcéo.

4.2.Ao contrario de MST2FL, a superexpressdo de MST227 ndo induz

morte celular e diminuicdo da proliferacéo

Os dados até aqui nos revelaram que a auséncia do segmento peptideo
codificado pelo exon 7 impacta fortemente a capacidade de MST2 de interagir e
fosforilar MOB1, um dos principais substratos de MST2 e proteina crucial para a
interacdo de MST2 com outros alvos. Dessa forma, nos perguntamos se as células
reproduziriam o mesmo efeito funcional quando MST2F- ou MST22” eram
superexpressos. Desde as primeiras descobertas sobre a via Hippo em mamiferos
tém sido relatado o papel de MST1/2 na regulacdo da morte celular (73,74). Nesse
contexto, buscamos avaliar se a superexpressdo de MST24’ impactaria as taxas de

morte celular da mesma forma que MST2FL,

Usando as células MCF10A-MST2F- e MCF10A-MST2%7, realizamos um ensaio
de live and dead, no qual as células sao tratadas com uma solugéo contendo Hochest,
o qual cora as células vivas e mortas e iodeto de propidio que cora somente as células
mortas. Diferentes concentracfes de doxiciclina apdés 24 horas de plagueamento
foram usadas e nas 24, 48 ou 72 horas seguintes o perfil de morte celular foi

monitorado (Figura 10).
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Em 24 horas de superexpressdo de ambas isoformas, ndo observamos
nenhuma alteracdo na morte celular (Figura 10A). Em 48 e 72 horas, a morte celular
causada pelo aumento do nivel de MST2F- na célula foi significativamente maior do
que o efeito causado pelo aumento do nivel de MST24’ (Figura 10B e 10C).
Analisamos também o efeito de morte em células de osteosarcoma (U20S), U20S-
PLVX-FFSS-MST2F- ou U20S-pLVX-FFSS-MST247, geradas sob as mesmas
condi¢cBes que as sublinhagens de MCF10A. Em 72 horas de inducdo, observamos
que a superexpressdo de MST2FL também resultou no aumento da morte celular e
que a superexpressdo de MST227 ndo teve influéncia significativa nesse fenétipo
(Figura 10D). Além disso, embora a morte provocada pela superexpressdo de MST2F-
em U20S tenha sido significativamente maior que a de MST22” assim como em
MCF10A, hd uma diferenca relevante no padrdo de morte das células malignas e nédo
malignas. Quando a inducdo aumenta de 10 ng/mL para 50 ng/mL a taxa de morte em
MCF10A aumenta em aproximadamente 23%. Quando avaliamos essa mesma
condicao em U20S, o aumento na taxa de morte fica proximo de 10% (Figuras 10C e

10D).
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Figura 10 - A exclusdo do exon 7 prejudica a capacidade de MST2 induzir morte celular e
quiescéncia. Superexpressdo de MST2F- ou MST227 por meio da indugdo com concentracGes
crescentes de doxiciclina (10 ng/mL e 50 ng/mL), ap6s (A) 24, (B) 48, (C) 72 horas de indugdo em
células MCF10A e (D) 72 horas de indugéo em células U20S. A porcentagem de células mortas em 48
e 72 horas de indugéo de MST2F- foi maior do que com superexpressdo de MST22” em MCF10A e
U20S (72 horas). O aumento da expresséo de MST227 ndo influencia dramaticamente na taxa de morte
em nenhuma das linhagens analisadas. (E) O ensaio de EdU nas células MCF10A mostrou que a
proliferacdo celular diminui significativamente quando a MST2F- foi superexpressa (50 ng/mL). Os
dados apresentados nesta figura sdo de triplicatas independentes. Para a estatistica, foi realizada
ANOVA de 2 vias e p<0,05 foi considerado significativo.

Tal fato pode indicar que os efeitos indutores de morte em MST2F- sejam muito
mais relevantes no inicio da formacéo do tumor. Ou seja, a incapacidade de MST22/
de induzir morte celular pode ser mais impactante no inicio da transformacao maligna,
onde o escape da morte podera contribuir para as caracteristicas do cancer, do que

com o tumor ja estabelecido.

Para avaliar se a superexpressdo de MST227 também poderia afetar a
proliferacdo celular, utilizamos o ensaio de EdU, um andalogo de nucleosideo que
incorpora no DNA de durante a fase S do ciclo celular e é detectado por click-
chemistry. Em MST22’ a taxa de incorporacdo de EdU teve uma leve diminuicdo na
maior concentracdo de dox usada (50 ng/mL) (Figura 10E). Contudo, com a
superexpressdo de MST2FL esse fendtipo foi significativamente menor do que na
presenca da proteina sem o exon 7. Assim, é possivel observar que MST2%, em
comparacao com a proteina completa, ndo conserva uma funcao fenotipica relevante

no controle da proliferagéao celular.

Esses dados nos levaram a interpretar que a exclusado do exon 7 da variante
de STKS3 candnico resulta em perda da atividade quinase de MST2, o que impacta a
funcdo da proteina em regular a morte celular e a quiescéncia. A expressao de

STK347 pode ser uma vantagem significativa para células anormais, jA que a
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resisténcia a morte e a evasao de sinais que inibem a proliferacdo séo caracteristicas

fundamentais para o surgimento de tumores (1).

