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Resumo

O cancro colorretal € um dos tipos de cancro com maior incidéncia a nivel mundial e também dos mais
mortiferos, sendo 0 seu prognostico tanto mais limitado quanto mais avangado for o estado da doenca.
A GTPase Racl encontra-se sobre-expressa em varios tipos de carcinoma, nomeadamente colorretal e
a desregulacdo da sua sinalizagdo celular tem sido associada a transformacéo maligna. Em particular, o
eixo de sinalizacdo Rac1/PAK1 encontra-se alterado em cerca de 60% dos tumores solidos, estando esta
alteracdo associada a tumores mais agressivos e invasivos, com prognosticos clinicos mais
desfavoraveis, consequentes, muitas vezes, do desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia. Para
além disto, Rac1/PAK1 é também responsavel pela ativagdo de varias vias de sinalizacdo que conduzem
a regulacdo da expressdo génica, facto que tem adquirido cada vez mais destaque no estudo da
progresséo tumoral.

O laboratério de acolhimento descreveu, em células de carcinoma colorretal, uma nova via de
sinalizagdo em que a ativacdo de Racl/PAK1 promove um switch transcricional entre o repressor BCL6
e o ativador STATS5, levando a um aumento da expressao génica. Assim, de forma a identificar todos os
locais do genoma nos quais a expressdo génica poderia ser modulada por esta via, 0 grupo de
investigacdo utilizou uma abordagem inovadora de analise de dados de ChIP-seq, explorando a
seletividade do switch transcricional, BCL6/STAT5. No presente estudo pretendeu-se validar
experimentalmente esta nova abordagem de analise de dados de ChlP-seq, procurando, entre 0s
multiplos “hits” encontrados, um conjunto de genes cuja modulacdo da expressao por esta via pudesse
elucidar algumas das consequéncias pro-oncogeénicas da sobre-ativagdo de Racl e PAK1 observada em
tumores agressivos com mau prognostico.

Os nossos resultados identificaram 2402 genes que respondiam ao switch BCL6/STAT5 aquando da
estimulacdo da via Racl/PAK. Destes, selecionaram-se para validacdo experimental um conjunto de 15
genes, para 0s quais 0s picos detetados resumiam as caracteristicas da totalidade dos picos identificados
no que respeita a parametros como dimensdo, amplitude, localizac&o relativa ao respetivo gene, entre
outros. Como era esperado, com base em estudos prévios, a variagdo na expressdao dos genes
identificados, em resposta a manipulacdo do estado de ativacdo da via Racl/PAK1 € ligeira, ndo
ultrapassando trés vezes os valores basais. Curiosamente, alguns destes genes exibiam uma diminuigao
dos niveis de expressao aquando da ativacdo da via Racl/PAK1 e o comportamento contrario na sua
inibicdo. Uma analise mais detalhada das sequéncias delimitadas pelos picos correspondentes, permitiu
identificar dois sub-motivos distintos para 0s genes que respondiam de forma positiva e negativa a
ativacdo da via Racl/PAKL, dentro do motivo consensus geral de ligacdo ao DNA dos fatores BCL6 e
STATS. Em paralelo, realizou-se uma anélise de agrupamento funcional, tendo-se observado um
enriguecimento dentro da lista de genes identificados de genes envolvidos na resposta e reparacdo de
danos no DNA. Os picos correspondentes a estes genes continham o sub-dominio de resposta positiva
a estimulacdo da via Rac1l/PAK1 e a analise funcional da sua expressdo demonstrou que os niveis de
todos eles aumentavam em resposta a ativacdo da via e diminuiam aquando da inibicdo da via. A
avaliacdo do impacto fisioldgico da ativacéo destes genes em células de carcinoma colorretal (DLD1)
pelo ensaio do cometa, aquando da ativacdo da via Racl/PAKL, revelou que esta via confere uma
protecéo parcial aos danos induzidos pelo tratamento com o agente alquilante sulfonato de etil-metano
(EMS), acelerando o processo de reparacdo dos mesmos. De notar é o facto de que a inibicdo desta via
com o inibidor seletivo de Racl, EHT1846, blogueia significativamente a reparacdo dos danos
genoémicos, promovendo mesmo 0 seu agravamento.



Este trabalho veio demonstrar que a nova estratégia de andlise de ChlP-seq permite a identificacdo de
pequenas variagdes transcricionais como a que advém da resposta transcricional ao switch
BCL6/STAT5, modulada pela via Racl/PAK1. Revelou, ainda, o papel da via de sinalizacédo
Racl/PAK1-BCL6/STATS na resposta e reparacdo de danos no DNA, sugerindo que a sua inibigdo
farmacoldgica poderé ter aplicagdo terapéutica no cancro, nomeadamente na potenciacdo dos efeitos de
determinados agentes quimioterapicos com efeitos genotédxicos.

Palavras-chave: cancro colorretal; Racl/PAK1; BCL6/STATS; ChlP-seq; resposta e reparacdo de
danos no DNA.



Abstract

Colorectal cancer is one of the most prevalent types of cancer worldwide and also one of the most
deadly malignancies, with its prognosis being poorer the more advanced the state of the disease.
The GTPase Racl is overexpressed in several types of carcinoma, namely in colorectal cancers, and
the dysregulation of its cellular signaling has been tightly associated with malignant transformation.
In particular, the Rac1/PAK1 signaling axis is altered in about 60% of solid tumors, this alteration
being associated with more aggressive and invasive tumors, with more unfavorable clinical
prognosis, often resulting from the development of resistance to chemotherapy. In addition,
Racl/PAK1 is also responsible for the activation of several signaling pathways that lead to the
regulation of gene expression, an aspect that has become increasingly prominent in the study of
tumor progression.

The host laboratory described, in colorectal carcinoma cells, a new signaling pathway in which
activation of the Racl/PAK1 pathway promotes a transcriptional switch between the BCL6
repressor and the STATS activator, leading to increased gene expression. Thus, in order to identify
all sites in the genome in which gene expression could be modulated by this pathway, the research
group used an innovative ChlP-seq data analysis approach, exploring the selectivity of the
transcriptional switch, BCL6/STATS. In the present study, we aimed to experimentally validate this
new approach of ChlP-seq data analysis, searching among the multiple hits identified for a set of
genes for which the modulation of their expression by this pathway could elucidate some of the pro-
oncogenic consequences of the Rac1l/PAK1 over-activation observed in aggressive tumors with
poor prognosis.

Our results identified 2402 genes responding to the BCL6/STATS switch upon stimulation of the
Racl/PAK pathway. From these, a set of 15 genes were selected for experimental validation, since
their corresponding ChlP-seq peaks summarized the characteristics of overall identified peaks with
respect to parameters such as size, amplitude, location relative to the respective gene, among others.
As expected, based on previous studies, the variation in expression levels of the selected genes was
small in response to the manipulation of the Rac1/PAK1 pathway activity, not exceeding three times
the baseline values. Interestingly, some of these genes exhibited a decrease in expression upon
activation of the pathway and the opposite behavior in its inhibition. A more detailed analysis of
the sequences delimited by the corresponding peaks allowed to identify two distinct DNA-binding
sub-motifs for the genes that responded positively and negatively to the activation of the
Racl1/PAK1 pathway, within the general DNA binding consensus factor for BCL6 and STATS
factors. In parallel, a functional clustering analysis was performed, and enrichment in genes
involved in DNA damage response and repair was observed within the identified 2402 gene list.
Peaks corresponding to these genes contained the subdomain of positive response to Racl/PAK1
pathway stimulation and the functional analysis of 4 of these for their expression levels
demonstrated that all increased in response to Racl/PAK1 pathway activation while inhibition of
the pathway led to a decrease in their expression. The evaluation of the physiological impact of the
activation of these genes in colorectal carcinoma cells (DLD1) by the comet assay, upon activation
of the Rac1/PAK1 pathway, has shown that this pathway provides partial protection against damage
induced by treatment with alkylating agents such as EMS, accelerating the process of DNA damage



repair. Of note is the fact that inhibition of this pathway with the selective Racl inhibitor, EHT1846,
significantly blocks repair of genomic damage, even increasing its severity.

This work demonstrated that the new strategy for ChlP-seq data analysis allows the identification
of small transcriptional variations such as that derived from the transcriptional response to the
BCL6/STATS switch, modulated by the Racl/PAK1 pathway. It also revealed a role of the
Racl/PAK1-BCL6/STATS5 pathway in the response to DNA damage and repair, suggesting that its
pharmacological inhibition may have therapeutic application in cancer, namely in potentiating the
effects of chemotherapeutic agents with genotoxic effects.

Keywords: colorectal cancer; Racl/PAK1; BCL6/STATS; ChlP-seq; Response to and repair of DNA
damage.
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1. Introducéo

1.1. Cancro Colorretal

O cancro colorretal (CRC) € o terceiro tipo de cancro com maior incidéncia a nivel mundial,
especialmente em paises desenvolvidos, com mais de 1 milhdo de novos casos todos os anos (De Rosa
et al. 2015), e é também um dos mais mortiferos, encontrando-se em quarto lugar como principal causa
de morte por cancro (Brenner, Kloor, and Pox 2014).

O prognéstico de doentes com cancro colorretal tem evoluido favoravelmente nas Gltimas décadas,
apresentando taxas de sobrevivéncia ao fim de 5 anos de 50%, no entanto, varia bastante com o estadio
em que a doenga é detetada. Caso a detecdo ocorra numa fase inicial da doenga, em que o tumor se
encontra confinado a parede do intestino, a ressec¢do cirurgica é normalmente curativa, com taxas de
sobrevivéncia ao fim de 5 anos de 90% ou mais. Todavia, no estado IV da doenca, onde ja existem
metastases distantes, este valor desce para 15% (Watson 2006).

Os principais fatores de risco incluem a histéria familiar de cancro colorretal ou doenca inflamatéria do
intestino e fatores relacionados com o estilo de vida, como dieta, obesidade e diabetes, sedentarismo,
tabagismo e consumo excessivo de alcool (Chen et al. 2016).

A maioria dos tumores colorretais esporadicos decorre da acumulagdo progressiva de alteragdes
genéticas e epigenéticas, em oncogenes especificos ou genes supressores de tumor, que conduzem a
transformacdo do epitélio normal do célon em adenocarcinoma do colon (Grady 2004). Assim,
tipicamente o CRC tem origem numa lesdo precursora pré-maligna que hiperprolifera dando origem a
um adenoma benigno, que evolui para carcinoma e metastiza ao longo de um periodo de 10 anos
(sequéncia adenoma-carcinoma) (De Rosa et al. 2015). Ao nivel molecular, o evento inicial do processo
tumorigénico do CRC tem origem na mutacdo do gene APC (adenomatous polyposis coli), que se
verifica em mais de 70% dos casos, seguida de mutagdes ativadoras do oncogene KRAS e mutacoes
inibitorias do gene supressor de tumor TP53. Estas mutagfes oncogénicas sdo frequentemente
acompanhadas de instabilidade cromossomal (Watson 2006; Brenner, Kloor, and Pox 2014). Os
restantes CRC esporadicos, cerca de 15%, desenvolvem-se através de outros eventos moleculares,
nomeadamente, instabilidade de microssatélites, caracterizada por defeitos nos mecanismos de
metilacao e reparacdo de DNA (Watson 2006; De Rosa et al. 2015).

Nos ultimos anos, outras alteracBes genéticas e moleculares relevantes tém sido identificadas no
processo tumorigénico colorretal, entre as quais se encontram as alteracBes na sinalizacdo celular
regulada pelas Rho-GTPases (Espina et al. 2008).

1.2. Rho-GTPases e a sua importancia

A familia Rho de GTPases de baixa massa molecular (~21kDa) constitui um importante subgrupo da
superfamilia Ras, cujo arquétipo é o proto-oncogene Ras. Tal como as proteinas Ras, as Rho-GTPases
funcionam como “interruptores” moleculares que amplificam e convertem sinais extracelulares em
respostas celulares, fazendo parte de uma vasta rede de vias de sinaliza¢do. Por esta razdo, as Rho-



GTPases estdo envolvidas na regulacdo de processos celulares tdo diversos como a proliferacdo e
apoptose, organizacao do citoesqueleto, adesdo e polaridade celulares, trafego membranar e transcri¢ao
génica (Benitah et al. 2004).

No geral, as Rho-GTPases sdo ativadas na sequéncia da ligagdo de ligandos especificos a recetores de
fatores de crescimento, de citocinas, de hormonas, ou recetores acoplados a proteina G (Fritz and
Henninger 2015). O seu mecanismo de acdo é regulado através de um ciclo de alteracdo conformacional
entre uma conformagéo inativa e uma ativa, dependente da ligacdo a guanosina difosfato (GDP) ou a
guanosina trifosfato (GTP), respetivamente (Rossman, Der, and Sondek 2005). Uma vez no estado ativo
sdo capazes de se ligar e interagir com varias moléculas efetoras, como as proteinas cinase p21 (PAK
do inglés, p21-activated kinase), iniciando cascatas de sinalizac¢do a jusante, que culminam na resposta
celular correspondente, até que uma hidrolise de GTP a GDP induza a inativacdo da GTPase e, assim,
termine a transducéo do sinal (Manneville and Hall 2002). Esta transicdo entre o estado ativo e inativo
desenrola-se na membrana plasmatica e é controlada in vivo por trés classes de proteinas reguladoras:
os fatores de troca de nucleétidos de guanina (GEFs) que estimulam a troca de GDP por GTP e assim,
promovem a ativacdo das Rho-GTPases, as proteinas estimuladoras da atividade catalitica da GTPase
(GAPs) e os inibidores de dissociagdo de nuclettidos de guanina (GDIs) que participam da sua
inativagdo (Rossman, Der, and Sondek 2005).

As Rho-GTPases contam com 22 membros (Rojas et al. 2012), dos quais RhoA, Racl e Cdc42 séo os
melhor caracterizados e principalmente conhecidos pelos seus efeitos no citoesqueleto de actina, com
consequéncias ao nivel da morfologia e mobilidade celular (Espina et al. 2008). Assim, a ativagdo de
RhoA promove a formagéo de fibras de acto-miosina, conhecidas como stress fibers, e adesdes focais,
enquanto que Cdc42 ativo induz a formacdo de filopodia, isto é, protuberéncias filamentosas na
membrana plasmatica, ricas em actina. Ja a ativacdo de Racl é conhecida por estimular a polimerizacao
de uma rede de filamentos de actina na periferia celular, resultando na extensdo da membrana plasmaética
e na formagdo de uma estrutura designada por lamellipodia (Hall 1998; Matos et al. 2000).

Embora ndo se conhegam mutacBes oncogénicas na familia Rho, existem vérias evidéncias que a
desregulacdo da sua sinalizacdo influencia uma grande variedade de processos celulares associados a
progressao tumoral, nomeadamente a transformacéo celular, sobrevivéncia, migragdo, metastizacéo e
angiogénese (Sahai and Marshall 2002; Del Pulgar et al. 2005). Assim, o papel das Rho-GTPases na
tumorigénese de varios tipos de cancro decorre da sobre-expressao de varios dos seus membros ou de
alteracBes na sua atividade, promovida, por exemplo, por mutacgdes ativadoras em alguns dos seus GEFs
ou em outros reguladores a montante (Fritz, Just, and Kaina 1999; Sahai and Marshall 2002; Ellenbroek
and Collard 2007). Por outro lado, também, a amplificacéo da sinalizacdo das Rho-GTPases, através da
alteracdo dos niveis de expressdo dos seus efetores a jusante, tem sido descrita para alguns tumores
(Benitah et al. 2004; Del Pulgar et al. 2005).

Em particular, existem vérias evidéncias que indicam que a sinalizacdo celular dependente de Racl
possui um papel essencial na transformacdo maligna (Espina et al. 2008), tendo-se encontrado sobre-
expressdo de Racl em alguns carcinomas, nomeadamente da mama, gastrico, do pulméo (Del Pulgar et
al. 2005) e colorretal (Espina et al. 2008). Curiosamente, para além dos seus efeitos na aquisi¢cdo de um
comportamento metastatico pelas células tumorais (Malliri, Kammen, and Clark 2002), o papel
especifico da sobre-expressdo de Racl no desenvolvimento tumoral tem vindo a ser cada vez mais
relacionado com a ativagdo de vias de sinalizagdo que levam a regulacao da expressao génica (Del Pulgar
et al. 2007).



1.3. Racl e sua sinalizacéo

A GTPase Racl é codificada pelo gene RACL, cuja delecdo é letal para os embriGes, evidenciando a
importancia das vias de transducdo de sinal em que participa, apresentando uma expressdo ubiqua
(Matos et al. 2000). Para além de regular a reorganizacéo do citoesqueleto de actina, controla também
processos celulares como a proliferagdo celular, adesdo e transcri¢do genica, interagindo com mdltiplas
moléculas efetoras (Jaffe and Hall 2005). A proteina cinase PAKL, por exemplo, foi das primeiras a ser
descrita e representa um dos seus principais efetores, estando envolvida na regulagdo do citoesqueleto,
adesAo celular e transcricdo (Bosco, Mulloy, and Zheng 2009). A semelhanca de Rac1, esta cinase tem
sido detetada sobre-expressa e/ou hiperativada em varios tumores humanos, sendo que a desregulago
da sua sinalizacdo tem sido associada a um aumento da capacidade de invasibilidade e de sobrevivéncia
das células tumorais (Rakesh Kumar, Gururaj, and Barnes 2006). De facto, estima-se que o eixo de
sinalizagdo Racl/PAKL1 se encontre alterado em cerca de 60% dos tumores solidos, estando esta
alteracdo frequentemente associada a progressao tumoral, invasdo e metastizacdo e, por conseguinte, a
tumores mais agressivos, com progndsticos clinicos mais desfavoraveis (Espina et al. 2008; Zhu et al.
2012), geralmente decorrentes do desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia (Bostner, Ahnstro,
and Sta 2007; Dokmanovic, Hirsch, and Shen 2009).

Adicionalmente, a sinalizacdo de Racl induz a ativacdo das proteinas cinase ativadas por mitogénios
(MAPK do inglés, Mitogen Activated Protein Kinase), p38 e JINK (do inglés, c-Jun N-terminal Kinase),
que estimulam a expressao génica ao aumentarem a fosforilagdo e ativacdo dos seus fatores de
transcricdo alvo, c-Jun, ATF, ELK e AP-1 (Bosco, Mulloy, and Zheng 2009). Outro exemplo do papel
de Racl na regulacdo da expressdo génica € a estimulacdo do fator de transcricdo NF-kB (do inglés,
nuclear factor kappa B), através de uma via de sinalizacdo dependente da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS do inglés, reactive oxygen species), que envolve a fosforilagdo e a degradacéo
proteolitica das proteinas citoplasmaticas inibidoras IkBo. e NF-kB2/p100 (Benitah et al. 2004). E de
notar que a ativagdo do fator NF-kB ¢é um elo de ligagdo entre a resposta inflamatoria e os processos que
conduzem ao desenvolvimento tumoral, estando implicado em varios tipos de neoplasias (Sahai and
Marshall 2002; Benitah et al. 2004).

Encontra-se também descrito que a sinalizacdo de Racl modula a atividade dos fatores de transcricao
da familia STAT (do inglés, Signal Transducers and Activators of Transcription), nomeadamente,
STAT3 e STATS. Esta familia, composta por sete proteinas de estrutura similar — STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b e STAT6, atua como mensageiro de sinais entre o citoplasma, onde
se encontra latente, e o nucleo, para onde se desloca ap6s ser ativada por fosforilagdo. Uma vez no
nucleo agem como fatores de transcri¢do, com capacidade de ligacdo especifica ao DNA, participando
em processos fisiol6gicos como a diferenciagdo, angiogénese, proliferacdo e a apoptose. Para além da
diversidade de fungdes sob condices fisioldgicas, também a sua importancia patogénica tem vindo a
ser destacada ao longo do tempo, uma vez que STAT3 e STATS se encontram ativados num largo
espectro de doencas hematolégicas malignas, bem como em tumores sélidos, estando mesmo
documentado uma ativacdo aberrante de STAT5 em carcinomas da prostata e do célon (Kawashima et
al. 2006).

Por ultimo, destaca-se outro exemplo da relagdo de Racl com a regulacéo transcricional descrito pelo
laboratério de acolhimento. O grupo observou que o repressor transcricional BCL6 (do inglés, B-cell
lymphoma-associated transcriptional factor 6) é inibido em células de tumor colorretal aquando da
ativacdo de Racl, levando ao aumento da expressdo de genes enddgenos regulados negativamente por



este repressor. Este mecanismo de inibig&o requere a fosforilacdo de BCL6 pela cinase PAK1 que, por
sua vez, € ativada a montante por Racl (Barros, Jordan, and Matos 2009).

O repressor BCL6 foi identificado como um dos genes mais frequentemente translocado em células B
de linfoma ndo-Hodgkin, estando os genes que regula envolvidos na ativacdo e diferenciagdo de
linfécitos, troca de isotipos de imunoglobulina (Ig) e implicados na regulacdo da inflamacdo e da
progresséo do ciclo celular (Dent, Vasanwala, and Toney 2002).

Curiosamente, o grupo de investigacdo do laboratorio de acolhimento observou também que o motivo
de DNA reconhecido pelo repressor BCL6 apresentava uma elevada homologia com a sequéncia de
ligacdo do fator STATS5, levando a descri¢cdo de uma nova via de sinalizacdo que correlaciona a atividade
de Racl com estes dois fatores de transcricdo em células de carcinoma colorretal (Barros et al. 2012).

1.4. Via de sinalizacdo Rac1l/PAK1-BCL6/STATS

Dado que o motivo de DNA reconhecido pelos dois fatores de transcri¢ao era semelhante, e ambos eram
estimulados através da sinalizacdo de Racl, o grupo de investigacdo interrogou-se acerca da existéncia
de papéis opostos na regulacdo transcricional e se a sinalizagdo de Racl coordenava de alguma forma
uma troca entre estes dois fatores de transcrigéo.

Em Barros et al. (2012), os autores descrevem em células colorretais que de facto a sinalizagdo de Racl
estimula a transcricdo génica induzindo uma troca entre o repressor BCL6 e o ativador STAT5 no
promotor de certos genes alvo. Os estudos efetuados, permitiram concluir que a ativagdo de Racl, para
além de estimular a inibicdo de BCL6 ja referida acima, leva também ao aumento da fosforilacdo de
STATS e a sua translocagdo nuclear. Mais importante ainda, a troca na ocupagdo do promotor entre
BCL6 e STATS, correlaciona-se diretamente com as alteracfes na expressdo genica quer de um vetor
reporter com o gene da luciferase de pirilampo, cujo promotor é controlado (reprimido) por BCL6, quer
de trés promotores enddgenos de genes envolvidos no controlo do ciclo celular.

Com base nestes resultados, o grupo propds um modelo para o papel da sinalizacdo de Racl na troca
transcricional observada entre os dois fatores de transcri¢do (Fig. 1.1). Neste modelo, um GEF especifico
de Racl promove a transicdo do estado inativo ao estado ativo da GTPase. Uma vez ativo, Racl liga-se
e ativa a proteina cinase PAK1, que migra para o nucleo e fosforila o repressor BCL6 que se encontra
ligado a cromatina, mais propriamente, ao promotor de um gene alvo, levando, assim, a sua inativagéo
e a desocupacdo da ligacdo ao DNA. Em paralelo, o complexo formado entre Racl ativo e um GAP
especifico de Racl — MgcRacGAP — e STATS, é fosforilado por uma tirosina cinase (TK) e
posteriormente translocado para o nlcleo. Aqui, estimulado pela acdo de MgcRacGAP, a GTPase Racl
volta ao estado inativo, libertando STATS fosforilado que reconhece o motivo de ligagdo no promotor
deixado livre por BCLG6 e se liga, ativando a transcrigdo desse gene, anteriormente reprimido (Barros et
al. 2012).



Figura 1.1- Modelo proposto para a via de sinalizacdo Rac1/PAK1-BCL6/STATS (adaptado de Barros et al. 2012).

1.5. ChlIP-seq

Os fatores de transcricdo desempenham um papel crucial na regulagdo da expressdo génica (Barski and
Zhao 2008) . Estes reconhecem pequenas sequéncias especificas de DNA (designadas de motivos ou
sequéncias consensus) no promotor de genes, as quais se podem ligar, ap6s serem ativados por eventos
de sinalizagdo, e assim ativar ou reprimir a transcricdo desses genes. Deste modo, a identificacdo e
mapeamento do genoma dos locais de ligacdo dos fatores de transcricdo, de outras proteinas que se
ligam ao DNA e de marcas epigenéticas tornou-se essencial para melhor compreender a regulacdo
transcricional. A técnica de imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP do inglés, Chromatin
ImmunoPrecipitation) é a ferramenta mais adequada e mais comummente usada para detetar interagdes
entre proteinas e 0 DNA, pelo que a sua recente associa¢do a sequenciagao de nova geracéo, designada
de ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation-sequencing), tem permitido um progresso notavel nesta
area (Park 2009).

O método de ChlP-seq consiste na ligacdo covalente (cross-linking) entre 0 DNA e proteinas associadas
com a cromatina no ndcleo das células, levando a formacdo de complexos DNA-proteina que séo
posteriormente submetidos a sonicacdo, um método de fragmentacdo comummente utilizado neste
procedimento que visa obter fragmentos de DNA com aproximadamente 200 pb nos complexos
formados. Os fragmentos obtidos sdo, mais tarde submetidos a imunopurificagdo com um anticorpo
especifico da proteina de interesse presente nos complexos DNA-proteina. Por fim, os fragmentos de
DNA isolados sdo purificados e em seguida sequenciados. Nesta fase, os milhdes de fragmentos de DNA
imunoprecipitados (IPs) sdo sequenciados (reads) e mapeados hum genoma de referéncia, permitindo
assim identificar os locais de ligacdo putativos da proteina de interesse no genoma (Liang and Kele
2012). O objetivo da andlise de resultados obtidos por ChlP-seq cinge-se a encontrar regides genomicas
gue se encontrem enrigquecidas num conjunto de fragmentos especificos de DNA precipitado. Regifes
de densidade elevada de sequenciacgdo de reads sdo referidas como “picos”, e o output do software que



executa a metodologia de identificagdo de picos (peak-calling) ¢ uma lista de “peak calls” que
compreende as localiza¢bes gendmicas dos locais inferidos a serem ocupados pela proteina de interesse
(Valouev et al. 2008) .

Na abordagem tradicional de ChlP-seq (Fig. 1.2) sequenciam-se os IPs em paralelo com uma amostra
do input, i.e., uma amostra recolhida antes do passo de imunoprecipitagdo, que apos purificacao servira
de controlo para a frequéncia com que as sequéncias detetadas nos IPs ocorrem espontaneamente no
genoma em estudo. Isto permite utilizar um filtro estatistico para eliminar o “ruido de fundo” gerado
por sequéncias sobre-representadas no DNA que estamos a analisar, 0 que permitird evitar falsos
positivos e distinguir locais de ligacdo especificos das proteinas (neste caso, fatores de transcricdo) de
interesse. Na pratica, o nivel desejado de significancia estatistica é geralmente dado em termos da taxa
de falsos positivos (FDR do inglés, False Discovery Rate) ou pelo nimero de posi¢des falsas-positivas
esperado (E-value). Os algoritmos de mapeamento podem entdo usar a distribuicdo calculada do
background para determinar o score minimo que um pico mapeado deve ter para ser considerado
significante. Muitos falsos-positivos resultantes, por exemplo, de grandes regifes de DNA repetitivo,
podem, assim, ser sistematicamente filtrados pela determinacdo da sua significancia estatistica. Na
auséncia de uma estimativa empirica da distribuicdo do background na amostra, é ainda possivel usar
um modelo analitico para o estimar matematicamente. O modelo mais simples é o modelo de Poisson,
que considera que a distribuicdo de reads ao longo das regifes acessiveis do genoma segue uma
distribuicdo de probabilidade de variavel aleatoria discreta (Kharchenko, Tolstorukov, and Park 2008).
Esta distribuicdo permite estimar um valor limite para o E-value, possibilitando, em muitos caos, a
filtragem da maioria dos falsos-positivos no tratamento dos resultados (Barski and Zhao 2008).

O problema destas abordagens é que, devido a complexidade e heterogeneidade dos sistemas biolégicos,
a utilizacdo deste tipo de filtros estatisticos, baseado em dados empiricos (input) ou em modelos
probabilisticos, seleciona preferencialmente sinais fortemente enriquecidos nas IPs (retangulo verde,

Fig. 1.2), excluindo pequenos sinais que, embora positivos, se encontram proximos dos niveis do “ruido
de fundo” (retangulos a laranja, Fig. 1.2).

..Regidogenomica...

S * Cruzamento entre DNA e
9 7(\}@'““' proteinas — Formagédo de
B R

b el & complexos DNA-proteina | I .
58 \\\\ * Sonicagdo |nput ! . 'u Filtro

Obtengdo de fragmentos

de DNA (~200 pb) Sequenciagdo ;
/XX g rinsnnsniansanansgrassdissanapnngs LITTTTTTT
m v » Imunoprecipita¢do IP ;] beebh .M ,‘m Filtro

m * Purificagdo do DNA

Figura 1.2 — Metodologia tipica de ChIP-seq. Apos a formagdo dos complexos DNA-proteina, estes sdo fragmentados em
pequenas porcdes de DNA, retirando-se uma amostra (input) para determinar o nivel de “ruido de fundo” (background) que
servird para estabelecer o limite (caixa pontilhada a vermelho - filtro) acima do qual os sinais detetados nas amostras de
interesse (IP) serdo considerados positivos. Sinais positivos, mas muito fracos (retdngulos laranja), sao filtrados por este método
por ndo terem representatividade estatistica.

Uma das linhas de investigacdo do grupo de acolhimento onde este trabalho foi realizado procurou
identificar, através de ChIP-seq, todos os locais do genoma nos quais a expressao génica podera ser



modulada pela via de sinalizacdo Racl/PAK1, através do switch dos fatores de transcrigdo
BCL6/STATS caracterizado pelo mesmo grupo e descrito acima (Barros et al. 2012).

Acontece que, nos estudos anteriores, em que o grupo de acolhimento descobriu que a via Racl/PAK1-
BCL6/STAT5 modulava a expressao de um conjunto restrito de genes envolvidos no controlo do ciclo
celular, também verificou que a amplitude de variagdo na expressao destes genes, a jusante desta via,
ndo ultrapassava a de duas vezes a condicdo controlo (Barros et al. 2012). Assim sendo, a utilizacdo da
metodologia classica na anélise dos dados de ChlP-seq levantava um problema, pois variaces desta
ordem de grandeza sdo geralmente filtradas por esta metodologia juntamente com o “ruido de fundo”.
Por essa razdo, foi necessario criar uma nova estratégia que permitisse ndo excluir essas pequenas
variagdes. A forma encontrada foi aplicar um filtro bioldgico antes do filtro estatistico. Este filtro
biolégico passa por explorar a seletividade acrescida conferida pelo switch transcricional que ocorre
entre BCL6 e STAT5, aquando da inibicdo e ativagdo da via Racl/PAK1-BCL6/STATS,
respetivamente, quando comparadas com condicdes controlo (i.e., condigdes basais - sem ativagdo nem
inibicao).

No sentido de validar este filtro bioldgico, realizaram-se ChlPs de BCL6 e STATS5 nestas trés condi¢des
e desenvolveu-se um algoritmo em R para identificar entre os resultados da sequenciagéo destes, 0s
picos que se manifestavam exclusivamente por ligacdo de STATS e saida de BCL6 do locus no DNA,
aquando da ativagéo da via, e vice-versa aquando da inibi¢cdo da mesma (Fig. 1.3).
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Figura 1.3 — Representagdo esquematica dos resultados esperados aplicando o filtro biolégico. A aplicagdo do filtro bioldgico
implica a ativacdo e inativagdo da via e permite a identificacdo dos picos presentes em cada uma das situagdes. A comparagao
entre os picos identificados quer na ativagdo quer na inativagdo, e as condi¢Oes basais permite a identificacdo dos picos
exclusivos a cada situagéo.

De uma forma muito simplificada, pode ver-se no esquema da Figura 1.3 um exemplo de picos
exclusivos: assim quando se ativa a via, estimulando-se a ativacdo de Racl e PAK1, promove-se a troca
de BCL6 por STATS5 em certos loci, ou seja, a ocorréncia do switch entre os dois fatores de transcricao,
que pode ser detetado por comparacgdo com a ocupagdo dos mesmos loci nas condi¢des basais. Por outro
lado, a inibicdo da via devera resultar no inverso, ou seja, a perda de ligacdo de STATS5 e ligacdo de
BCLG6 aos loci deixados vagos pelo primeiro.



A construcdo do algoritmo que permitiu fazer esta analise comparativa dos dados de ChlP-seq constituiu
o foco da dissertacdo de mestrado do Licenciado Tiago Oliveira, orientado pelo Doutor Paulo Matos e
pela Doutora Andreia Amaral, do grupo de bioinformatica (GER) do centro de investigacao BiolSI da
FCUL, liderado pela Professora Margarida Gama Carvalho. Neste sentido, considera-se que a sua
descricdo em maior detalhe se encontra fora do &mbito desta tese.