4.3.STK347 é expresso em amostras de tumores de pacientes e pode

ter um potencial clinico

Para confirmar se a isoforma STK347 é expressa em amostras de pacientes e
é de fato produto de um processamento do tipo exon skipping, avaliamos dados de
RNA-Seq presentes em bancos de dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e do
GTEx (The Genotype-Tissue Expression), bem como, em um banco de dados de
linhagens celulares, o CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia). Para cada amostra,
calculamos a proporcdo de reads de extremidades pareadas mapeadas
exclusivamente para a jungdo exon-exon 6-8 de STK3 (variante STK347) e para as

juncdes exon-exon 6-7 e 7-8 (isoforma candnica, STK3FL) (Figura 11A).
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Figura 11 - STK3%7 é expresso em amostras tumorais de pacientes. (A) Representacdo
esquematica do pipeline de bioinforméatica empregado para a anélise de amostras de RNAseq dos
repositérios TCGA, GTEx e CCLE. Apdés o alinhamento dos reads ao genoma humano de referéncia
GRCh38/hg38, os reads foram alinhados a juncéo de exon 6-8 (J 6-8) refletindo a expresséo de STK347
e as juncdes de exons 6-7 e 7-8 (J6-7 e 7- 8) refletindo a expressdo de STK3FL. (B) Porcentagem de
inclusédo de STK347 em diferentes tipos de cancer. STK347 foi mais prevalente no carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (HNSC), adenocarcinoma seroso de ovério (OV), carcinoma de
células escamosas de pulmao (LUSC), carcinoma invasivo da mama (BRCA), adenocarcinoma de
pancreas (PAAD) e no adenocarcinoma de préstata (PRAD). No glioblastoma multiforme (GBM),
carcinoma hepatocelular de figado (LIHC), adenocarcinoma de pulméo (LUAD), melanoma cuténeo
(SKCM) e melanoma uveal (UVM) a nova isoforma de STK3 foi menos prevalente.

Nés avaliamos 4.398 amostras de pacientes de 11 tipos distintos de cancer.
Esta primeira analise revelou que a variante STK347 é expressa em pelo menos 10%
das amostras de pacientes em 6 tipos distintos de tumores: HNSC (Carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoc¢o), OV (Adenocarcinoma seroso de ovario),
LUSC (Carcinoma de células escamosas de pulméo), BRCA (Carcinoma invasivo de

mama), PAAD (Adenocarcinoma de pancreas) e PRAD (Adenocarcinoma de
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préstata). Enquanto nos tumores GBM (Glioblastoma multiforme), LUAD
(Adenocarcinoma de pulméo), SKCM (Melanoma cutaneo), LIHC (Carcinoma
hepatocelular de figado) e UVM (Melanoma uveal) a variante STK347 foi menos

prevalente (Figura 11B).

Para entender se esses pacientes, que expressam STK347, poderiam ter um
prognastico distinto em comparagao com aqueles que nao expressam essa isoforma,
avaliamos a sobrevida especifica da doenca (DSS) dos pacientes nos 6 tipos de tumor
onde STK347 era mais prevalente, exceto PRAD, o qual ndo havia dados de
sobrevivéncia disponiveis (Figura 12). Para PAAD, pacientes que expressam STK347
apresentaram uma sobrevida significativamente pior em comparagdo aos pacientes
gue nao expressam a isoforma (Figura 12A, p-valor de 0,024), enquanto para outros

tipos de tumor ndo houve associacao significativa (Figura 12B-E).
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Figura 12 - A sobrevida especifica de pacientes com cancer de péancreas diminui
significativamente com a expressdo de STK347. (A) A curva de sobrevida especifica da doenca
mostra que pacientes com PAAD que expressam STK347 tém sobrevida significativamente pior em
comparacao com pacientes que expressam apenas STK3FL. Para (B) BRCA, (C) HNSC, (D) OV e (E)
LUSC, nao houve diferenca significativa na curva de sobrevivéncia especifica de doenca quando
STK347 esta presente.
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A seguir, n6s avaliamos se STK347 poderia ser diferencialmente expresso de
acordo com os estagios da doenca. Analisamos a expressao de STK347 para todos
os tipos tumorais quanto ao estagio da doencga. Selecionamos os tipos de tumores
que tinham pelo menos 10% dos pacientes com expressdo de STK347 e que
continham informagdes sobre o estadiamento no TCGA. Grande parte dos canceres
sélidos séo classificados, segundo o seu estadiamento, por um sistema que descreve
a propagacdo do cancer no corpo do paciente (https://www.cancer.gov/about-
cancer/diagnosis-staging/staging). O sistema tumor, noédulo e metastase (TNM)
descreve “T” como tamanho do tumor, “N” como regides proximas ao tumor atingidas,
como os linfonodos, e “M” como a propagacgao do cancer para outras partes do corpo,
ou seja, metastase. Esse sistema foi criado pela American Joint Committee on Cancer
(AJCC) e pela International Union Against Cancer (UICC). O céancer de préstata,
diferente dos demais, segue outra classificacdo sendo esta subdivididaem T1, T2, T3
e T4. O Tl é assim classificado com base no niamero de aglomerado de células
observadas no microscépio. O T2 se diferencia do T1 em relacdo aos nédulos, se sao
ou ndo palpaveis. Do T2 para o T3 a diferenca é se ocorreu ou nao invasao
microscépica e o0 T4 é se a doenca ja sofreu metastase e se € identificada
clinicamente. Todas as informacdes sobre a classificacdo do estadiamento foram

retiradas do site do National Institute Health (NIH) (https://www.cancer.gov/about-

cancer/diagnosis-staging/staging).

Para o BRCA, nédo observamos diferencas aparente na porcentagem de
inclusdo do STK347 quanto ao estadiamento (Figura 13A). Para o PAAD, observa-se
uma tendéncia a aumentar a porcentagem exclusdo do exon 7 no estagio I, contudo

no estagio lll, essa tendéncia cai (Figura 13B). No OV, as analises foram feitas a partir
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do estagio Il devido a auséncia de amostras no estagio I. Neste cancer observamos
uma tendéncia na diminuicdo da porcentagem de exclusédo do exon 7 a medida que o
estadiamento aumenta (Figura 13C). No HNSC, semelhante ao que ocorre no PAAD
e no OV, o estagio Il tende a apresentar expressdo mais alta de STK347 que nos
demais estagios (Figura 13D). No PRAD, diferentemente dos outros canceres, o
estagio T4 apresenta maior porcentagem de exclusédo do exon 7 (Figura 13E). Nesses
dados, ndo encontramos uma relacédo significativa entre o estadiamento e a expressao
STK347, As tendéncias observadas nos estagios iniciais da doenca, nos levam a
hipétese de que a nova isoforma pode ser relevante para aquisicdo do fendtipo
maligno e pode contribuir para a invaséo das células nos tecidos adjacentes, contudo,
tem pouco impacto no tumor ja estabelecido. Contudo, seria necessario um maior
namero de amostras de cada estadiamento para aumentar o0 poder estatistico da

analise.
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Figura 13 - Andlise expressé@o de STK3%7 nos de acordo com o estadiamento de diferentes
tumores. (A) As amostras de cancer de mama (BRCA) foram subdivididas nos estégios |, Il e os lll e
IV; (B) As amostras de cancer de pancreas (PAAD) foram subdivididas nos estagios |, Il e lll; (C) As
amostras de céncer de ovario (OV) foram subdivididas nos estagios Il, lll e IV; (D) as amostras do
cancer de cabeca e pescoco (HNSC) foram subdivididas nos estagios I, Il e os Ill e IV e os de prostata,
seguem uma classificacao diferente e nas nossas andlises foram subdivididas em T2, T3 e T4.

Com os resultados descritos até o0 momento, decidimos verificar se a variante
STK347 era expressa em amostras de tecido saudavel da glandula mamaria, 6rgéo de
origem das células onde a nova isoforma foi inicialmente identificada, e em amostra

de pancreas, cujo tumores que expressaram STK347 apresentaram menor sobrevida.

72
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Usando a mesma estratégia de bioinformatica, analisamos a expressao de STK347
em amostras de individuos sem historico clinico de cancer presentes no repositorio
do consércio GTEXx, sendo 457 de mama e 177 de pancreas. De forma curiosa, a
expressao de STK347 nao foi detectada em nenhuma amostra de mama, e observada

em uma Unica amostra pancreatica (Figura 14A).
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Figura 14 - STK347 é preferencialmente expresso em amostras tumorais. (A) Graficos mostrando
a presenca de STK347 expresso principalmente em amostras de tumor de mama e pancreas (TCGA),
embora ausente em amostras saudaveis do GTEx. (B) Graficos mostrando que STK347é expresso em
vérias linhagens celulares de tumores de mama e pancreas. O tamanho do circulo e a intensidade das
cores indicam maior ou menor expressdo de STK3F-ou STK347, onde tons de azul representa cancer
de mama, de marrom cancer de péncreas e de verde linhagens tumorais de mama e de pancreas.

Finalmente, para fornecer uma avaliagdo mais completa da expressédo de
STK347 em modelos de estudo para biologia do cancer: avaliamos a expressao de
STK347 em varias linhagens de células tumorais e detectamos sua expressado em 40%
das linhagens de células da mama (40 linhagens analisadas) e 37% em pancreas (35

linhagens analisadas) (Figura 14B).

No conjunto, esses resultados sugerem que STK347 & expresso

preferencialmente em cancer e pode ser um potencial biomarcador diagndéstico e/ou
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prognoéstico para alguns tipos de tumor. Contudo, investigacdes adicionais Ssao

necessarias para confirmar esta hipotese.

4.4, STK3F-é menos expresso em tumores de mama de grau
histologico 3

Também buscamos entender quantitativamente como era a expressdo de
STK347 no cancer de mama. Para tanto, analisamos 86 amostras de pacientes
disponiveis no Biobanco do Instituto do Cancer de S&o Paulo Octavio Frias de Oliveira
(ICESP). Essas amostras se subdividiam em 43 tumorais de diferentes subtipos e 43
bordas ndo tumorais adjacentes a esses tumores. As amostras compreendem em 9
luminal A, 9 luminal B, 7 luminal B HER2+, 4 HER2+ e 14 triplo negativo. A
classificacdo clinica do tumor de mama € baseada na expressao dos receptores de
estrogénio e progesterona, os quais sdao denominados positivos para receptores
hormonais (luminal A, B e luminal HER2+) (75), na expresséo do receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano, que sdo os tumores HER2+ ou ainda tumores
gue ndo possuem nenhum dos receptores o qual é conhecido como triplo negativo

(75).

A partir de fragmentos de tumor provenientes do procedimento de resseccao
cirirgica, o RNA foi extraido e apés obtencdo do cDNA, a expressdo génica foi
analisada por meio do RT-gPCR. Utilizamos trés conjuntos de primers, um para STK3
total (flanqueando os exons 8-9), um para STK3 com a presenca do exon 7, a qual
chamamos STK3FL, (flanqueando os exons 7-8) e outro para STK347 (jungdo entre os

exons 6-8) (Figura 15A).



Exon 6 Exon 7 Exon 8

O‘

Exon 7
Q 015
P .
@5
T3
! 0.10 .
cQ
«@ ©
ow v
98 0.05 m .
O *
;l'- ®e TYVY :%
W  0.00 » . T -
N N Q’Jf i Q
Qfo Qfo
<2
D A%
- |
&, 0.10-
¥
® ~ 008
03 .
-c <
_g% 0.06{ o°
e~
SY 004{ o .
3 @ 0,024 ., % %
B l.-l ‘%‘ 9
& 000 » T 4 Riad .
N N o jS‘ N
¥ ¥
<
%
*
& 0104
™
¥
'Gg 0.08 m
e¢
o™~
g5 0.06 LN
e
L 004 =a®
uY 5 m
e "a
o 0.02 ®ogp0® $
o
i 0.00 . Ly
Grau 1/2 Grau 3