1.6. Resposta a danos no DNA

O DNA contido em cada uma das nossas células esta sujeito a milhares de lesbes por dia, geradas de
forma espontanea durante o seu metabolismo ou induzidas por agentes ambientais, que caso nao sejam
corrigidas ou devidamente reparadas poderdo dar origem a mutac@es ou aberragcdes gendmicas.

As alteracbes espontaneas podem ocorrer durante a replicagdo do DNA pela inser¢do ou exclusdo
indevida de bases, ou através de modificacBes quimicas na propria molécula de DNA, por desaminacgao
(substituicdo do grupo amina (NH2) por um &tomo de oxigénio, dando origem a bases modificadas),
despurinacdo (quebra da ligacao entre as bases puricas e a desoxirribose deixando um local apurinico
no DNA, ou seja, um local onde falta um nucleétido de adenina ou de guanina) ou alquilagdo (adi¢do
de grupos alquilo — metil ou etil — a bases de DNA). O DNA também pode ser danificado por ROS
decorrentes do metabolismo normal da célula (Ciccia and Elledge 2010).

Relativamente aos danos no DNA de origem ambiental, estes podem ser fisicos ou quimicos. A radiacao
ultravioleta proveniente do sol (UV) sera provavelmente o agente genotdxico ambiental mais conhecido,
sendo também o mais penetrante (Jackson and Bartek 2009) , podendo causar danos estruturais e
oxidativos no DNA que podem conduzir ao desenvolvimento de cancro da pele (T Helleday et al. 2008)
. Outro exemplo de agente fisico ¢ a radiagdo ionizante (IR) que pode induzir a oxidacdo de bases do
DNA e gerar quebras no DNA de cadeia simples ou dupla. Os compostos quimicos utilizados em
quimioterapia sdo exemplo de agentes quimicos mutagénicos, causando uma grande variedade de lesdes
no DNA. Alguns atuam por alquilacdo, adicionando grupos alquilo a bases do DNA modificando-as,
como é o caso do quimioterapico metil-metanosulfonato (MMS) ou do sulfonato de etil-metano (EMS),
um composto com propriedades equivalentes utilizado com o0 mesmo propdsito em laboratério. Outros
compostos, como a cisplatina, intercalam-se no DNA, ligando-se a bases da mesma cadeia ou entre
cadeias diferentes, formando aductos que alteram a estrutura da molécula e assim impedem a transcrigdo
e replicacdo da mesma (Ciccia and Elledge 2010; Thomas Helleday, Eshtad, and Nik-zainal 2014).

Esta variedade e frequéncia de lesdes no DNA sdo acompanhadas por uma complexidade de mecanismos
de detecdo e reparacdo de danos no DNA que combatem estas ameacas a integridade genémica, tentando
assegurar a transmissao correta da informacdo genética a descendéncia e impedir o desenvolvimento de
doencas, a tumorigénese e a transformacao celular (Jackson and Bartek 2009; Ciccia and Elledge 2010).
Este conjunto de mecanismos é conhecido como a resposta aos danos no DNA (DDR) do organismo e
atua de uma forma concertada e coordenada por uma série de vias de sinalizacdo, que interagem
funcionalmente, e séo definidas pelo tipo de lesdo que processam. Assim, existem mecanismos que
reparam por excisao de base, isto €, que removem bases de DNA danificadas, que reparam por excisao
de nuclettidos, removendo aductos de DNA e aqueles que reparam mismatches, reconhecendo e
corrigindo erros de introdugdo de bases ndo complementares durante a replicacdo. A reparacdo de
guebras no DNA é feita essencialmente por recombinacdo homologa (HR) ou por juncdo de
extremidades ndo homdlogas (NHEJ do inglés,, nonhomologous end joining) (Lord and Ashworth
2012).
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A maioria das vias DDR abrangem um conjunto semelhante de processos bem coordenados como a
detecdo de danos no DNA, a acumulagéo de fatores de reparacdo no local onde ocorreu a lesdo no DNA,
e finalmente a reparacéo fisica da lesdo originada (Lord and Ashworth 2012). Existem evidéncias da
interferéncia da sinalizacdo de Racl na regulacgéo da resposta a danos no DNA. Tendo sido demonstrado,
gue Racl ativo se encontra no nicleo aquando de lesdes no DNA, enquanto que Racl inativo permanece
no citoplasma, sustentando a hipotese da existéncia de um envolvimento direto de Racl nuclear na
reparacdo do DNA. Estes dados sdo também suportados, pela existéncia de uma interacdo fisica entre
uma proteina de reparacdo de excisdo de base com a forma inativa desta GTPase (ligada a GDP). De
facto, estas e outras evidéncias experimentais tém vindo a sugerir que a GTPase Racl pode ser uma
coordenadora das respostas celulares ao stress genotdxico originado quer por danos causados no DNA,
quer por outro tipo de danos a macromoléculas celulares (Fritz and Henninger 2015).



2. Objetivos

O principal objetivo deste projeto foi validar experimentalmente os resultados de uma nova estratégia
de analise de dados de ChlP-seq, desenvolvida pelo laboratério de acolhimento, para caracterizar, a nivel
gendmico, 0s genes alvo da via de sinalizacdo Racl/PAK1-BCL6/STATS (ver Introducédo). Com esta
validacdo, pretendia-se ainda selecionar, entre os multiplos “hits” encontrados, genes, ou conjuntos de
genes, cuja modulacdo da expressdo por esta via de sinalizacdo pudesse elucidar algumas das
consequéncias pro-oncogénicas da sobre-ativacdo de Racl e PAK1 observada em tumores agressivos
com mau prognéstico (ver Introducao).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultura de Células

A cultura de células é um processo no qual células sdo retiradas de um animal ou planta e mantidas em
crescimento num ambiente artificial favoravel. Um fator muito importante a ter em conta sdo as
condi¢des de cultura, uma vez que cada tipo de células tem as suas prdprias condigdes favoraveis ao
crescimento, pelo que o ambiente artificial a que sdo expostas tem que conter um substrato ou meio
apropriado com os nutrientes essenciais, fatores de crescimento, hormonas, gases (como Oz, CO) e um
ambiente fisico-quimico regulado (pH, pressdo osmotica, temperatura) (Freshney 2000).

Este método revelou ser de grande importancia para o estudo de tecidos humanos, dando provas de que
era possivel a formagdo de linhas celulares continuas de tumores humanos, possibilitando, entre outros,
a producéo de vacinas antivirais e 0 estudo do desenvolvimento tumoral (Freshney 2000). Assim sendo,
a cultura de células fornece excelentes sistemas modelo que permitem analisar as células a nivel
bioquimico e morfoldgico, bem como o efeito de farmacos ou compostos tdxicos, fazendo das linhas
celulares um dos modelos mais utilizados em biologia celular e molecular.

Apesar de essenciais, as culturas celulares ndo podem estar sistematicamente em cultura, na medida em
que apds varias passagens podem ocorrer alteragdes genéticas e funcionais que modificam as
caracteristicas originais das células e podem desvirtuar resultados. A criopreservagdo é por isso, um
procedimento da maxima importancia em cultura celular, permitindo manter stocks de células num
estado préximo ao qual sdo originarios, livres de contaminacéo e prontos a ser utilizados. O melhor
método de preservacao é armazenar os stocks celulares em azoto liquido (-196°C) na presenca de um de
um criopreservante hidrofilico (os mais usados sdo o glicerol e o sulféxido de dimetilo — DMSO). Os
agentes criopreservantes reduzem o ponto de congelacdo e permitem uma congelacdo lenta e
progressiva, reduzindo o risco de formacéo de cristais de gelo que pode causar morte celular. O DMSO,
apesar da sua citotoxicidade, apresenta uma maior eficiéncia de criopreservacao que, por exemplo, 0
glicerol, possivelmente por conseguir penetrar melhor a membrana celular (Freshney 2000).

Neste estudo utilizou-se a linha celular de cancro coloretal DLD1, que foi estabelecida a partir de um
adenocarcinoma coloretal (ATCC® CCL-221™). Estas células apresentam uma morfologia epitelial
aderente, desenvolvendo-se em monocamada.

Para comecar a cultura desta linha celular, foi necessario proceder a descongelacdo rapida a 37°C de
uma ampola com ~107 de células, criopreservadas em azoto liquido, que apdés uma suave
homogeneizagéo se semearam num frasco de cultura com 75 cm? (T75) (VWR, https://pt.vwr.com). Este
T75 continha 13 ml de meio Eagle’s com a modificagdo de Dulbecco’s (DMEM — Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Gibco®, Thermo Fisher Scientific, www.thermofisher.com), suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (FBS — Fetal Bovine Serum, Gibco®, Thermo Fisher Scientific) e pré-aquecido
a 37°C. Em seguida, colocou-se o frasco de cultura numa estufa de incubacéo a 37°C, com 5% de CO,,
sem estar completamente fechado.

Tendo em conta que as células sdo congeladas na presenca de um agente criopreservante, 0o DMSO, que
é toxico para as células, o meio foi mudado no dia seguinte para o remover e assim melhorar a
viabilidade celular. Quarenta e oito horas ap6s terem sido semeadas, as células apresentavam uma
confluéncia igual ou superior a 90%, reunindo assim as condi¢fes necessarias a sua sub-cultura. Estas
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foram entdo submetidas a um processo de tripsinizacdo (Trypsin + 0,05% EDTA (do inglés,
ethylenediaminetetraacetic acid), Gibco®, Thermo Fisher Scientific)) e dependendo da sua confluéncia
foi estabelecida uma diluicdo (geralmente de 1:3 a 1:8) a utilizar na nova cultura. Antes de cada
tripsinizacdo o meio foi retirado e foram feitas 2 lavagens com tampéao fosfato salino — PBS (do inglés,
Phosphate buffered saline — Gibco®, Thermo Fisher Scientific) + EGTA (do inglés, ethylene glycol-
bis(p-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) 0,05%, de forma a remover por completo o soro das
células e, assim, a permitir a atuacdo da tripsina. O processo de tripsinizacdo ocorre com a acao
combinada entre a tripsina, que promove o isolamento das células ao hidrolizar as proteinas de
membrana responsaveis pelas interagdes célula-célula e célula-substrato, e o agente quelante EDTA,
que captura ides divalentes, como o Ca?*, necessario para a adeséo entre células mediada por caderinas,
promovendo a dissociacdo celular e facilitando a acdo da tripsina na destruicdo das ligagcdes célula-
substrato, o que agiliza o processo de isolamento da suspensdo celular. A hidrélise de proteinas
membranares, aumenta o tempo necessario a que, apos passagem, as células recuperem a adesdo, quer
intercelular quer ao substrato. Se esta acdo for demasiado agressiva corre-se o risco de induzir morte
celular (anoikis). Assim, em culturas de monocamadas epiteliais, em que existem fortes ligagdes célula-
célula, para reduzir o tempo de acdo da tripsina e atenuar o seu efeito deletério é conveniente efetuar-se
primeiro lavagens da cultura celular com PBS+EGTA, dado que o EGTA é também um agente quelante,
mas mais especifico para o Ca?*, pelo que é mais eficiente na dissociagdo das ligacdes intercelulares, o
que potencia a a¢do da tripsina e reduz o seu tempo de atuagao.

Para prevenir possiveis infe¢des bacterianas ou fungicas e monitorizar a proliferacdo e consequente sub-
cultura, as células foram vigiadas regularmente. Possiveis contamina¢fes com Mycoplasma séo
periodicamente verificadas por PCR (ver 3.6.4. Detecdo de Mycoplasma por PCR) em todas as culturas
celulares do laboratério de acolhimento.

No inicio da sub-cultura prepararam-se pellets de células para posterior congelagdo. Este processo
iniciou-se com a centrifugagdo de uma suspensao celular (10 min a 200 g) provinda da tripsinizacdo de
dois T75, em que o pellet resultante foi ressuspendido suavemente em FBS com 10% de DMSO.
Finalizando com a distribuicio do volume final por véarias ampolas de criopreservacao
(107células/ml/ampola) que séo congeladas a -80°C e armazenadas, apds 48 h, em contentores de azoto
liquido (-196°C).

A cultura de células foi executada em camaras de fluxo laminar, sendo o material ndo estéril utilizado
devidamente desinfetado, com alcool a 70%, antes de ser colocado a uso na camara, para minimizar
eventuais contaminagdes.

3.2. Transfecdo de células

Transfecdo consiste na introducdo de DNA ou RNA exdgeno em células com o objetivo de induzir
nestas a expressdo ou sobre-expressao ectopica de RNAs ou proteinas de interesse. Este é um poderoso
método analitico que permite estudar ndo s6 a fungdo génica como também a funcdo e regulagdo
proteica. O principal objetivo do uso desta técnica é o estudo da funcdo de genes ou produto dos mesmos,
através da ativacao ou inibi¢do da expresséo de genes especificos nas células, ou a producgéo de proteinas
recombinantes (Kim and Eberwine 2010).

As transfecBes podem ser estaveis ou transientes. Uma transfecdo estavel consiste na introducdo de
material genético (transgene), juntamente com um gene marcador para selecdo (e.g., um gene que
confere resisténcia a um determinado antibidtico), no genoma hospedeiro, permitindo a expressao
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continuada do transgene mesmo apos a replicacdo das células hospedeiras. Por outro lado, numa
transfecdo transiente, o material genético transfetado apenas € expresso por um periodo limitado de
tempo, ndo sendo integrado no genoma (Kim and Eberwine 2010).

Ao longo do tempo tém vindo a ser desenvolvidos varios métodos de transfecdo, cada um deles com
diferentes abordagens que variam com o tipo de células e o objetivo final, procurando todos maximizar
a eficiéncia de transfecdo e minimizar a toxicidade celular, por forma a reduzir os efeitos adversos na
fisiologia normal das células mas mantendo a reprodutibilidade experimental e a facilidade de utilizacéo
(Kim and Eberwine 2010).

O uso de lipossomas catidénicos como mediadores da transfecdo, acarreta algumas vantagens sobre o0s
restantes métodos, nomeadamente, a baixa toxicidade para as células e uma boa eficiéncia de transfecao
(Kamata et al. 1994). Isto porque as cargas positivas na superficie do lipossoma geram uma interagdo
eletrostatica com os acidos nucleicos negativamente carregados, permitindo a formagdo de complexos
lipossoma/éacido nucleico estaveis que, assim, sdo atraidos para a membrana plasmatica (com carga
negativa) e integrados no citoplasma da célula por endocitose (Dalby et al. 2004).

Pelas razfes apresentadas, o reagente de transfecédo utilizado neste trabalho foi o Lipofectamine™ 2000
(LF2K — Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) que opera segundo o método descrito acima e apresenta
uma elevada eficiéncia de transfecdo para a linha celular DLD1.

As transfecdes realizaram-se em células DLD1 com uma confluéncia de aproximadamente 80% e
iniciaram-se com a dilui¢do dos DNAs plasmidicos a transfetar e de LF2K em Opti-MEM® | Reduced
Serum Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instru¢des do fabricante. Ap6s 5
min em repouso a temperatura ambiente, as preparagGes anteriores foram combinadas, sequindo-se 20
min de incubagdo para permitir a formacdo dos complexos lipossoma/DNA estaveis. Estes foram entéo
adicionados gota-a-gota as células, tendo-se agitado suavemente o meio de cultura para assegurar uma
distribuicdo uniforme dos complexos pela superficie da monocultura. Para aumentar a viabilidade
celular o meio das células foi mudado antes da transfecéo.

As transfecGes foram efetuadas em placas de 10 cm? (35 mm — Thermo Fisher Scientific), segundo as
condigOes descritas na Tabela 3.1 e repetidas por seis vezes. Os vetores plasmidicos para expressao em
celulas de mamifero utilizados foram o vetor pEGFP vazio (GFP-ctrl) que serviu de controlo e o vetor
PEGFP-Tiam1C1199 (GFP-Tiam1l) para estimular a ativagdo da via Rac1l/PAK1. 16 h apds a transfecéo,
um dos replicados celulares transfetados com GFP-Tiam1 foi tratado, durante 4 h, com 20 uM de EHT
1864 (EHT — inibidor especifico da atividade de Racl) para mimetizar a inibigdo da via.

Tabela 3.1 - Condigdes das transfecdes realizadas em células DLD1. Inclui a identificacéo e as quantidades respetivas de cada
DNA plasmidico transfetado, assim como, a existéncia de tratamentos.