STK3 Exon 8-9

STK3 Exon 7-8

Exon 8

g 020
'_
w
(gug 0.15- v
L&
&2 0.10-
= ee® ® *
2% 0.05 R .
@
Pl e |
>
w  0.00 * : ; *¥ T
074 x i >
FOF @ R
& &
0\2‘ &
E N
&, 0.5
x v
u)d-
39 010
ga * *
S0
ou .
%::Z_: 0.05- ';‘%_.L' .
o EgEl At %
S at L3044
X 000l —e . . "
x % e
N PP SR
& &
&
Y
2 0454 *
o~
E [ ]
8
g7 0d0- . -
o< :
H .
8e 0.05- E "
7]
2 '.o. l.jEﬁl
e . uu
W  0.00 LT

Grau 1/2 Grau 3

75

Figura 15 - Expressdo do mRNA de STK3 total e STK3™- em amostras da mama de pacientes. (A)
Esquema mostrando o primer que flanqueia STKS3 total, nos exon 8-9 e STK3F nos exons 7-8. Os
resultados significam que a maior expressdo STK3FL esta relacionada a maior retencdo do exon 7. (B)
Expressao de STKS3 total em amostras tumorais, utilizando os primers que se anelam nos exon 8-9, em
diferentes subtipos de cancer de mama: luminal A (LA), luminal B (LB), luminal B com HER2 positivo
(LBHER2+), HER2 positivo (HER2+) e triplo negativo (TN). O grafico mostra que a expressédo de STK3
total diminui com a agressividade do tumor. (C) Expressdo de STK3 total em tecidos adjacentes aos
tumores, utilizando os primers flanqueando os exons 8-9. (D) Expressdo de STK3F- em amostras
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tumorais mostrando que a retencao do exon 7 em relacéo a agressividade dos subtipos de tumores da
mama. (E) Expressdo de STK3-nas bordas ndo tumorais (BNT) adjacentes aos tumores mostrando a
retencéo do exon 7 em relagdo subtipos de cancer de mama. (F) O gréafico mostra que a retengédo do
exon 7, determinada pelo anelamento dos primers nos exons 7-8, € estatisticamente menor com o
aumento do grau histolégico do tumor e (G) nas bordas ndo tumorais 0 mesmo padrao foi observado.
Foi realizado teste de Mann-Whitney e considerado o p<0,05 significativo.

Para nos certificar que os primers estavam amplificando as sequéncias
corretamente, fizemos uma curva baseada em um plasmideo expressando STK3F- ou
STK347, Ao analisar os resultados, percebemos uma limitagdo metodolégica na
deteccado de STK347. O primer que deveria amplificar somente o plasmideo que
possuia a juncdo 6-8, também amplificava o plasmideo STK3FL onde a juncao 6-8
estava ausente. Assim, focamos nossas analises na expressao de STK3 total
utilizando o primer que flanqueia os exons 8-9 e na expressao de STK3F. utilizando o
primer que flanqueia os exons 7-8. Consideramos que menos sinal do primer para

STK3FL ha também menos inclusdo do exon 7, e mais sinal, mais retencéao.

Sabendo que as taxas de mortalidade estdo intrinsecamente relacionadas a
agressividade dos tumores (76), analisamos a expressao de STKS3 total em relacdo a
agressividade dos tumores. Observamos que a medida que a agressividade dos
subtipos tumorais aumenta (Figura 15B) a expressédo de STK3 total diminui. Também
separamos as amostras de bordas nao tumorais (BNT) de acordo com o subtipo do
tumor adjacente. Observamos que a expressdo de STKS3 total tende a se manter
uniforme entre 0s subtipos tumorais, entretanto, no HER2+ a expressdo aumenta
(Figura 15C). Similar a analise descrita anteriormente, analisamos a retengéo do exon
7 (STK3FL). Observamos uma tendéncia a diminuir a retencdo do exon 7 em relacéo
a agressividade dos subtipos tanto nos tumores de mama quanto nas bordas

adjacentes, exceto para HER2+ e TN (Figuras 15D e 15E). Os tumores de mama

ainda podem ser avaliados de acordo com o grau de diferenciacéo, o qual reflete o
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guanto as ceélulas tumorais ainda se assemelham as células do tecido normal. O grau
1 representa um tumor diferenciado com caracteristicas da mama normal. O grau 2 é
moderadamente diferenciado. O grau 3 € um tumor com baixa homologia ao tecido
epitelial normal, apresenta acentuado pleomorfismo celular e mitoses frequentes (77).
Buscamos entender se a retencdo do exon 7 variava de acordo com o grau histolégico.
Para isso, agrupamos os tumores de grau 1 e 2, devido ao baixo nimero de tumores
em ambos os graus, e comparamos a retencéo do exon 7 com os tumores de grau 3.
Foi observado uma diminuicao significativa da retencdo do exon 7 em tumores de grau
3 (Figura 15F), bem como, nas bordas ndo tumorais adjacentes a esses tumores
(Figura 15G). Esses resultados sugerem que pode existir uma relacdo entre a
progressdo da doenca e os baixos niveis do exon 7 quando analisamos a expressao
de STK3 utilizando os primers que flanqueiam o exon 7 e sua relacdo com o grau do
tumor. Entretanto, tal afirmacéo precisa ser respaldada por um namero maior de

amostras e primers exclusivos para a jungao 6-8.