Condicoes Plasmideos Quantidades (ug) Tratamento com EHT
- 1 x 10° cél/placa 10 cm? Sl e
-2,5 ng DNA -
-10 pl LF2K .
- 125 ul OptiMEM-DNA | GFP-Tiaml 2,5
- 125 pl OptiMEM-LF2K
GFP-Tiam1 2,5 ggtmfﬂr
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3.3. Imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia é uma técnica de coloracdo histoquimica usada para demonstrar a presenca e
localizagdo sub-celular de antigénios de interesse. Nesta técnica, 0s anticorpos sdo gquimicamente
conjugados a um marcador fluorescente (fluorocromo) e, uma vez marcados, ligam-se ao antigénio de
interesse, permitindo assim a sua detecdo por técnicas de microscopia de fluorescéncia (Robinson, Bs,
and Kumar 2013).

Este método pode ser direto ou indireto, sendo este Gltimo mais sensivel. A imunofluorescéncia direta,
onde o anticorpo dirigido para o antigénio de interesse é diretamente conjugado ao fluorocromo, é menos
utilizada. Na imunofluorescéncia indireta, o anticorpo que se liga especificamente ao antigénio de
interesse (designado de anticorpo primario) ndo é marcado, sendo a detecéo feita através de um anticorpo
secundario, este sim conjugado com um fluorocromo, direcionado ao anticorpo primario (Robinson, Bs,
and Kumar 2013). Nesta ultima abordagem, ha uma amplificacdo do sinal de detecdo, uma vez que
varias moléculas do anticorpo secundario se podem ligar aoc complexo formado pelo anticorpo primario
e 0 antigénio de interesse.

Cada fluorocromo apresenta propriedades espectrais diferentes, como a intensidade e o padrdo espetral
de absor¢do e emissdo, podendo, por isso, ser separadas com filtros seletivos recorrendo a um
microscopio de fluorescéncia, permitindo o estudo em simultaneo de varios antigénios.

Neste estudo marcaram-se, como indicador da morfologia geral das células, os microfilamentos de
actina, constituintes do citoesqueleto, com uma solucgdo de faloidina (uma micotoxina produzida pelo
fungo Amanita phalloides que se liga com alta afinidade aos microfilamentos de actina, impedindo a
sua despolimerizacdo) conjugada com o fluor6foro TRITC (isotiocianato de tetrametilrodamina), que
emite na zona vermelha do espectro visivel (595 nm). Para a marcacdo dos nucleos utilizou-se o
dihidrocloreto 4’,6’-diamidino-2-fenilindole (DAPI), dado que se intercala no DNA, ligando-se
fortemente, e emitindo, quando excitado por luz ultravioleta, comprimentos de onda na gama do azul. E
como as construcdes transfetadas, GFP-ctrl e GFP-Tiam1, contém a proteina verde fluorescente (GFP-
Green Fluorescent Protein) que apresenta capacidades intrinsecas de emissao de fluorescéncia (zona
verde do espectro visivel, 509 nm) foram detetadas sem recorrer a qualquer anticorpo especifico.

Assim, células DLD1 foram crescidas em lamelas 10 x 10 mm, transfetadas e tratadas de acordo com as
condi¢des indicadas no ponto anterior (Tabela 3.1). Ap6s 20 h de expressdo, as lamelas foram lavadas,
por trés vezes, com PBS™ (1x PBS + 0,5 mM MgCI; + 0,1 mM CacCly), seguida de fixagdo em 1x PBS
contendo 4% de formaldeido (v/v), durante 30 min. O formaldeido é um agente fixador capaz de formar
ligagdes cruzadas entre as proteinas intracelulares, “imobilizando” os processos metabolicos. Deste
modo, a sua aplicacdo permite preservar os organelos, estruturas celulares e complexos proteicos que
de outra forma seriam degradados ou dissociados, afastando a amostra do seu estado original e
inviabilizando uma correta avaliacdo da distribuicdo sub-celular das proteinas de interesse.

Em seguida fizeram-se trés lavagens, em agitacdo, com PBST (1x PBS, 0,05% Triton X-100 (Tx-100)
(v/v)), durante 5 min. Para o passo de permeabilizagdo, as células foram colocadas em PBS + 0,2% Tx-
100 (1x PBS, 0,2% Tx-100 (v/v)) por um periodo de 10 min. Esta fase permite a entrada e ligacdo dos
anticorpos as proteinas intracelulares, uma vez que esta solucdo dissolve as membranas lipidicas.
Seguidamente realizaram-se outras trés lavagens com PBST e prosseguiu-se com a incubacdo em
cdmara humida, durante 30 min, com faloidina (diluicdo 1:500 em PBST (ECM Biosciences,
www.ecmbiosciences.com)). No final desta incubacdo seguiram-se trés lavagens, em agitacdo, com
PBST cada uma de 5 min. Seguiu-se a coloracdo dos nucleos com DAPI (Sigma-Aldrich) — diluido
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1:200000 em PBST), com leve agitagdo manual durante 30 seg. Realizaram-se outras trés lavagens com
PBST e fixou-se a imunomarcagdo com 1x PBS contendo 4% de formaldeido (v/v) durante 10 min.
Apos trés lavagens com PBST, as lamelas foram montadas em laminas com meio de montagem
VectaShield® (Vector Laboratories, VWR, pt.vwr.com), seladas com verniz e observadas por
microscopia confocal (Leica TCS-SPE, www.leica-microsystems.com).

3.4. Lise de Células

A lise de células ¢ fulcral no tratamento de amostras para o estudo de processos intracelulares como a
protedmica, metabolémica ou gendémica. Consoante o objetivo e tipo de células podem ser usados
métodos mecanicos, fisicos, quimicos e/ou bioldgicos na desagregacéo celular. Em células de mamifero,
recorre-se frequentemente a procedimentos suaves como variagbes osmoticas, congelamento e
descongelamento e, em particular, diferentes tipos de procedimentos de lise quimica (Tran et al. 2010;
Mernier et al. 2012).

Neste trabalho, a lise de células foi feita em simultaneo para a obtencdo de extratos proteicos e extracao
do RNA total.

A lise celular foi efetuada 20 h ap6s a transfecdo, em gelo, e iniciou-se com a remoc¢do do meio das
placas e lavagem com meio de lavagem frio (HBSS do inglés, Hank's Balanced Salt Solution). Em
seguida, adicionaram-se 100 pL de tampao de lise com 1% de NP40 (composi¢do no Anexo V1) a cada
poco e ap6s uma incubagdo de 5 min, raspou-se gentilmente o contetido celular e recolheu-se para tubos
devidamente identificados. Os lisados foram depois centrifugados a 6000 rpm, a 4°C, durante 5 min.
Para a preparacdo dos lisados proteicos retiraram-se 40 pL do sobrenadante e homogeneizaram-se em
10 pL de tampéo de aplicacdo 5x concentrado (Laemmli sample buffer 5x — composi¢do no Anexo VI),
sendo de seguida desnaturados (95°C durante 10 min) e analisados por electroforese em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) e Western blot. Para o isolamento do RNA total
foi utilizado o sobrenadante remanescente e o pellet que se homogeneizaram em 350 L de tampao de
lise RA1 do kit Nucleospin RNA 1l (Macherey-Nagel, www.mn-net.com). Este kit foi também utilizado
para purificar o RNA no lisado.

3.5. SDS-PAGE e Western-blot

SDS-PAGE é uma das técnicas mais comuns em ciéncias bioldgicas e biomédicas, sendo utilizada para
separar proteinas em amostras biolégicas, de acordo com o seu tamanho via eletroforese em gel.

Este procedimento consiste na preparagdo das proteinas a separar num tampdo contendo dodecilsufato
de sodio (SDS), um detergente fortemente anionico (Swank et al. 2006). Quando dissolvidas as
moléculas de SDS tém uma carga liquida negativa dentro de uma larga gama de pHs e ligam-se as
cadeias polipeptidicas na propor¢do da sua massa molecular relativa. Assim sendo, o racio molar de
SDS negativamente carregado para as proteinas é relativamente 0 mesmo para proteinas de diferentes
pesos moleculares. Para além disto, as cargas negativas do SDS também destroem a maioria das
conformacdes estruturais das proteinas, desnaturando-as. Este tratamento anula assim a carga elétrica
intrinseca e a conformac&o tridimensional das proteinas, fazendo com que a principal for¢a de condugéo
para uma resolucdo vertical por eletroforese seja a taxa de migracdo dependente da sua massa molecular
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(Jensen 2012). Adicionalmente, as propriedades porosas de um gel de poliacrilamida, aquando da
passagem de corrente elétrica, completam o processo de separag¢do, em que proteinas com baixo peso
molecular migram mais depressa no gel, ao passo que proteinas com maior peso molecular migram mais
lentamente (Swank et al. 2006). O tamanho das proteinas separadas é mais tarde estimado pela
comparagdo com um marcador de peso molecular, com base nas suas distancias percorridas em gel.

O SDS-PAGE é geralmente seguido de uma analise por Western blot, onde as proteinas que foram
resolvidas em gel sdo electroforeticamente transferidas para uma membrana de nitrocelulose ou
bifluoreto de polivinilideno (PVDF) que pode ser entdo marcada com anticorpos para as proteinas de
interesse (Kurien and Scofield 2006).

Western blot € um método de dete¢do de proteinas especificas em amostras bioldgicas (Heidebrecht et
al. 2009), sendo geralmente usado para identificar, estimar o tamanho e a abundéncia de proteinas
especificas (Jensen 2012). A sua eficiéncia foi melhorada com a descoberta da quimiluminescéncia que
veio permitir o aumento da sensibilidade e estabilidade na detegdo do sinal.

Como jéa referido, este procedimento necessita primeiramente que haja a separacao proteica mediante o
seu peso molecular, em seguida a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana, podendo estas
ser entdo coradas com solucdo de Ponceau (PVDF e nitrocelulose) ou azul brilhante de Coomassie
(PVDF), permitindo assim a visualizagdo das proteinas separadas. Uma vez corada a membrana,
prossegue-se com o bloqueio com uma solucdo proteica diluida (geralmente 2-5% de leite (p/v) em
TBST (composicdo no Anexo VI)) para prevenir interacBes inespecificas entre a membrana e 0s
anticorpos escolhidos para detetar as proteinas de interesse (Jensen 2012). Ap6s o bloqueio, segue-se a
incubacdo da membrana com o anticorpo primario especifico para as proteinas de interesse, seguida de
algumas lavagens em TBST para remover o anticorpo ndo ligado, incubando-se novamente com o
anticorpo secundario que ira4 reconhecer o complexo anticorpo primario-proteina. Normalmente, o
anticorpo secundario encontra-se ligado a um enzima (tipicamente, o peroxidase de rabano (do inglés,
horseradish peroxidase — HPR)), que em contato com um agente quimiluminescente produz
luminescéncia nos locais onde complexo é reconhecido (Jensen 2012). A reagdo enzimatica
quimiluminescente (ECL) é um método sensivel que pode ser usado para quantificar a abundancia
relativa das proteinas de interesse. Esta reacdo ocorre quando um agente quimiluminescente (como o
luminol) é oxidado pelo perdxido de hidrogénio (H20.), resultando na emisséo de fotdes nos locais de
reconhecimento da proteina (local da reacéo), sendo esta emissao proporcional a quantidade de proteina
presente no local e detetdvel mediante a sua exposi¢éo a chapas autorradiogréaficas (MacPhee 2010).

Procedeu-se, entdo, a separacdo dos lisados proteicos por SDS-PAGE em mini-géis de acrilamida com
uma concentracdo de 10% (v/v) (composicdo no Anexo VI), durante cerca de 60 minutos, com uma
amperagem constante de 20 mA por gel. Em simultdneo com as amostras foi aplicado um marcador de
proteinas de peso molecular conhecido - Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad, www.bio-
rad.com).

Uma vez resolvidas no gel, transferiram-se as proteinas para membranas de PVDF (Bio-Rad),
previamente equilibradas em metanol e hidratadas em H>O bidestilada, utilizando um dispositivo de
transferéncia da Bio-Rad, o Mini Trans-Blot Cell, que submerso em tampédo de transferéncia 1x
(composigdo no Anexo VI) foi submetido a uma diferenca de potencial de 100 V, durante 60 min. Apds
a transferéncia, as membranas foram coradas com azul brilhante de Coomassie (composi¢do no Anexo
VI) e, em seguida, submersas numa solugéo descorante (solugdo Destain — composi¢do no Anexo VI)
para remover o corante em excesso, permitindo assim visualizar as proteinas transferidas e a eficiéncia
datransferéncia. Em seguida, procedeu-se ao bloqueio das membranas com tampéo de blogueio (solucéo
de leite magro em p6 (5%) em tampdo TBST — composi¢do no Anexo V1) durante 16 a 18 h (overnight
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— O/N) a 4°C. Concluido o bloqueio, realizaram-se trés lavagens com TBST seguida de incubagdo de 1
h, em camara humida, com os anticorpos primarios necessarios (Tabela 2.2) (diluidos em tampéo de
blogueio). Utilizaram-se dois anticorpos primarios, o anti-GFP (Roche, www.lifescience.roche.com)
que reconhece a proteina GFP presente em todas as construgdes transfetadas e o anti-a-tubulina que foi
usado para servir de controlo da quantidade de proteina total carregada em cada poco do gel.

Apds a fase de ligacdo do anticorpo primario as proteinas de interesse, realizaram-se trés lavagens, em
agitacdo, com TBST, uma de 10 min e duas de 5 min. Seguiu-se a incubag¢do com o anticorpo secundario
(Tabela 3.2) também diluido em tampédo de blogueio, durante 1 h, em agitacdo. A esta incubacéo,
sucederam-se trés lavagens de 10 min com TBST.

Tabela 3.2 - Anticorpos primarios e secundarios utilizados na analise por Western blot das amostras obtidas por lise celular.
Apresenta informagdes relativas ao tipo de anticorpo, marca e dilui¢des utilizadas.

Anticorpos Primarios Anticorpos Secundarios

AmOStraS - ~ - - ~ - ~ - - ~
Identificacéo Marca Diluicdo Identificagdo Marca Diluigédo

Lisados celulares Monoclonal de : .

Ll e murganho anti-GFP Roche 11500  Anticorpode

cabra anti- Bio- :
com GFP-ctrl, 1:3000
: murganho- Rad
GFP-Tiaml (com Monoclonal de .
: Sigma- HRP
ou sem EHT) murganho anti-o.- . 1:10 000
. Aldrich
tubulina

A fase de detec&o iniciou-se com a preparacao de duas solucbes de ECL (composic¢éo no Anexo VI) que
ap0Os se misturarem, na cadmara escura, se utilizaram para incubar as membranas durante 1 min. Em
seguida, as membranas foram colocadas e seladas em cassetes de autoradiografia e expostas a chapas
autoradiograficas (Fujifilm, www.fujifilm.eu) por periodos variaveis de tempo de 1 seg a 15 min. Por
fim, as chapas foram reveladas num revelador automatico (Kodak Medical X-ray processor 102,
www.kodak.com).

3.6. PCR e RT-PCR

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) veio revolucionar as diversas areas das ciéncias
bioldgicas, trazendo enormes beneficios e desenvolvimentos cientificos como a sequenciacdo do
genoma, expressao génica em sistemas recombinantes, anélises genéticas moleculares, incluindo a
rpida determinacdo tanto da paternidade como do diagndstico de doencas infeciosas. Esta técnica
permite a amplificacdo in vitro de fragmentos especificos de DNA usando um enzima designado
polimerase de DNA, que participa na replicacdo celular do material genético. Este enzima sintetiza uma
sequéncia de DNA complementar, assim que um pequeno oligonucle6tido (primer) se liga a uma das
cadeias do DNA no local especifico escolhido para o inicio da sintese. Os primers irdo limitar a
sequéncia a ser replicada e o resultado é a amplificacdo de uma sequéncia de DNA particular com bilides
de copias (Valones et al. 2009).
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A Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) é uma adaptacédo da técnica laboratorial
de PCR, altamente sensivel e bastante util, por exemplo, para a dete¢do de transcritos especificos ou
para a clonagem das sequéncias codificantes, completas ou parciais, de genes de interesse (Marone et
al. 2001). Para que esta se realize, é necessaria a conversao de fragmentos especificos de mMRNA em
DNA complementar (cDNA), por acdo do enzima transcriptase reversa (RT), e em seguida a realizacdo
de técnicas convencionais de PCR, para se proceder a amplificacdo do cDNA sintetizado (Rio 2014).

3.6.1. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total utilizado foi extraido e purificado com o kit Nucleospin RNA 11 (Macherey-Nagel), de
acordo com as condicdes indicadas pelo fabricante. Em seguida, partindo de 2 pg de RNA, sintetizou-
se cDNA para cada uma das amostras em estudo usando 0,5 pug de random primers (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) e Ready-To-Go You-Prime First-Strand beads (GE Healthcare,
www.gelifesciences.com), de acordo com as instrugdes do fabricante. Este procedimento utiliza uma
mistura de oligonucle6tidos que representam todas as sequéncias possiveis de hexameros denominada
por random primers, cuja funcdo é ligarem-se ao RNA, servindo de molde para a reagdo da RT e
iniciarem a sintese de cDNA (Nie and Singh 2001).