Com base na relevancia que STK347 apresentou nas amostras do TCGA,
analisamos doze amostras de pancreas, gentilmente cedidas pelo professor Eduardo
Reis do 1Q-USP. Das doze, 7 eram tumorais e 5 eram amostras ndo pareadas de
bordas adjacentes aos tumores (BNT). Vale salientar que, a comecar pelo cDNA,
todos os procedimentos nas amostras de pancreas foram idénticos as amostras de
mama. Inicialmente analisamos a expressao total de STK3 por meio do primer
anelando no exon 8-9 (Figura 16A). Observamos que existe uma tendéncia a ter
menos STK3 nas amostras tumorais que nas bordas adjacentes a tumores. Quando
analisamos a retengéo do exon 7, observamos a mesma caracteristica (Figura 16B).
Devido ao baixo numero de amostras nao foi possivel observar diferencas

significativas, contudo, o fato de haver menor retengcdo do exon 7 em amostras
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tumorais, corrobora com os resultados mostrados anteriormente e reforca a ideia de

gue a exclusdo do exon 7 € caracteristico de tumor.
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Figura 16 - O exon 7 tem menor retencdo em amostras tumorais de pancreas. (A) Expressédo de
STK3 total em amostras de pancreas tumorais ou em bordas ndo tumorais adjacentes a tumores (BNT).
(B) Retencao do exon 7 em amostras tumorais ou em bordas ndo tumorais adjacentes a tumores (BNT).

4.5.MST2A7 parece contribuir para a formacéo de estruturas maiores

Células MCF10A, com as constru¢cdes MST2F- ou MST2%/, foram plaqueadas
em uma matriz extracelular rica em laminina (Matrigel) conforme descrito nos
materiais e métodos. Um dia apds o plaqueamento as células foram induzidas com 50
ng/mL de doxiciclina. Ap6s 21 dias de cultivo, imagens foram adquiridas no
microscopio LEICA DMI8 (Figura 17A) e posteriormente a area das estruturas foram
quantificadas usando o um workflow computacional na linguagem de programacao
Python (Figura 17B). A formacé&o de limen esperada em 15 dias para esse tipo celular
nao foi observada nem com 21 dias de cultivo, contudo, procedemos com as analises
a fim de quantificar a area das estruturas formadas. Esse experimento foi realizado
em duplicatas independentes e no grafico mostramos o N1 em azul, o N2 em laranja

e a média da area das estruturas (azul ou laranja) em circulos grandes.
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Independentemente da superexpressao, as estruturas formadas pela célula MST24/
foram maiores que o empty induzido e MST2F- induzida ou néo (Figuras 17A e 17B).
As células MCF10A transfectadas com o vetor vazio (empty) quando induzidas com
doxiciclina teve uma reducéo na area das estruturas no N1 mostrando que a droga de
inducdo apresentou um efeito na reducdo da area da estrutura (Figura 17B). Para
MST2F a indugdo ndo provoca nenhum efeito no N1, mas no N2 é possivel observar
uma diminuicdo na area das estruturas (Figura 17B). Nesse ensaio de inducéo,
mesmo quando a doxiciclina ndo esta presente, ha um pequeno escape ha expressao
da proteina, contudo, como vimos até agora, quando a proteina é induzida o efeito
observado é claramente maior. No ensaio 3D, as células MST227 ndo obedecem aos
sinais antiproliferativos da matriz mesmo em concentracdes baixas (Figuras 17A e
17B). Este dado associado a capacidade anti-morte, mostrado no ensaio live and
dead, fortalece a hipétese de que MST227 pode contribuir para a capacitacdo das
células incipientes por meio da evasdo dos supressores de crescimento e resisténcia

a morte.
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Figura 17 - A superexpressao de deMST2%” induz a formacdo de estruturas 3D maiores. (A)
Células MCF10A expressando ou ndo as construcdes MST2F-e MST247 em matriz extracelular rica em
laminina (Matrigel). Mesmo sem indugdo com doxiciclina MST227 apresenta maior area. (B)
Quantificacdo da area das estruturas em cada condicdo (NUmero de estruturas analisadas: Empty O
ng/mL= 60 e_50 ng/mL= 62; MST2F- 0 ng/mL = 34 e 50 ng/mL = 51; MST2270 ng/mL = 75 e 50 ng/mL
= 80).

4.6.Hipotese do papel de MST247 na progresséo maligna

Tomados em conjunto, os dados aqui apresentados e os dados da literatura
sugerem que o MST2F- é uma proteina importante no direcionamento a morte celular.
No entanto, se a parte do dominio quinase, codificada pelo exon 7, estiver ausente,
esse mecanismo fica comprometido e a proteina perde sua funcdo quinase, e
regulacdo da morte e a diminuicdo na proliferacdo celular. Ademais, o ensaio 3D
mostrou que apenas com o vazamento do sistema de inducdo, as células que
expressam MST227 apresentam resisténcia os sinais inibitérios da matriz extracelular

e formam estruturas desorganizadas e com area superior a MST2FL,

Dessa forma, acreditamos que MST2%7 seja relevante principalmente no inicio
da aquisicdo das caracteristicas propulsoras da transformacdo maligna. Neste
processo, o desbalanco entre o direcionamento para a morte ou sobrevivéncia podem
permitir a proliferacao de células defeituosas bem como a progresséao tumoral (Figura

18).
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Transformagao maligna Transformagéo maligna

MST2% (ativa)

Morte celular: Crescimento tumoral restrito Progressdo tumoral

Figura 18 - Hipdtese sobre o papel de MST2% na transformagdo maligna. No processo de
transformacgdo maligna, células anormais sdo dirigidas a morte e MST2F- é uma proteina importante
gue contribui para esse processo. Quando a parte do dominio quinase codificada pelo exon 7 esta
ausente, a proteina é inativada impedindo diversas fung@es. Os dados aqui apresentados mostram que
a proteina MST247 gerada ndo é capaz de induzir a morte celular, bem como, ndo obedece aos sinais
inibitérios da matriz extracelular podendo contribuir para a progressédo maligna das células.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho descrevemos uma nova isoforma da proteina MST2 originada
de um splicing alternativo do gene STK3, onde todo o exon 7 é perdido. STK347 é
encontrado em tumores e a sua presenca correlaciona com menor sobrevida de
pacientes com cancer de pancreas. A proteina MST227 tem fungéo quinase reduzida,

insensibilidade a morte e resisténcia aos sinais de controle de crescimento.

As proteinas MST1/2 canbnicas sofrem ativacdo em seu respectivo loop de
ativacdo dependente de autofosforilacdo. Esse mecanismo ndo requer quinases
upstream, contudo a homo ou heterodimerizacdo € um ponto critico para
autofosforilacdo na treonina 180 de MST2 (55). No ensaio de precipitacdo por
afinidade, MST2%7 foi capaz de se ligar a MST1 em niveis mais altos que a verséo
completa de MST2. Entretanto, embora o dominio SARAH em MST22’ esteja intacto,
permitindo que a homo ou heterodimerizacdo aconteca, o papel quinase de MST2
depende também da funcdo de outros residuos de aminoacidos. Ni e colaboradores
(2013) (55) observaram que a mutacdo da fenilalanina 231 para uma alanina inibe
severamente a autofosforilacdo de MST2 na treonina 180, enquanto a fosforilacao de
MOB1 também era defeituosa. O exon 7 contém 138 pb, que codificam residuos de
aminoacidos no dominio quinase, abrangendo residuos desde a alanina 229 até a
lisina 274. Sendo assim, a auséncia de fosforilacdo de MST2 na treoninal80, bem
como, a diminuicdo de pMOB1, quando MST2%/ foi expresso, pode ser devido a forte
influéncia da fenilalanina 231 excluida em MST247. A estrutura planar do anel
benzénico da fenilalanina, em conjunto com sua natureza altamente hidrofébica
contribuem para a estrutura tridimensional, estabilidade e funcionamento da proteina
(78), assim, com a auséncia desse residuo a estrutura tridimensional do dominio

quinase pode ser perdida prejudicando sua funcdo. Além disso, o dados da diminuicédo
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da fosforilacdo em MOB1, a forte precipitagdo de MST1 em conjunto MST24 somados
aos dados da literatura, nos levam a sugerir que MST22’ continua sendo capaz de
formar dimero, porém perde sua capacidade de autofosforilacdo e consequentemente
sua atividade quinase, o que nos leva a sugerir que MST2% possa atuar como
dominante negativo (79). Efeitos de dominantes negativos podem contribuir para o
surgimento de doencas graves. Na sindrome de Hiperimunoglobulina E (HIES), por
exemplo, as proteinas STAT3 mutantes formam um complexo com STAT3 selvagem,
prejudicando sua ligacdo ao DNA e ativando genes como os da resposta inflamatoria

no figado (80).

A expressdo de MST2- aumentou a fosforilagcéo de YAP e LATS1/2 expressos
em células HEK293 (55). No entanto, ndo observamos o mesmo efeito. Entretanto,
nas células expressando MST22” LATS e YAP foram menos fosforilados. Ni e
colaboradores (2015) (56) sugerem que a presenca de fosfatases em células epiteliais
humanas pode influenciar os padrbes de fosforilacdo em relacédo a outras células, por
exemplo bacterianas. Além disso, as MAP4Ks também podem fosforilar diretamente
LATS1/2 em seus motivos hidrofébicos resultando em sua ativacdo e,
consequentemente, na fosforilagdo de YAP independente de MST2 (72). Outro fato
que pode justificar a baixa influéncia da supreexpressdo de MST2- na fosfoforilagédo
de LATS é que essa proteina também pode sofrer influéncia da rigidez da matriz em
células MCF10A culminando na fosforilagdo de YAP e na inibicdo da proliferacao

celular (62,81).

Desde o inicio dos estudos das quinases centrais da via Hippo até dados
recentes, a participacdo das MST1 e MST2 na morte celular tem sido destacada

(73,82). Mostramos aqui que MST22" perde a funcdo de induzir morte celular,



85

fendmeno que é observado com a superexpressdo de MST2F-. Matsumoto e colegas
(2014) (83) demonstraram que Knockout de MST2, mas ndao MST1, diminuiu
significativamente a morte de células fotorreceptoras apds descolamento da retina e
diminuiu a ativacdo de caspase-3. Neste trabalho, eles avaliaram o papel do MST1/2
na neurodegeneracao, ja que a morte das células fotorreceptoras é a causa final da
perda de visdo no descolamento da retina. Usando um modelo animal de
descolamento de retina, eles viram através do ensaio TUNEL que a densidade de
células TUNEL-positivas para Knockout de MST2 era menor do que no tipo selvagem,
sugerindo que o bloqueio de MST2 pode suprimir a morte de células fotorreceptoras
(83). MST1/2 podem atuar na morte celular por meio de diferentes mecanismos que
independem da via Hippo. Cheung e colaboradores (2003) (84) mostraram que a
versao completa de MST1 fosforilou a histona H2B na serina 14. Essa fosforilacédo &
catalisada pelo fragmento amino-terminal de MST1, oriundo da clivagem pela
caspase-3, que se transloca para o nucleo. Contudo, quando houve uma mutacao na
lisina 59 do dominio quinase a fosforilacdo nao ocorreu (84). Mais tarde foi visto que
MST1 clivado por caspase é capaz de induzir apoptose por meio da via JNK(85). No
presente estudo ndo aprofundamos no tipo de morte induzida por MST2F-., Contudo,
independentemente do mecanismo de morte acionada, a perda desta fungcdo em
MST22" pode dar vantagens as células anormais, contribuindo para o surgimento do
cancer, uma vez que a resisténcia a morte celular configura um desequilibrio na
homeostase celular (1,86). Fizemos o ensaio de morte em duas linhagens diferentes:
linhagem de células n&o malignas da glandula mamaria humana e a uma linhagem de
células de osteosarcoma. Independente da linhagem, a o padréo na taxa morte celular
em resposta a superexpressdo de MST2F- e MST24 foi semelhante. Contudo,

observamos que nas células de osteosarcoma, a resposta da superexpressao de
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MST2- na morte € menor que em MCF10A. Tal fato pode ocorrer devido ao
desbalanco epigenético e genético existente desde a transformacdo maligna, assim
estas células ndo sado tdo sensiveis ao estimulo de morte quanto as células néo

malignas ou em processo de tumorigénese.