3.6.2. Desenho de oligonucleotidos iniciadores (primers)

Com o objetivo de amplificar as sequéncias correspondentes a0 MRNA dos genes envolvidos na via em
estudo desenharam-se pares de primers especificos para cada transcrito (Tabela 3.3). Para tal recorreu-
se a ferramenta PRIMER BLAST (NCBI database, www.ncbi.nlm.nih.gov) e definiram-se os seguintes
pardmetros: entre 18 a 23 pares de bases (pb), 40 a 60% de contelido G/C, tamanho do amplicdo entre
100 a 200 pb, temperaturas de deshaturacdo (Tm) entre 58°C e 62°C e que nédo diferissem em mais de
3°C entre si, e de modo a limitar a amplificacdo apenas ao mRNA, pelo menos um dos primers deve
estar contido entre uma juncdo exdo-exdo. Um dos elementos do par de primers é complementar a
extremidade 5’ da sequéncia direta (forward - F) e o outro complementar a extremidade 3’ da sequéncia
reversa (reverse - R).
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Tabela 3.3 — Primers especificos das sequéncias humanas do mRNA dos genes selecionados para validagdo experimental. Na
tabela constam o gene, a designagdo dos primers e a sua sequéncia, assim como a temperatura de emparelhamento (do inglés
annealing, Ta) e o nimero de ciclos de PCR utilizado para cada reagao.

Primer (F —
Gene Forward; R — Sequéncia (5’—>3’) Ta (°C)| Ciclos
Reverse)
I BMIL-F GTTACCTGGAGACCAGCAAGT o | 30
BMIL-R TTAGAGCCATTGGCAGCATCA
CBXT-F TGCGGAAGGGTAAAGTCGAG -
CBX7 CBX7R CTCTCCTCCTTCTCCTCGTAG 58°C | 32
H2AEX-F GGCCTCCCAGGAGTACTAA -
H2AFX H2AFXR CTCTTTCCATGAGGGCGGT 56°C | 32
HIPKLF AGTTCTCACGCAGGGAAGC -
HIPK1 HIPKLR GCAGTCTGTTCAACCAGCG 56°C | 30
HOXD3-F TAATTGTGGTCACCTGGAGCC 5
HOXD3 HOXD3-R CTTCTGCATTGTGCACTCAGG 60°C | 38
rea LRP4-F ATGTTATCAGGCGAGCAGACC e | 5
LRP4R CGCCTCAATGGTATTTCGACC
MSH2-F TGCAGTTTCATCACTGTCTGC -
MSH2 MSH2-R GCTCTGACTGCTGCAATATCC ¥C | 28
MSH4-F GGCCAGCTCAAGGTTCATACT :
MSH4 MSH4-R CACTTGTGGTGTCCAGCTCTT 58°C | 35
MTUSL-F ACTGGTGGACAACAACACAGC -
MTUSI MTUSL-R GGAAAGCTGCCTTGAGAT 60°C | 28
NABP1-F CGCGCCTGTCCCAATATGAAT :
NABP1 NABPLR TGGTCACGCGTCCTATCTCC 62°C | 30
PDE4DIP-F CTGTCACAATGCAAACAACGC -
PDEADIP 5 5EiDIPR ACCAAGGATTCACCTGTAAGC 60°C | 32
POLDA-F CTTCCAGTGCAGTCTCTGGC -
POLD4 POLD4R GTTGAGCCTCTGACACCTCC 64°C | 34
RADL7-F AGTGGTGACTGGAATACACGC 5
RAD17 RADL7-R AACTTGATCCTCCTCCTTGGC 60°C | 28
RAD51B-F CAAGAGCTGTGTGACCGTCT -
RADSIE RAD51B-R TCCCATAAGCCGTTTGCATC %6°C | 28
SLC12A7-F CTGGAGAACCTGTGGAGTACG 5
SLCI2AT g C12A7R CATGATACCGGTCACGGAAGG 60°C | 30
SLC39A12-F TCACCAAATGACAAGCACGGC °
SLC39ALZ 5 c30A12R GCCTGTGAATCTTCTGGGCTT 60°C | 30
SLC7ATF TATCCAGGACCAAGGAGGCA :
SLCTAT SLC7ATR ACGACGTTAAGCAGTGAG 58°C | 30
SPTBNLF AGTGATGTCAACAACCGCTGG °
SPTBNL SPTBNLR TCACGCTCATCTGCCAGAGC 60°C | 28
STRN-F CTGAAGCCTGGAATGTGGACC 5
STRN STRN-R TGACCTATTGGGCCTCTTCACC 60°C | 28
QPollI-F CGCAATGAGCAGAACGGCGC
QPolll 62C | 28
QPolll-R TCTGCATGGCACGGGGCAAG
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A amplificacdo de cada fragmento dos vérios genes em estudo foi efetuada em paralelo com a
amplificacdo de um fragmento do cDNA de RNA polimerase Il (QPol 1), como controlo interno, para
normalizacdo dos resultados, dado que é um gene de expressdo ubiquitaria e deste modo permite
monitorizar e anular varia¢fes causadas por erros de pipetagem dos cDNAs utilizados.

3.6.3.  Amplificacdo semi-quantitativa de fragmentos cDNA

As condicdes de amplificacdo de cada transcrito foram otimizadas experimentalmente para
corresponderem a fase linear de amplificacdo do PCR, de forma a permitirem uma analise semi-
quantitativa dos resultados. Para tal, em cada PCR, foram amplificadas diluigdes seriadas (1:1; 1:3; 1:6)
de cDNA de DLD1 ndo transfetadas. Para cada amplificacdo realizou-se uma mix de rea¢do, com um
volume final de 25 pl, composta por Tampao B 1x (composi¢do no Anexo VI), por 0,2 uM de cada um
dos primers especificos e por 0,02 U/ul de DreamTag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Em
seguida foi adicionado a cada uma das rea¢des, com excepcdo das que desempenhavam funcdo de
controlo de PCR, 2 uL de cDNA da amostra respectiva. Depois de homogeneizadas, as amostras foram
colocadas em termocicladores (Whatman Biometra®, www.biometra.de) e amplificadas segundo os
programas descritos na Tabela 3.4.

Os programas basearam-se numa desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 min, seguida de uma
desnaturacdo a 94°C por 30 seg. As temperaturas de emparelhamento (do inglés annealling) foram
especificas de cada reacdo de amplificagdo, de acordo com os primers utilizados (Tabela 3.3). O passo
de extensdo ocorreu durante 15 seg a 72°C para todas as rea¢0es dos genes em estudo e durante 30 seg
a 72°C para a reacdo de QPol I1. A extensdo final foi feita a 72°C durante 5 min.

Tabela 3.4 — Composicéo da mix por amostra utilizada para cada PCR e definicdo dos programas de PCR. As temperaturas de
annealing (Ta) e o nimero de ciclos utilizado na amplificagdo especifica de cada um dos genes selecionado para validagéo
experimental encontram-se na Tabela 3.3.

Transcrito Mix por amostra Programa
94°C - 5 min
. 94°C - 30 seg
Genes da via _ Ta (°C) - 30 seg X ciclos
em estudo - 0,2 uM primer F 0
. 72°C - 15 seg
-0,2 uMNprlmer R 720C - 5 min
- Tampéo B (1x) 94°C - 5 min
- 0,02 U/ul Dream Taq 94°C - 30 seg
Polymerase 62°C-30 seg x 28 ciclos
72°C - 30 seg
72°C - 5 min

3.6.4. Detecao de Mycoplasma por PCR

E essencial monitorizar as culturas celulares em laboratdrio para nos certificarmos de que estas se
encontram livres de contaminacgdes. Tal € feito atraves da sua observagdo recorrente ao microscopio,
avaliando a sua taxa de crescimento, cor do meio, morfologia entre outras. Porém, nem todo o tipo de
contaminacdes € visivel ao microscopico, como é o caso da infecdo pela bactéria Mycoplasma, um dos
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maiores problemas da cultura de células in vitro, por crescer lentamente e ndo destruir as células
hospedeiras, alterando, no entanto, o metabolismo da cultura celular de variadas formas. A
contaminagao por Mycoplasma é dificil de eliminar e pode espalhar-se a outras culturas que estejam em
laboratério, pelo que é essencial testar regularmente a presenca de Mycoplasma nas linhas celulares em
cultura (Freshney 2000).

A detecdo de Mycoplasma no laboratério de acolhimento foi feita, mensalmente, por PCR. Para cada
teste realizado foram retirados 100 puL de meio de cultura do frasco de células, neste caso, DLD1 e
colocaram-se a 95°C durante 10 min para desnaturar. Para um volume de reacdo, por amostra, de 25 pl
que inclui Tampéo B 1x (composi¢do no Anexo VI), 0,2 uM de cada um dos primers especificos (Mico-
F e Mico-R), 0,02 U/ul de DreamTag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) e 3 uL da amostra
desnaturada. O programa de PCR utilizado tem 45 ciclos e é baseado numa desnaturacao inicial a 98°C
durante 5 min, seguida de uma desnaturacdo a 94°C por 30 seg, um annealing de 56°C por 45 seg, uma
extensdo a 72°C por 30 seg e uma extensdo final a 72°C durante 5 min.

Mico-F: 5 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA 3°
Mico-R: 5 TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3’

3.6.5. Eletroforese de produtos de PCR

Posteriormente, os produtos de PCR foram separados por eletroforese, em tampéo Tris-Borato-EDTA
1x (TBE — composicdo no Anexo VI), utilizando géis de agarose (Lonza, www.lonza.com) de 2,5%
(p/v) de concentracdo, corados com brometo de etidio (0,4 pg/ml). Os géis foram sujeitos a uma
diferenca de potencial de 80 V durante 30-60 min e em seguida foram analisados e fotografados no
aparelho FireReaderV4 (Uvitec Cambridge, www.uvitec.co.uk).

3.6.6. Analise densitométrica

Para cada um dos genes em estudo foram realizados pelo menos trés ensaios validos de RT-PCR, que
foram analisados e quantificados por densitometria da intensidade das bandas nos géis recorrendo ao
software publico NIH ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

3.6.7. gPCR

Outra variante do RT-PCR ¢ a Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction — RT-
gPCR, que é uma técnica estabelecida para a quantificacdo de mMRNA em amostras bioldgicas (Huggett
et al. 2005). Os beneficios do uso desta técnica incluem a maior sensibilidade, reprodutibilidade,
precisdo e melhor controlo da qualidade no processo de quantificagcdo (Valones et al. 2009).

O PCR em tempo real monitoriza a amplificacdo do DNA enguanto esta ocorre, por meio de marcadores
fluorogénicos que, ao interagirem com o DNA sintetizado de novo emitem fluorescéncia proporcional
a quantidade presente em cada novo ciclo do PCR (Seifi et al. 2012). Este procedimento requer um
termociclador com um sistema 6tico para capturar a fluorescéncia e um computador com um software
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capaz de recolher e processar os dados obtidos. A analise das curvas dos incrementos de fluorescéncia,
permitem determinar entre que ciclos a rea¢do de PCR se encontrava na fase exponencial, i.e., a fase em
que o numero de moléculas de DNA alvo duplica a cada ciclo, sendo proporcional a 2™ ¢ da
guantidade inicial de DNA na amostra. Definindo-se um nivel ou patamar de fluorescéncia (T) em que
todas as amostras estejam nesta fase, podemos, por comparacdo com séries de diluicdo de uma amostra
com concentracdo inicial conhecida (quantificacdo absoluta) ou por comparagdo com uma amostra de
referéncia Unica (quantificacdo relativa), extrapolar, respetivamente, a quantidade inicial em cada
amostra ou em quantas vezes esta varia relativamente a amostra de referéncia, através da comparagao
entre 0 numero de ciclos necessarios, em cada amostra, para se atingir esse patamar (CT) (Arya et al.
2005).

Neste estudo, 0 composto fluorescente usado foi 0 SYBR Green, um fluoréforo com afinidade para se
ligar a0 DNA em dupla cadeia (dSDNA), sendo 100 vezes melhor que o brometo de etidio (\Valones et
al. 2009) e o aparelho de real-time, o ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific).

Utilizou-se a quantificagdo relativa (método AACT), em que a amostra de referéncia para cada um dos
6 ensaios foram as células transfetadas com GFP-ctrl. Para cada amostra preparou-se, em gelo, uma mix
dos seguintes reagentes para um volume total de 25 pl: 12,5 pl SYBR Green PCR Master Mix (2x)
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 2,5 pl de primer F e primer R, 5 pl de cDNA diluido
1:10 (cerca de 300 ng) e 2,5 pl de agua bidestilada para perfazer o volume. O programa de gPCR
consistiu num passo de desnaturacao inicial a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de amplificacdo
compostos de uma desnaturacio durante 15 seg a 95°C e uma extensdo de 45 seg a 64°C. A semelhanca
do RT-PCR foi também amplificado, em paralelo, o cDNA de QPol Il para servir de controlo interno e
normalizar os resultados a quantidade de RNA total em cada amostra.

3.7. Transformacao de bacteérias, culturas liquidas e
extracdo de DNA plasmidico

Transformag&o é o processo pelo qual um organismo procarionte adquire DNA exdgeno. Existem dois
tipos de transformagdo bacteriana: transformagéo natural e artificial. A transformagéo natural descreve
a absorcédo e incorporacdo de DNA em células do ambiente natural. Ao passo que a transformacao
artificial se refere a um vasto nimero de métodos para induzir a absor¢do de DNA exdgeno (Sambrook
and Russell 1999). Dos métodos utilizados na transformacao artificial podem resultar bactérias quimio-
competentes ou eletro-competentes. A competéncia de uma célula define-se pela capacidade da mesma
receber DNA extra-cromossomal ou plasmidico. A necessidade de se trabalhar com células competentes
advém do facto de o DNA ser uma molécula altamente hidrofilica ndo conseguindo penetrar na
membrana celular bacteriana. Para que o DNA consiga atravessar a membrana celular bacteriana, as
bactérias sdo ressuspendidas numa solucdo com elevada concentracdo de calcio que produz pequenos
buracos na membrana das células bacterianas, por onde 0 DNA ¢é forgado a entrar por choque térmico.
Outra forma muito conhecida de transformagcdo artificial é realizada por eletroporacédo, na qual as células
bacterianas sdo sujeitas a um pulso elétrico de alta intensidade que aumenta significativamente a
condutividade elétrica da membrana plasmatica e por conseguinte, aumenta a sua permeabilidade (Das
and Dash 2015). O método quimico é o mais utilizado por ser menos agressivo, mais rentavel e o mais
adequado a bactérias gram negativas por terem uma parede celular menos substancial (Aune and
Aachmann 2010).
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Em protocolos de clonagem, a transformacéo artificial é usada para introduzir o DNA recombinante na
bactéria hospedeira. O crescimento das bactérias transformadas, depende da incorporacdo do plasmideo
pois este contém geralmente no seu backbone um gene de resisténcia a um antibiético que é incluido no
meio seletivo em que as bactérias irdo crescer.

Neste estudo, as transformacdes realizadas foram utilizadas para amplificar DNA plasmidico purificado
dos construtos de interesse (pEGFP-ctrl e pEGFP-Tiam1) que serdo transfetados. Adicionou-se 1 ul
(~10 ng) de DNA plasmidico a 10 pul (~107) células quimicamente competentes de Escherichia coli da
estirpe DHS0,, seguindo-se um periodo de incubacdo de 15 a 30 min em gelo. A mistura foi, depois,
sujeita a um choque térmico realizado por 40 seg a 42°C, regressando de imediato ao gelo. Apds um
periodo de 2 min adicionaram-se, a chama, 50 pl (5x o volume de bactérias) de LB liquido pré-aquecido
a temperatura ambiente e, de seguida, incubou-se a mistura durante 1 h a 37°C, com agitacdo constante
(~600 rpm). Posteriormente, plaquearam-se 20 ul da reagdo de transformagdo em placas, pré-aquecidas,
de LB-Agar com canamicina (Kan, 30 pg/ml), uma vez que os plasmideos utilizados t€ém um gene de
resisténcia para este antibiotico. As placas foram colocadas a 37°C, invertidas, e no dia seguinte, uma
colonia de cada placa (correspondente a cada um dos plasmideos de interesse) foi inoculada em LB
liquido com Kan e incubada a 37°C, O/N, com agitacdo constante (~220 rpm).

No dia seguinte procedeu-se a extracéo e purificacdo do DNA plasmidico das culturas liquidas utilizando
o0 innuPREP Plasmid Mini kit (AnalytikJena, www.analytik-jena.de), tendo em conta as instru¢des do
fabricante.

Este procedimento baseia-se num método modificado de lise alcalina que separa seletivamente 0 DNA
cromossomal e proteinas celulares do DNA plasmidico, que é depois purificado por adsor¢cdo a uma
matriz de silica e recuperado quando em presenca de agua ou tampao TE.

O processo termina com a quantificagdo de DNA plasmidico obtido para cada amostra e com a medida
do seu grau de pureza. Para tal foi medida, por espectrofotometria, a absorvancia a 260 nm
(Concentragdo = A260nm x 50 x fator de dilui¢do), bem como o racio A260nm/A280nm, indicativo do
grau de pureza da preparagdo (o valor 6timo é de 1.8).

3.8. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa, também designado de eletroforese em gel de uma Unica célula (do inglés, single-
cell gel electrophoresis), tornou-se num dos métodos mais comuns para avaliar danos no DNA, com
aplicacbes em testes de genotoxicidade, biomonitorizacdo humana e epidemiologia molecular,
ecogenotoxicologia bem como, na investigagdo dos mecanismos moleculares de geracdo de danos no
DNA e sua reparacdo. Esta metodologia, encontrando-se ainda em desenvolvimento, apresenta
caracteristicas vantajosas como a sua simplicidade, sensibilidade, versatilidade, velocidade e economia.
E também uma das técnicas usadas na area de investigacio do cancro para a avalia¢io da genotoxicidade
(A. R. Collins 2004).

Este procedimento foi assim designado, por a imagem resultante se assemelhar a um “cometa” com
cabeca e cauda distintos, onde a cabeca € composta pelo DNA intacto, enquanto que a cauda consiste
nos fragmentos de DNA resultantes de danos ou quebras simples ou duplas na cadeia de DNA (Sanadi
etal. 2004). O “cometa” pode ser analisado digitalmente, extrapolando-se a extensdo dos danos no DNA
pela quantificacdo da intensidade do sinal (pix¢is) na “cabeca” e “cauda”, a partir de imagens digitais

23


http://www.analytik-jena.de/

captadas por um microscépio com um software desenvolvido para este proposito (Olive and Banath
2006).

Tecnicamente, este método envolve o tratamento das células com um agente genotdxico ou outro que
leve ao dano das moléculas de DNA, sendo as células posteriormente embebidas em agarose, numa
lamina de microscépio, sujeitas a lise com uma solugdo hipertonica contendo um detergente nao-idnico
gue remove todas as membranas e proteinas citoplasmaticas, preservando, no entanto, a estrutura da
cromatina nos nucleos. Estes sdo entdo sujeitos a condi¢des alcalinas ou neutras, o que torna a estrutura
da cromatina mais relaxada, expondo o DNA e permitindo que ao ser aplicada uma corrente elétrica 0s
fragmentos de DNA danificados migrem mais que o0 DNA intacto. Ap6s coloragdo com um marcador
fluorescente especifico de DNA (por exemplo, o brometo de etidio), o gel é entdo observado ao
microscopio de fluorescéncia e através de um software apropriado calculada a percentagem de
fluorescéncia existente na cabecga e na cauda do cometa, bem como o seu comprimento (A. R. Collins
2004; Nandhakumar et al. 2011). A percentagem de DNA fragmentado na cauda do cometa é uma
medida direta dos danos no DNA.

Para avaliar a influéncia do estado de ativacdo da via Rac1l/PAK1 na inducdo de danos no DNA e na
capacidade de os reparar foi realizado um ensaio de cometa em células DLD1 em trés condigdes
diferentes de ativagdo desta via: condi¢Bes basais; ativagdo da via, através do tratamento das células
com HGF (do inglés, Hepatocyte Growth Factor), um fator de crescimento responsavel pela ativagdo
de Racl; e inibigdo da via, pelo tratamento das células com EHT. Cada uma das condigdes anteriores
foi exposta a um agente genotdxico, neste caso, o sulfonato de etil-metano (EMS) ou ao veiculo no qual
este agente foi dissolvido. Adicionalmente, o desenho experimental incluiu o tempo de recuperagéo 0 h
e 4 h apds a exposicao, ou ndo, ao agente genotdxico. Todos os tratamentos foram feitos em duplicado
para amostra. A Figura 3.1 apresenta um esquema resumindo o procedimento experimental atras
descrito.

Controlo sem Ativagdo
tratamento <JIESeeeee) HGF 4h
AL v L

2

Inibigdo EHT
4h J s
4h Oh
cdo recuperagao recuperagio recu|

Figura 3.1 — Esquema representativo do procedimento experimental do ensaio do cometa.

Oh
recupera
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Assim, prepararam-se células DLD1 com uma confluéncia de 40 a 50% (aproximadamente 0,25x10°
células/poco) numa placa 24-well (Thermo Fisher Scientific). No dia seguinte mudou-se o0 meio para
DMEM com apenas 1% (v/v) de FBS (DMEM 1%), um procedimento chamado de “starvation”. Este
passo € essencial ser realizado antes das células serem tratadas com um fator de crescimento, dado que
o0 soro (FBS) é também rico em fatores de crescimento e é importante anular o efeito desses antes de
observarmos o resultado de outro tratamento. Passadas 24 h, com as células a uma confluéncia de cerca
de 80%, procedeu-se ao tratamento com HGF (50 ng/ml), EHT (20 uM), ou apenas novo DMEM 1%,
nos pogos respetivos, durante 4 h. Durante este tempo as células foram incubadas a 37°C, com 5% de
CO..

Posteriormente, removeu-se 0 meio de todos os pogos e lavou-se com PBS 1x (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific). Aos po¢os que ndo foram sujeitos a tratamento genotéxico foi adicionado DMEM 1%,
enquanto aos outros foi adicionado 15 mM EMS diluido em DMEM 1% (500 pl/pogo), durante 1 h,
mantendo mais uma vez as células a 37°C, com 5% de CO,. Em seguida tirou-se o meio e lavaram-se
todos os po¢os com PBS. Aos pogos que seriam avaliados ap6s 4 h de recuperacao da exposi¢éo ao EMS
foi adicionado DMEM 1%. Quanto aos po¢os com 0 h de tempo de recuperacdo foi iniciado o processo
de tripsinizac&o (utilizando 300 pl de tripsina) e ficando a incubar durante sensivelmente 5 min na estufa
a 37°C. Quando as células ja se encontravam soltas, ressuspenderam-se em 600 pl de DMEM 1% e
transferiu-se a suspensdo celular para tubos de 1,5 ml. Procedeu-se a sua centrifugacdo a 1200 rpm, a
4°C, durante 10 min. Ap6s a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e os pellets foram
ressuspendidos no volume residual remanescente.

Previamente, prepararam-se e identificaram-se laminas revestidas com agarose (Electrophoresis grade,
Sigma) e dissolveu-se 1% de low melting point agarose (composi¢do no Anexo VI) a 70°C que,
posteriormente, se colocou a 38°C e onde permaneceu até ser utilizada.

As ressuspensdes dos pellets anteriores foram adicionados 80 pL de 1% low melting point agarose
(composigdo no Anexo VI) a 38°C. Esta mistura foi rapidamente homogeneizada e distribuida em duas
gotas numa lamina revestida com agarose (Fig. 3.2), colocando-se de imediato uma lamela por cima de
cada gota e em seguida, posicionando a lamina em cima de uma caixa metalica incubada no frio. Este
procedimento da origem & formacdo de mini-géis contendo os nucleos das células obtidos nas varias
condicBes do ensaio. Terminada esta fase, as laminas séo protegidas da luz para evitar qualquer tipo de
efeito genotéxico ambiental e deixadas a 4°C entre 10 a 15 min.

\_ Rep 1 Rep 2

N
SN B i
EHE

Figura 3.2 — Imagem representativa das laminas com os mini-géis.

Por fim, depois de se retirarem as lamelas, as laminas sdo embebidas em solugédo de lise (composi¢éo
no Anexo VI) e incubadas entre 1 h a 24 h, a 4°C.
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O procedimento anterior foi repetido para as células com tempo de recuperacao de 4 h, até que todas as
laminas se encontrassem em solucéo de lise.

Finalizado o processo de lise, incubaram-se as laminas em tampao de eletroforese alcalino (composicéo
no Anexo VI), previamente mantido a 4°C, j& na tina de eletroforese, durante 30 min. Em seguida,
realizou-se a eletroforese com uma voltagem constante de 28 V, durante 25 min, tentando manter a
amperagem perto dos 300 mA. Apds a eletroforese, colocaram-se as laminas em tampdo de neutralizacdo
(composi¢do no Anexo VI) frio, durante 10 min, seguida de outra incubacdo de 10 min em &gua
bidestilada fria. Por fim, deixaram-se as ldminas a secar O/N a temperatura ambiente.

No dia seguinte, iniciou-se o processo de coloracdo das laminas para posterior analise. Este processo
incluiu a adi¢do de 20 pL de brometo de etidio (0,125 pg/uL) a cada mini-gel, cobrindo-se cada um
deles com uma lamela e incubando em camara himida, protegida da luz, durante 30-45 min a 4°C.

As laminas foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Zeiss AxioPlan2, acoplado a um sistema
digital de aquisigdo de imagens. O software OpenComet (www.opencomet.org) foi usado para medir 0s
cometas de 100 células entre os replicados de cada condigdo experimental.
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4. Resultados

4.1. Resumo da analise bioinformatica dos dados de ChIP-seq

Como descrito na Introducdo, o trabalho desenvolvido nesta dissertacdo teve por base um trabalho de
colaboragdo entre o grupo de acolhimento e o grupo de bioinformética (GER) do centro de investigacdo
BiolSI da FCUL, liderado pela Professora Margarida Gama Carvalho. Desta colaboracdo, em que
estiveram envolvidos a Doutora Andreia Fonseca e 0 Licenciado Tiago Oliveira, resultou um algoritmo
desenvolvido especialmente para a anélise dos dados de ChlIP-seq obtidos pelo grupo de acolhimento,
que € o foco de base da dissertacdo de mestrado do licenciado Tiago Oliveira e, como tal, a sua descricao
pormenorizada encontra-se fora do dmbito desta tese. Contudo, para a contextualizagdo do leitor, é
necessario dizer que desta analise foi obtida uma lista de 2566 picos localizados num intervalo de 3000
pares de bases a montante e 1000 pares a jusante de loci anotados como correspondentes a locais de
iniciacdo da transcricdo génica (TSS do inglés, Transcription Start Site), doravante designados por
features (Anexo I). Destes, 2419 surgiram aquando da ativacdo da via, correspondendo, portanto, a loci
onde ocorreu a troca de BCL6 por STATS, e 147 surgiram aquando da inibi¢do da via, ou seja,
correspondendo a loci onde ocorreu a troca de STATS por BCL6. Foram ainda encontrados 17 features
que apresentavam picos proximos tanto na ativacdo como na inibigdo da via Racl/PAK1. Apos analise
da localizacéo de cada pico relativamente a cada feature, concluiu-se que estes representavam mais do
que um loci responsivo a via na vizinhanga destas features, provavelmente com respostas antagonicas a
manipulacdo do seu estado de ativagdo (Anexo | e Fig. 4.1).

Ativacao da Via Inibicao da Via
2419 147

2402 17 130

Figura 4.1 — Diagrama de Venn representativo das features identificadas por ChIP-seq na ativagdo (a azul) e na inativacao da
via Rac1l/PAK1 (a amarelo) e em ambas as situacdes (a verde).
E de notar ainda que, tal como previsto, a amplitude dos picos encontrados, i.e., 0 nimero de reads
(fragmentos de DNA sequenciado) por pico, é baixa, compreendendo-se entre 2 e 20 reads na ativacdo
e entre 2 e 15 reads, na inibigdo da via (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Resumo dos nimeros maximos e minimos de reads detetados por ChlP-seq mediante a ativacéo e inibi¢do da via
Racl/PAK1.

Tratamento Nulm'ero de reads I/I?ICO
Maximo Minimo
Ativagao 20 2
Inibigao 15 2
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E ainda de referir que foi também realizada uma analise bioinformatica com vista a encontrar motivos
putativos de consensus para a ligacdo dos fatores BCL6 e STAT5 em resposta a via Racl/PAK1
(motivos especificos do switch destes dois fatores). Uma sequéncia de DNA consensus representa o
resultado de alinhamentos multiplos de sequéncias caracterizadas experimentalmente como passiveis de
serem reconhecidas por um determinado fator. Estas sdo comparadas entre si e 0s motivos séo calculados
com base na frequéncia com que cada nucleétido aparece em determinada posi¢do. Os motivos de
sequéncia, sdo geralmente curtos, e consistem em padrdes recorrentes no DNA, que se presume estarem
associados a uma funcéo bioldgica particular (D’Haeseleer 2006). Geralmente, estes indicam locais de
ligacdo especifica para proteinas como nucleases ou fatores de transcrigdo. Existem, atualmente,
métodos computacionais de acesso publico que permitem a identificacdo in silico quer de regiGes
regulatorias nos promotores de genes de interesse, quer a de novos motivos de consensus com base em
sequéncias identificadas, por exemplo, através de ChlP-seq. Neste trabalho, foi utilizado o algoritmo
“MEME Suite” (Bailey et al. 2006), disponivel em http://meme-suite.org/, procedendo-se a uma andlise
das regides de 250 pb a montante e a jusante do centro de cada um dos picos detetados (segundo o
descrito por (Ma, Noble, and Bailey 2014)). Através desta analise foi encontrado o motivo representado
na Figura 3.2 A, com E = 5x10® (valor representativo da possibilidade do motivo encontrado ser um
falso positivo). Por comparagdo com os motivos candnicos dos fatores BCL6 e STATS (Fig. 4.2B e C,
respetivamente) observa-se uma homologia consideravel para a sequéncia {G}R[AT]TYY[AT] (Fig
4.2, retdngulo cinza).

T AA C CCAbC Motivo previsto para
CCCT AA A TTTE BCL6/STATS switch

B _f.\:_;:TTC A A AC Motivo STAT5
C;I;IICQ_AI.L ¢ AAQ Motivo BCL6

C
AT

Ob

B =
C <X

L))

Figura 4.2 — (A) Representacéo grafica do motivo de consensus previsto pelo algoritmo “MEME Suite” para a ocorréncia do
switch BCL6/STATS em resposta & via Racl/PAK1. (B) Motivo consensus canénico para o fator STAT5. (C) Motivo
consensus canoénico para o fator BCL6. O retangulo cinza destaca a regido de maior homologia entre os 3 motivos.

4.2. Selecao de genes para validacao experimental

O passo seguinte foi selecionar um conjunto de genes, definidos pelos features na vizinhanga dos picos
nesta lista, para validar experimentalmente se a manipulagdo da via Racl/PAK1 induziria ou ndo
variagdes nos seus niveis de expressdo. Como os dados anteriores do grupo de acolhimento (Barros et
al. 2012), bem como o nimero de picos obtidos nos indicou que, em estado basal, a via Racl/PAK1 se
apresentava pouco ativa nestas células, foi escolhido iniciar a validagdo experimental pela lista de 2402
features que respondiam em exclusivo a ativacdo da via, excluindo-se os 17 que variavam também na
inibicdo da via, pois poderiam dificultar a interpretacdo dos dados resultantes da analise da expressédo
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dos genes associados. Foram ainda estabelecidos critérios de selecdo adicionais, com vista a maximizar
a hipotese de se observarem variagdes significativas ao nivel da expressao dos genes analisados:

1. Excluiram-se features correspondentes a miRNAs, RNAs ribossomais, pseudogenes e genes
“putativos” cuja estabilidade do mRNA e a sua tradug¢do em proteina ndo estivesse confirmada
e caracterizada;

2. Excluiram-se features na vizinhanca de picos com dimensao inferior a 50 pb (dimensdo média
de uma read);

3. Excluiram-se features cujo pico correspondente estivesse a mais de 1500 pb a montante do TSS
—regido promotora classica;

4. Excluiram-se features cujo nimero de reads médio (entre os replicados do ChIP seq) para o
pico no controlo (condicBes basais) fosse igual ou superior ao nimero de reads médio para o
pico correspondente nas condigdes de ativagdo da via.

Utilizando estes critérios reduziu-se a lista de features a 419 entradas (ver Anexo Il). No sentido de
facilitar o processo de selecdo, estas 419 entradas foram ainda submetidas a uma andlise de anotagdo e
agrupamento funcional utilizando o algoritmo D.A.V.1.D. (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) disponivel em https://david.ncifcrf.gov/. Verificou-se que, das 419 features, a
maioria, 267, se agrupavam sob o classificador “sequence variant” (Fig. 4.3 e Anexo III), pelo que se
optou por utilizar este grupo para selecionar o conjunto de genes a validar experimentalmente.