Contraditorio a linha conservadora de que a morte de células potencialmente
perigosas é preventiva para o desenvolvimento tumoral, aparece a visdo da morte
celular como um meio de selecdo de clones potencialmente agressivos. Labi e
Erlacher (2015) (87) levantaram a hipotese de que a apoptose pode ser um dos
principais impulsionadores da expansdo clonal em ambiente de pressao seletiva
continua. Neste contexto, a apoptose poderia ser um condutor na evolucdo tumoral e
uma marca da doenca agressiva, sendo potencialmente relevante na transformacao
maligna (87). Por outro lado, a viséo tradicional do desenvolvimento tumoral, ainda é
verdadeira em diversos aspectos. Além da desregulacdo do apoptose, a proliferacéo
sustentada é outra vantagem que potencializa a transformacdo maligna de células
incipientes (3). Nossos dados mostraram que, a superexpressdo de MST2F- além de
aumentar a morte celular ainda diminui a proliferacdo em células MCF10A. Dessa
forma, tomados em conjunto, nossos dados indicam que a perda da funcdo de
MST2%7, tanto na morte celular quanto na diminuicdo da proliferacéo, pode garantir

maior vantagem a clones de células anormais resistentes a morte.

Varios estudos sobre cancer tém demonstrado que o splicing alternativo tem
papéis importantes no desenvolvimento e progndéstico do cancer (88-90) e o exon
skipping € o evento mais predominante, representando 27,1% deles (91). Dados da
literatura mostraram que o skipping do exon 14 faz com que o gene MET seja mais

ativado e mais sensivel a inibidores especificos (92,93). Para confirmar se STK32/
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estava presente em pacientes e se poderia apresentar algum potencial clinico,
analisamos amostras de RNAseq depositadas em TCGA e GTEX. Encontramos
STK347 em muitos tipos de cancer. Além disso, nossas analises mostraram que a
sobrevida especifica de pacientes com cancer pancreatico foi reduzida quando houve
a exclusdo do exon 7. Para os demais canceres, embora néo significativo, € possivel
ver uma tendéncia a diminuir a sobrevida especifica da doenca com a expresséo
STK3A7. Para o BRCA, nao vimos a mesma relacao, contudo a literatura mostra que é
necessario um longo periodo de acompanhamento para analisar a curva de
sobrevivéncia especifica de doenca em pacientes BRCA, assim, a auséncia de
associacao significativa entre sobrevida e expressao de STK347 em nossos dados,

pode estar inteiramente relacionada a este fato (94).

Embora ainda necessite estudos adicionais que confirmem a importancia de
MST227 para o cancer pancreas, esse resultado pode lancar luz sobre alguns dos
principais problemas deste tumor que é o diagndstico precoce e terapias especificas
(95). Uma vez confirmada a real importancia desta isoforma no pancreas, novas
formas de diagndstico precoce e terapia podem surgir baseada na expressdo de
STK347, como por exemplo a deteccdo de MST227 por meio de anticorpos especificos
e 0 uso de oligonucleotideos antisense, similares aos que ja sdo usados em diversas

doencas para incluir exons (26,30,32,96).

O diagnéstico precoce é uma das principais vias de sucesso para a cura da
maioria das doengas. Nesse contexto, o estadiamento do cancer € a “pedra angular”
do atendimento do paciente (97). Uma revisdo de pesquisadores da universidade de
Toronto (2016) (98) apontou seis objetivos do estadiamento tumoral: planejamento de

tratamento, indicagdo de prognostico, avaliacdo dos resultados do tratamento, troca



88

de informacdes entre centros de tratamento, investigacdo de malignidades humanas
e controle do cancer. Sabendo desta importancia, decidimos analisar os tumores do
TCGA que tinham expressdo de STK3%/, em relacdo ao estadiamento. Nao
encontramos nenhuma relacdo significativa entre a porcentagem de presenca de
STK347 e o0 estadiamento do tumor. Contudo, observamos uma tendéncia a ter mais
da isoforma nos estagios Il e Ill na maioria dos tumores. Esse fato, reafirma nossa
ideia de que STK327 pode apresentar maior impacto nos estagios iniciais dos tumores.
Contudo, uma vez que o tumor ja esta estabelecido, como mostrado nos dados de

pancreas, STK327 pode contribuir para um pior progndstico da doenca.

Como ja mencionamos, o splicing alternativo tem um papel importante na
diversidade de proteinas. Somado a este fato, as mutacées no DNA por si sO, ndo sado
suficientes para explicar o comportamento tumoral, necessitando assim de outros
mecanismos que contribuem para o melhor diagnostico e terapia do cancer. Nesse
contexto, ja foi demostrado que o splicing pode afetar os genes por meio de
modificacdes pos-traducionais, remocédo ou alteracdo dos dominios das proteinas e
no truncamento de proteinas impactando diretamente no comportamento tumoral (91).
A partir deste conhecimento, analisamos amostras de pacientes presentes no GTEX
afim de entender a inclusdo de STK327 em tecidos normais. Surpreendentemente,
observamos que a nova isoforma é uma caracteristica preferencialmente de cancer
nos dois tecidos analisados, mama e pancreas. Essa especificidade pode fornecer

caminhos relevantes para o diagnéstico precoce e para a terapia do cancer.