§ DAVID Bioinformatics Resources 6.7
A § ﬁﬂ"‘ ROSCE National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH

** Announcing DAVID 6.8 Beta with updated Knowledgebase (_more info). You may explore the new version at david-
d.ncifcrf.gov. ** DAVID 6.8 will become the production version on October 1, 2016 at this URL. DAVID 6.7 will be available on our
development site until at least January 1, 2017, **

Functional Annotation Chart
Help and Manual
Current Gene List: List_3
Current Background: Homo sapiens
407 DAVID IDs

E Options

| Rerun Using Options I Create Sublist |

182 chart records Bi Download File
3,6E-
UP_SEQ_FEATURE sequence wariant RT _ 267 65, 6

7,7E-

SP_PIR_KEYWORDS polytmaorphism RT _ 253 62,2 2
. —— 2,2E-

SP_PIR_KEYWORDS phosphoprotein ] —— 200 49,1 7
- 5, 9E-

SP_PIR_KEYWORDS alternative splicing RT s 180 44,2 3
X ——— f,6E-

UP_SEQ_FEATURE splice wariant R ss— 180 2 5

Figura 4.3 — Resultado da analise de anotacdo e agrupamento funcional, através do algoritmo D.A.V.1.D., das 419 features
que passaram o primeiro conjunto de critérios de selecao.

Para tal, criou-se uma nova lista contendo os identificadores das features anotadas, juntamente com o
nimero maximo de reads detetado para o pico correspondente aquando da ativagéo da via Racl/PAK1
(Max_Actin Anexo 1V). Na tentativa de verificar alguma correlacdo entre o nimero de reads e variacfes
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na expressdo dos genes definidos pelas respetivas features, definiram-se, apds ordenacdo segundo o
parametro Max_Act, 3 intervalos, representados no histograma da Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Histograma representativo da distribui¢do do nimero méaximo de reads/pico pelos 3 intervalos de contagens

indicados.
Verificou-se que a maioria dos picos (218) apresentava um nimero maximo de reads baixo, entre 2 e 5,
seguido por um conjunto de 41 picos com 6 a 8 reads e, por Gltimo, s6 8 dos 267 picos anotados
apresentava mais de 8 reads, com um méaximo de 11 reads presentes em apenas dois deles (Fig. 4.4 e
Anexo V). Por forma a selecionar genes de interesse correspondentes a features contidos nestes 3
intervalos, calculou-se ainda um outro parametro, correspondente a diferenca entre 0 nimero de reads
presentes para cada pico em cada um dos replicados experimentais do ChlP-seq (AAct in Anexo V).
Selecionaram-se entdo 0s genes apresentados na Tabela 4.2, tendo em conta a sua representatividade em
termos dos parametros, Max_Act, AAct e também a distribui¢do nos trés intervalos indicados

Tabela 4.2 — Genes selecionados com os critérios estabelecidos, separados em 3 grupos mediante o seu nimero de reads: Alto
(11 a 9 reads), Médio (8 a 6 reads) e Baixo (5 a 2 reads). Max-Act representa 0 nimero maximo de reads detetado para o pico
correspondente na ativacdo da via; AAct representa a diferenca entre o nimero de reads presentes para cada pico em cada um
dos replicados experimentais.

Simbolo_HGNC Max_Act AAct
PDE4DIP
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SLC7A7
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Médio HOXD3
[8-6] RAD17
MSH2
HIPK1
SLC12A7
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MSH4
CBX7

Baixo
[5-2]
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4.3. Ativacao e inibicado da via Rac1l/PAK1 em células DLD1

Neste estudo foi utilizada a linha celular de cancro colorretal, DLD1, que o laboratério de acolhimento
jatinha utilizado nos ensaios de ChlP-seq, visto ter sido caracterizada como um modelo celular tumoral
em que todos 0s componentes da via de sinalizacdo se encontram adequadamente representados (Barros
etal. 2012).

Para analisar se a expressdo dos genes selecionados € ou ndo regulada pela via Rac1/PAK1 é, como ja
foi referido, necessario induzir a ativacao e inibi¢do desta via no nosso modelo celular. Para tal, seguindo
uma metodologia ja anteriormente validada pelo grupo de acolhimento (Barros, Jordan, and Matos 2009;
Barros et al. 2012), transfetaram-se células DLD1 com as seguintes construcfes em vectores de
expressao em células de mamifero (ver Materiais e Métodos): um vetor pEGFP controlo (GFP-ctrl), que
expressa somente a proteina verde fluorescente do cnidario Aequorea victoria, mais conhecida por GFP
(abreviatura do inglés, green fluorescent protein), para controlo do estado de ativacdo basal da via; ou,
em duplicado, com o vetor pEGFP-Tiam1C1199 (doravante designado por GFP-Tiaml), uma
construgdo onde a sequéncia codificante da proteina GFP foi fundida em fase com a sequéncia
codificante de um mutante constitutivamente ativo de um GEF especifico de Racl (Tiam1 (Michiels et
al. 1997)), para estimular a ativagdo da via Racl/PAK1. Apos 16 h de expressdo, um dos replicados
transfetados com GFP-Tiam1, foi tratado durante 4 h com EHT 1846 (doravante designado como EHT),
um inibidor seletivo da atividade de Racl, que consegue bloguear a ativagdo endogena desta GTPase,
mesmo na presenca de Tiaml (ver Materiais e Métodos). Em seguida, procedeu-se a lise das células
para a obtencdo quer de extratos proteicos, quer para o isolamento e purificacdo do RNA total (ver
Materiais e Métodos). Os lisados proteicos de cada amostra foram resolvidos por SDS-PAGE, ao que
se seguiu a sua analise por Western blot (WB) utilizando um anticorpo monoclonal contra o GFP, o que
permite assim determinar os niveis de ambas as proteinas transfetadas (GFP-ctrl e GFP-Tiaml) (Fig.
4.5). Detetou-se também a proteina tubulina, utilizando um anticorpo monoclonal especifico, para
controlo da quantidade de proteina carregada em cada pogo do gel de SDS-PAGE, uma vez que se trata
de uma proteina housekeeping (ubiquamente expressa) que se encontra em elevada abundancia em
células eucarioticas, e cujos niveis deveriam ser equivalentes em todos os lisados (Gdrtler et al. 2013).

o AR
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anti-tubulina A S . - 55 KDa

Figura 4.5 - Indugdo da ativacao e inibicdo da via Rac1l/PAK1 em células DLD1. GFP-ctrl corresponde as condi¢des basais;
GFP-Tiam1 corresponde as condi¢des de ativacdo da via; GFP-Tiaml + EHT 1846 corresponde as condigGes de inibicdo da
via. A proteina tubulina foi utilizada para controlo da quantidade de proteina carregada em cada poco do gel de SDS-PAGE.
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Confirmou-se, assim, que a transfecdo foi eficiente em todas as condi¢fes e que, tendo como base os
niveis de tubulina em cada lisado, os niveis de expressdo de GFP-Tiaml sdo semelhantes entre
replicados, 0 que garante condigbes experimentais equivalentes para 0s ensaios subsequentes de
avaliacdo da expressdo génica.

E de referir que as transfe¢es foram realizadas em sextuplicado para cada condi¢do (GFP-ctrl, GFP-
Tiam1 e GFP-Tiaml + EHT) tendo sido sempre validadas como descrito acima.

4.4. Avaliacdo morfoldgica de células DLD1 nas condigdes de
ativacio e inibicdo da via Racl/PAK1

Como complemento da analise bioquimica avaliou-se, ainda, por imunofluorescéncia e microscopia
confocal, a localizag&o sub-celular, os niveis de expresséo e o efeito na morfologia celular das proteinas
transfetadas, nas condigBes retratadas acima. Para tal, células DLD1 transfetadas e tratadas nas
condigdes expostas no ponto anterior foram fixadas, permeabilizadas e os microfilamentos de actina
(constituintes do citoesqueleto, aqui usado como indicador da morfologia geral das células) marcados
com faloidina (uma micotoxina produzida pelo cogumelo Amanita phalloides que se liga aos filamentos
de actina estabilizando-o0s) complexada com o fluoréforo TRITC (isotiocianato de tetrametilrodamina),
que emite na zona vermelha do espectro visivel (595 nm). Os nlcleos das células foram marcados com
DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol - um marcador fluorescente que se liga fortemente a regibes
enriquecidas em adenina e timina no DNA) e o0s niveis de expressao exdgena de GFP-ctrl e GFP-Tiaml
detetados pela fluorescéncia do GFP na zona verde do espectro visivel (509 nm) (Fig. 4.6).

C

Figura 4.6 — Imagens de microscopia confocal representativas da imunofluorescéncia de células DLD1 em trés condicOes
distintas do estado de ativacdo da via Racl/PAKL. (A) Células DLD1 transfetadas com GFP-ctrl, situagdo basal; (B) Células
DLD1 transfetadas com GFP-Tiam1, situacao de ativagdo; (C) Células DLD1 transfetadas com GFP-Tiam1 com tratamento de
4 h com EHT, situacdo de inibicdo. A azul encontram-se os nicleos (DAPI), a vermelho a actina (TRITC) e a verde o GFP.

Nas condicdes controlo (Figura 4.6A), as células DLD1 apresentam uma morfologia epitelial, em
monocamada densamente disposta, com contactos célula-célula bem definidos e demarcados pelo anel
cortical de actina junto a membrana das células. Como esperado, as células transfetadas com GFP-Tiam1
(Figura 4.6B), apresentam uma reorganizacdo do citoesqueleto de actina, caracteristica da sobre-
ativacdo da GTPase Racl e da cinase PAK1, com a formacéo extensiva de ruffles em toda a periferia da
membrana plasmatica, e com uma clara desorganizacdo dos contactos célula-célula, caracteristica de
fendtipos mesenquimais mais migratorios (Michiels et al. 1997; Hall 1998). Com a adi¢do de EHT,
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verifica-se que, em apenas 4 h, hd uma reducdo clara do ruffling da membrana celular e uma recuperacéao
parcial dos anéis corticais de actina, sugestiva do restabelecimento de contactos célula-célula,
manifestas indicacdes da inibi¢do da atividade da via Racl/PAKL nestas células (Fig. 4.6 C).

Em suma, esta avaliacdo morfoldgica confirma o que ja havia sido demonstrado bioquimicamente pelo
grupo de acolhimento relativamente a utilizacdo de GFP-Tiam1 e EHT para induzir, respetivamente, a
ativacdo e a inibi¢do da via Rac1/PAK1 em células DLD1 (Barros et al. 2012).

4.5. Avaliacédo do papel da via Rac1l/PAK1 na regulacéo da
expressao dos genes selecionados

O passo seguinte consistiu em utilizar o RNA extraido dos 6 replicados para cada uma das trés condi¢des
de ativacdo da via Racl/PAK1 e determinar se seriam detetaveis variacdes da expressao dos genes da
Tabela 4.2 entre elas. Para tal, otimizaram-se reacfes de RT-PCR (do Inglés, reverse transcription-
polymerase chain reaction) semi-quantitativo (ver Materiais e Métodos) para cada um dos 15 genes
selecionados, em paralelo com a amplificacdo de um fragmento do cDNA do RNA polimerase Il (gene
housekeeping ubiquamente expresso) como controlo interno (QPol I1), para normalizar os resultados,
eliminando potenciais variages causadas por erros de pipetagem dos diversos cDNAs utilizados (Fig.
4.7).

Diluigoes seriadas de cDNA A
de DLD-1 n3o transfetadas & :‘\o‘(\ K
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Figura 4.7 — Imagem representativa de RT-PCR semi-quantitativo para quatro dos genes da Tabela 4.2, juntamente com o
controlo interno (QPol II).

Posto isto, procedeu-se a analise densitométrica das intensidades das bandas para cada condicao,
utilizando o software publico NIH ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Ap6s calibracdo dos resultados
densitométricos utilizando as diluigdes seriadas de cDNA de DLD1 néo transfetadas, foi possivel extrair
um valor semi-quantitativo (em unidades arbitrarias) das variagdes da expressdao dos 15 genes
selecionados, comparando as condiges controlo (GFP-ctrl) com as condi¢fes de activagdo (GFP-Tiam)
e inibicdo (GFP-Tiam + EHT) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Resultado da analise densitométrica semi-quantitativa das intensidades das bandas dos RT-PCRs para os 15 genes
selecionados. Os valores indicados representam as médias e respetivos erros médios (SEM) calculados para os sextuplicados
de cada condigdo experimental. AExpress|Tiam-EHT]| corresponde & amplitude, em valor absoluto, da variagdo na expressao
dos genes analisados em resposta a manipulagdo da via Rac1/PAK1. Tiam corresponde a condigéo de ativacdo da viae EHT a
condigéo de inativagdo da via.

Simbolo_HGNC RT-PCR
- Tiam |SEMTiam| EHT | SEMEHT |A Express |Tiam-EHT]|
PDE4DIP -1.6 0.1 1.6 0.2 3.2
1.1 0.1 1.1 0.1 0.0
SLC7A7 1.1 0.1 1.1 0.1 0.0
STRN 1.2 0.3 -1.0 0.0 2.3
HOXD3 1.2 0.3 -1.3 0.2 2.5
RAD17 1.1 0.0 -1.0 0.1 2.1
MSH2 1.0 0.1 1.1 0.2 0.1
HIPK1 1.5 0.1 1.2 0.2 0.3
SLC12A7 -1.3 0.1 -1.2 0.2 0.0
SPTBN1 -1.2 0.1 1.1 0.0 2.3
LRP4 1.1 0.4 2.3 0.4 1.2
SLC39A12 1.1 0.1 2.1 0.3 0.9
BMI1 -1.7 0.1 1.3 0.3 3.0
MSH4 1.4 0.2 -1.1 0.1 2.5
CBX7 -1.4 0.1 1.2 0.2 2.6

Como era antecipado, a amplitude das variagdes na expressdo dos genes estudados, em resposta a
manipulagdo do estado de ativagéo da via Rac1/PAKL, rondou as 2 vezes os valores basais, com valores
entre os 2.3 e -1.7 vezes (Tabela 4.3). Cinco dos 15 genes (33%), ndo apresentaram variaces de
expressdo claras (MTUS1, SLC7A7, MSH2, HIPK1, SLC12A7) e entre os restantes 10 genes, 6
variavam no sentido contrario ao esperado (PDE4DIP; SPTBN1; BMI1; CBX7; LRP4 e SLC39A12),
i.e., a sua expressao diminui aquando da ativacdo da via (Tiam) e aumenta com a inibi¢do da mesma
(EHT).

No entanto, quando se calculou a amplitude da variacdo por manipulacdo da via (i.e., 0 médulo da
diferencga entre o nivel de expressdo na ativacdo e na inibicdo da via — AExpress|Tiam-EHT|) ndo se
observou nenhuma associacdo 6bvia entre esta e a distribuicdo dos genes pelos intervalos de alto, médio
e baixo nimero de reads definidos anteriormente (Tabela 4.2 e 4.3).

4.5.1. Calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson

Com vista a analisar a existéncia de potenciais correlagdes entre os resultados da avaliacdo da expressao
dos genes selecionados e os parametros com 0s quais estes poderiam estar relacionados e que
condicionaram a sua selecéo, criou-se a Tabela 4.4. Nesta comparam-se, lado a lado, os valores de
AExpress|Tiam-EHT| com: a distancia do pico correspondente ao respetivo TSS (Dist_TSS); a largura
do pico correspondente (Larg_pico); o numero de reads maximo para 0 pico correspondente
(read_Max); a diferenca no numero de reads entre replicados experimentais do ChlP-seq (Aread_Rep).
Foi ainda escolhido um novo pardmetro, que se postulou poder também influenciar os resultados obtidos
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— a diferenga, para o pico correspondente, entre 0 nUmero de reads no controlo e nas condi¢des de
ativacdo da via (Aread_Act_Ctrl).

Tabela 4.4 — Comparagio da amplitude de variagdo na expressdo dos genes candidatos (AExpress|Tiam-EHT|) com diversos
pardmetros potencialmente relacionados: distancia do pico correspondente ao respetivo TSS (Dist_TSS); largura do pico
correspondente (Larg_pico); nimero de reads maximo para o pico correspondente (read_Max); diferenca, entre replicados
experimentais do ChIP-seq, no nimero de reads para 0 pico correspondente (Aread_Rep); diferenca, para o pico
correspondente, entre o nimero de reads no controlo e nas condic¢des de ativagdo da via (Aread_Act_Ctrl).