Apos saber que STK347 é uma isoforma caracteristica de cancer, analisamos
se ela era diferencialmente expressa nos subtipos tumorais da mama, uma vez que

cada um dos subtipos possui caracteristicas diferentes que impactam na sua
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agressividade. O subtipo luminal A possui crescimento lento e geralmente tem boa
resposta as terapias. Eles sdo caracterizados pela baixa expressdo de Ki-67
(marcador de proliferacéo celular), auséncia da proteina HER2 e presenca do receptor
de estrogeno e progesterona (75). Por outro lado, o subtipo luminal B, tem alta
expressao de Ki-67 (maior que 20%) e menor expressao dos receptores de estrogénio
que os luminais A o que pode explicar o seu crescimento rapido bem como pior
prognaéstico em relacdo ao luminal A (75,99). O Subtipo HER2+ representa de 10-15%
dos canceres de mama (75) é agressivo e possui crescimento rapido. Ele pode ser
HER2+ luminal, o qual além do receptor HER2 ainda expressam receptores de
estrogeno e progesterona e possui Ki-67 de 15-30% ou HER2 enriquecido, o qual
possui pior prognastico e tem Ki-67 maior que 30% (75). O triplo negativo ndo possui
nenhum dos receptores hormonais, € uma neoplasia altamente proliferativa,

caracterizada pela sua agressividade, deteccao tardia e recidiva precoce (75).

A expressao do mRNA do gene STK3 em cancer de mama tende a diminuir de
acordo com a agressividade dos subtipos. Essa relagéo néo foi observada em bordas
nao tumorais. Ao avaliar a retencdo do exon 7, percebemos que para os tecidos com
cancer, também se observa uma tendéncia a diminuir a expressdo em relacdo a
agressividade dos subtipos. Para as bordas ndo tumorais, também existe uma
tendéncia na diminuicdo da retencdo do exon 7 de acordo com a agressividade dos
tumores. Esse dado é interessante pois as bordas ndo tumorais adjacentes aos
tumores, ndo podem ser consideradas normais. Dessa forma, a menor inclusdo do
exon 7 pode impactar na recidiva de tumores de mama a longo prazo, por meio da
capacitacdo das celulas incipientes na resisténcia a morte, por exemplo.

Diferentemente da nossa ideia que evidencia a participacdo de STK327 nos estagios

iniciais do tumor, amostras com maior grau histolégico apresentaram diminuicao



90

significativa na inclusdo do exon 7. Contudo, outros experimentos onde os primers

sejam especificos para a juncéo 6-8 S0 necessarios para comprovar essa relacao.

De todo modo, o estadiamento tumoral € uma variavel prognostica importante
para o planejamento do tratamento bem como para tracar o potencial de cura do
paciente. Nos estadios iniciais do cancer de mama a sobrevida da paciente em 10
anos é de mais de 90%. Oposto a isso, ho cancer metastatico a sobrevida relativa de
5 anos é de apenas 25% (98). Assim, quanto mais cedo o paciente for diagnosticado

melhores chances ele tem de vida.

Analisamos também amostras de pancreas e foi observado uma tendéncia a
diminuicdo na expressao de STK3 total e na retencdo do exon 7, tanto nas amostras
tumorais quanto nas bordas ndo tumorais. Como dito anteriormente o ensaio de qPCR
em amostras de pacientes apresentou falhas metodologicas e acreditamos que a
melhor forma de quantificar essa isoforma seria por meio de uma sonda Tagman,
especifica para o exon 7. Assim, para futuros experimentos com essas amostras

usaremos uma metodologia mais eficiente para responder nossas perguntas.

Tomados em conjunto, a descoberta por marcadores especificos torna-se cada
vez mais necessarios. Embora necessite de mais resultados que suportem o papel de
MST227 como um marcado especifico cancer e um alvo terapéutico, acreditamos que

a nova isoforma tenha grande potencial para tal funcéo.
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CONCLUSAO

1-

Ao estudar linhagens ndo malignas e malignas de células epiteliais da
mama, identificamos uma nova variante produto de splicing alternativo.

A isoforma néo anotada do gene STK3 humano devido ao salto do exon 7
gera uma proteina de menor tamanho a qual chamamos MST22%,

MST22" ndo foi capaz de fosforilar seu alvo, MOB1. Além disso, LATS e
YAP, embora possam ser fosforilados por outras vias, também tiveram sua
fosforilagdo diminuida com superexpressdo de MST2%7,

MOB1 também ndo precipitou com MST2%’, o que pode explicar a
importancia do exon 7 para que a interacdo MST2-MOB aconteca.

MST227 precipitou com MST1 mostrando que mesmo sem o exon 7 MST2
pode interagir com proteinas MST. Essa caracteristica pode dar a MST22/
um efeito de dominante negativo, tem capacidade para formar dimeros, mas
€ incapaz de desempenhar sua funcao.

A excluséo do exon 7 leva a perda da capacidade de MST2 de induzir morte
celular quando superexpresso.

A superexpressdo de MST2FL diminuiu significativamente a proliferacédo
celular, contudo, a superexpressdo de MST227 néo foi capaz de provocar
esse mesmo efeito.

STK3A7 esta presente em diversos tipos tumorais e é preferencialmente
expresso em amostras tumorais de mama e de pancreas em comparacao
com 0s mesmos 0rgdos sem a doenca.

A presenca de STK347 correlacionou com menor sobrevida de pacientes

com cancer pancreatico indicando o potencial terapéutico desta isoforma
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10- A superexpressdo de MST2%” em culturas 3D induz a formacdo de
esferoides maiores, e indica que a nova isoforma pode impactar arquitetura
dos &cinos da glandula mamaria.

11-Devido a expressao quase gue exclusiva em tumores de pancreas e mama,
atividade bioquimica e celular perturbada, STK327 pode ser um alvo
interessante para o diagnodstico precoce do cancer e para terapias
especificas alvejando o processo de splicing alternativo que gera a

isoforma.
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