Simbolo_HGNC | A Express |Tiam-EHT| | Dist_TSS |Larg_pico [read _Max|Aread _Rep|Aread _Act_Ctrl

PDE4DIP 10 (0] 6
MTUS1 9 7 1
SLC7A7 0.05 -842 311 8 4 3
STRN 2.26 -1489 85 7 3 1
HOXD3 2.52 -1112 112 6 2 2
RAD17 2.09 -546 182 6 3 3
MSH2 0.07 -19 94 6 4 3
HIPK1 0.32 -1278 159 6 4 2
SLC12A7 0.01 -1477 73 5 1 2
SPTBN1 2.31 -967 231 5 3 1
LRP4 1.16 -847 54 4 1 3
SLC39A12 0.94 -1105 312 4 1 2
BMI1 2.97 -1302 245 3 1 1
MSH4 2.46 -261 253 2 0 1

CBX7 2.64 -536 145 2 0 1

Mais uma vez, a analise direta da tabela ndo revelou associagcdes 6bvias. Optdamos, por isso, por calcular
o coeficiente de correlagdo de Pearson entre cada parametro e AExpress|Tiam-EHT]|. O coeficiente de
correlacdo de Pearson é uma medida estatistica da robustez de uma relacao linear entre duas variaveis
aleatérias. Numa amostra é geralmente designada por r, e definida como: -1 < r < 1, onde valores
positivos representam uma correlagdo linear positiva, valores negativos uma correlacdo linear negativa
(ou inversa) e o valor zero indica a auséncia de qualquer relagdo, sendo tanto mais forte a correlagédo
linear quanto mais o valor se aproximar de 1 ou -1 (Evans, 1996). Os resultados deste calculo encontram-
se resumidos no grafico da Figura 4.8, onde podemos constatar que somente a diferengca no nimero de
reads entre replicados experimentais do ChIP-seq (Aread_Rep) e o numero de reads no controlo e nas
condicBes de ativacdo da via (Aread_Act_Ctrl) parecem poder relacionar-se com as variaces de
expressao observadas. A diferenca de reads entre replicados apresenta uma correlacéo inversa moderada
(r = -0.65) com a amplitude de variacdo na expressao génica, i.e., quanto maior a diferenca de reads
entre os replicados experimentais menor a amplitude da variacdo na expressao génica, e vice-versa. Por
outro lado, a diferenca de reads entre o controlo e a ativacdo manifesta uma correlagdo direta, mas fraca
(r = 0.32), com a amplitude de variagdo na expressao génica.
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(vs. A Express | Tiam-EHT|)
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Figura 4.8 — Resultados dos calculos do coeficiente de correlacdo de Pearson entre a amplitude de variagdo na expresséo dos
genes candidatos (AExpress|Tiam-EHT]) e os seguintes pardmetros: distancia do pico correspondente ao respetivo TSS
(Dist_TSS); largura do pico correspondente (Larg_pico); nimero de reads maximo para o pico correspondente (read_Max);
diferenca, entre replicados experimentais do ChIP-seq, no nimero de reads para o pico correspondente (Aread_Rep); diferenca,
para o pico correspondente, entre 0 nimero de reads no controlo e nas condigdes de ativacdo da via (Aread_Act_Citrl).

4.5.2. Confirmacao dos resultados por gPCR

Para fortalecer o significado da analise de dados efetuada, escolheram-se 4 genes que refletiam os
padrbes de variacdo observados (i.e., sentido canonico, sentido contrario ao canénico e sem variacao),
para validacdo por PCR quantitativo (QPCR) dos niveis de expressdo nas 3 condigdes experimentais
estudadas (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 — Resultado da andlise por gPCR da varia¢do nos niveis de expressao dos genes indicados em resposta a ativacao
(gTiam) e inibigdo (QEHT) da via Rac1/PAK1. Os valores indicados representam as médias e respetivos erros médios (SEM)
calculados para os sextuplicados de cada condicdo experimental. gAExpress|Tiam-EHT| corresponde a amplitude, em valor
absoluto, da variagdo na expressdo dos genes indicados em resposta a manipulagdo da via Rac1/PAK1. gTiam corresponde a
condi¢do de ativagdo da via e qEHT a condigdo de inativagao.

Simbolo_HGNC gTiam SEM qTiam qEHT SEM qeHT | gA Express|Tiam-EHT]|
PDE4DIP -1.8 0.14 1.6 0.31 3.4
SLC39A12 1.1 0.12 2.1 0.35 0.9
HOXD3 1.4 0.25 -1.3 0.18 2.7
MSH?2 1.0 0.15 1.1 0.14 0.1

Os resultados obtidos por gPCR vieram confirmar os obtidos por RT-PCR semi-quantitativo, ndo s6 ao
nivel do sentido da variagdo (can6nico ou contrario), como ao nivel do valor absoluto da magnitude da
variagdo (comparar valores das Tabelas 4.3 e 4.5).
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4.5.3. ldentificacdo de motivos consensus para a resposta néao-
canonica do switch BCL6/STAT5

No sentido de se perceber se existiria algum motivo comum na vizinhanca dos picos correspondentes
aos 6 genes que apresentaram uma resposta transcricional contréria a esperada, recorreu-se novamente
ao algoritmo “MEME Suite”. A analise das regides de 250 pb a montante e a jusante do centro de cada
um dos 6 picos detetou 0 motivo representado nas Gltimas linhas da Figura 4.9.

CT AA C CCAbg MOtiVOpreVisto.para
TCCCTC AAA TTTET BCL6/STATS switch

?A:_;TTCT ;’i\:A A A;\_ Motivo STAT5
AL _'_CCTCOAE ¢ A Ag Motivo BCL6

<N 1
Motivo previsto para A A [ A
o switch nao-candnico T p C

Figura 4.9 — Representacdo grafica do motivo de consensus previsto pelo algoritmo “MEME Suite” para a ocorréncia do switch
BCL6/STATS na resposta ndo-candnica a via Rac1/PAK1. Estéo indicados também o motivo consensus previsto para o switch
de resposta candnica, e 0s motivos canonicos dos fatores STATS5 e BCL6. O retangulo cinza destaca a regido de maior
homologia entre os motivos STAT5, BCL6 e switch candnico e o laranja para o switch ndo-canonico.

Devido ao numero reduzido de sequéncias disponiveis o valor E calculado pelo software para este
motivo é de 7.2x102. No entanto, para estas situacdes, o algoritmo dispde de uma funcéo shuffle, que
altera aleatoriamente a posicdo dos nucleétidos em cada sequéncia e volta a procurar motivos de
consensus (Bailey et al. 2006). Quanto maior a diferenga entre os valores E dos motivos encontrados
para sequéncias shuffled e originais maior a confianga do motivo encontrado para as ultimas. Neste caso,
todos os motivos shuffled tinham valores de E superiores a 2.8x10%, o que confere alguma confianca ao
motivo encontrado nas sequéncias originais. E ainda interessante notar que a regi&o de maior homologia
entre os motivos STAT5, BCL6 e o motivo de switch ndo-canonico, corresponde exatamente a por¢ao
adjacente a de maior homologia com o motivo de switch canoénico.

4.6. Selecdo de genes candidatos por agrupamento
funcional

Outro tipo de abordagem, comummente usada, para a sele¢do de genes candidatos entre os “hits” de
estudos “Omicos”, € a analise de agrupamento funcional. Esta permite descortinar se a lista de “hits” se
encontra especialmente enriquecida em genes envolvidos numa fungao bioldgica particular (Eisen et al.
1998). Neste sentido, recorreu-se hovamente ao algoritmo publico D.A.V.1.D., mas desta vez incluiram-
se 0s 2419 features encontrados para a ativacdo da via Rac1l/PAK1. Entre estes, 1665 encontravam-se
anotados entre as varias bases de dados utilizadas pelo algoritmo. Da andlise de enriquecimento,
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destacou-se um grupo ou cluster de 50 genes anotados como estando envolvidos na resposta a estimulos
por danos no DNA e sua reparacdo (Fig. 4.10 e Anexo V). Uma vez que esta é uma das formas mais
comuns das células tumorais resistirem a agentes quimioterapicos genotoxicos (Kachalaki et al. 2016),
decidiu-se investigar mais aprofundadamente os genes neste cluster.

3 S i DAVID Bioinformatics Resources 6.7
A 'r ATe National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH

Functional Annotation Clustering

Help and Manual
Current Gene List: List_1
Current Background: Homo sapiens
1665 DAVID IDs
B Options Classification Stringency Medium »
Rerun using options | | Create Sublist
B Download Fil

371 Cluster(s)

Count | P_Value | Benjamini

72 2.56-5 7.6E-2

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 2.96

GOTERM_BP_FAT cellular response to strass RT -

l GOTERM_BP_FAT i imul RT H 50 1.56-4  2.1E-1 |
GOTERM_BP_FAT DHA metabolic process RT = 62 2.7E-4 2.5E-1
GOTERM_BP_FAT ONA repalr BT & a7 2.06-3 7.2E-1

Figura 4.10 — Resultados obtidos da andlise de agrupamento funcional via D.A.V.I.D. para as 2419 features identificadas em
resposta a ativagdo da via Racl/PAK1. O retangulo vermelho salienta um cluster de 50 genes anotados como estando
envolvidos na resposta a estimulos por danos no DNA.

De forma a determinar se existia alguma via de sinalizag&o particularmente representada entre estes 50
genes, recorreu-se a ferramenta bioinformética de anélise de redes de proteinas (protein networks)
GeneMANIA (http://genemania.org/). Esta permitiu correlacionar 11 dos 50 genes com vias de

recombinacdo e reparagdo de DNA (Fig. 4.11).

GENEMANIA Pathways: DNA repair and recombination

Figura 4.11 — Resultados obtidos na analise, via GeneMANIA, do cluster funcional de genes envolvidos na resposta a estimulos
por danos no DNA. A rede de interagdes proteicas (protein network) foi extrapolada com base em associa¢des anotadas como
pertencentes & mesma via de sinalizacéo celular.
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Aos 11 picos correspondentes a estes features, aplicaram-se os critérios de selecdo que na anélise do
primeiro conjunto de 15 genes selecionados revelaram maior associagdo com variagdes na expressdo
génica em resposta a modulacéo da via Racl/PAK1 (menor diferenca entre os replicados experimentais
e maior diferenca de reads entre ativacao e controlo). Seguindo estes critérios, selecionaram-se 4 genes
e procedeu-se ao estudo da influéncia da ativacdo e inibicdo da via Racl/PAK1 nos seus niveis de
expressao por RT-PCR semi-quantitativo, como descrito anteriormente (Tabela 4.6 e Fig. 4.12).

Tabela 4.6 — Resultado da analise, por RT-PCR semi-quantitativo, da influéncia da via Rac1l/PAK1 na expressao de 4 dos genes
do cluster funcional relacionado com vias de reparacdo e recombinacdo de DNA. Os valores indicados representam as médias
e respetivos erros médios (SEM) calculados para os sextuplicados de cada condicdo experimental. Apresentam-se, ainda, o
nome dos 4 genes e as referéncias das features correspondentes. Tiam corresponde a condicéo de ativagdo da via e EHT a
condicdo de inativagdo da via.

Feature Descrigao Simbolo_HGNC | Tiam |SEM Tiam| EHT [SEM EHT
ENSG00000182185 RAD51-like 1 RAD51B 1.4 0.1 1.0 0.0
ENSG00000188486 H2A histone family, member X H2AFX 1.2 0.2 -1.6 0.1
ENSG00000173559 nucleic acid-binding protein 1 NABP1 1.3 0.1 -1.2 0.1
ENSG00000175482 | polymerase (DNA-directed), delta 4 POLD4 1.5 0.1 -2.1 0.1
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Figura 4.12 — Gréfico representando as variagOes, apresentadas na Tabela 4.6., na expressdo de 4 dos genes do cluster funcional,
em resposta & manipulagdo da via Racl/PAK1.

Constatou-se que todos os genes deste grupo aparentavam responder a via Rac1/PAK e que esta resposta
seguia o padrdo esperado para o switch BCL6/STATS, i.e., a sua expressao aumenta com a ativacao da
via e diminui com a sua inativacdo. De todos 0s genes 0 que apresentou uma maior variagdo na sua
expressao foi 0 POLD4, tanto na ativacdo como na inibi¢do da via. Os resultados obtidos foram, mais
uma vez, confirmados por gPCR (Fig. 4.13).
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1.5 - qPCR: genes do cluster
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Figura 4.13 — Analise, por qPCR, das variagdes, em resposta a via Racl/PAK1, na expressao de 4 dos genes selecionados a
partir do cluster funcional.

Embora os resultados variassem um pouco em termos absolutos, a analise quantitativa mostrou 0 mesmo
padrdo de variacdo para 0s 4 genes, onde a ativagao da via promove 0 aumento da expressao génica e,
em oposi¢éo, a inibigdo da via a diminui (Fig. 4.13).

4.7. ldentificacdo de motivos de ligacdo ao DNA nos
genes do cluster

Uma vez que qualquer um dos 4 genes do cluster estudados respondiam ao switch BCL6/STATS com
variagdes canodnicas nos seus niveis de expressdo, investigou-se se as regides delimitadas pelos picos de
ChIP-seq correspondentes continham, ou ndo, sequéncias que correspondessem ao motivo de ligacéo de
consensus definido bioinformaticamente no inicio deste trabalho, i.e., {G}R[AT]TYY[AT]. Para tal
recorreu-se, novamente, ao software “MEME Suite” que devolveu um alinhamento das sequéncias dos
4 picos, real¢ando a cores a regido de maior homologia encontrada (Fig. 4.14). Podemos verificar que
esta regido apresenta uma correspondéncia elevada com o0 motivo consensus previsto para o switch
BCL6/STATS (Fig. 4.14).

Feat. | Gene Site .
Feature strand | Name | strand Start| p-value Homology sites

ENSG00000182185 + RAD518B + 128 |8.37E-07 | AAGAAGAATACCATCCACCEATTAGAAGGAA

ENSG00000188486 = H2AFX = 9 |3.15E-07 TGCTTAAGCCATCCTCCLAACTCAGCCTT

ENSG00000173559 + NABP1 + 209 |1.67E-06| GCAAGTCTCTICCTTCCACCEAAGGAGAAAAA

ENSG00000175482 = POLD4 = 79 |[3.15E-07 | TGGCCTCAAGCEATCCTCCLACCTTGGCATC

Motivo previsto para CT ,}5‘-‘0 TTCC-CC

BcL6/STATS switch  TO0CTaaAA TTTET

{G}R[AT]TYY[AT]

Figura 4.14 - Regides de maxima homologia encontradas via “MEME Suite” nos picos correspondentes aos 4 genes estudados
do cluster funcional. Indicados estdo 0 nome dos 4 genes, as referéncias das features correspondentes e a sua orientagéo (Feat.
strand). Apresentam-se, ainda, a posicao de inicio das regides de maior homologia (start), o alinhamento nessas regides (a
cores), as suas orientagdes (Site strand) e o p-value referente a possibilidade de estes ocorrerem aleatoriamente. O retangulo
vermelho evidencia a regido de maior homologia com 0 motivo consensus previsto para o switch BCL6/STATS canonico.
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A relevancia funcional desta sequéncia tera de ser, mais uma vez, confirmada experimentalmente
recorrendo, por exemplo, a sistemas repdrter luminescentes, como descrito anteriormente.

4.8. Envolvimento da via Racl/PAK1 na suscetibilidade a
agentes genotoxicos

No sentido de avaliar a relevancia da modulacdo da via Racl/PAKL na ativacdo de genes envolvidos
nos processos de reparacdo em resposta a danos no DNA, investigou-se de seguida se a estimulacdo
desta conferiria as células DLD1 uma protecdo adicional a agentes que induzissem danos no DNA. Para
tal, utilizou-se a metodologia de ensaio do cometa (ver Materiais e Métodos) que permite avaliar e
quantificar a extensdo de danos no DNA causada, por exemplo, pela exposicéo das celulas a um agente
genotoxico (Andrew R Collins, Ai-guo, and Duthie 1994) (Fig. 4.15).
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Figura 4.15 — Ensaio do cometa. (A) As imagens representam ndcleos de células (linfcitos), corados com brometo de etidio,
embebidos em matrizes de agarose e sujeitos a eletroforese. A nuvem a direita (vulgo, cauda do cometa) resulta da migracéo
diferencial de fragmentos de DNA e é tanto maior quanto maior for a extensdo dos danos gendémicos. As fotografias
apresentadas mostram as 5 classes (marcadas de 0 a 4) sugeridas por Collins et al. (1994) para classificacdo visual da extensao
dos danos genémicos. (B) Software de acesso publico, como o OpenComet (Gyori et al. 2014), permite, hoje em dia, fazer uma
analise quantitativa mais precisa da extensdo dos danos gendmicos, com base em medic¢Bes da area da cabeca e cauda do
cometa, bem como da intensidade média dos pixéis nestas regides, a partir de imagens digitais recolhidas por microscopia de
fluorescéncia (neste caso, via microscopio Zeiss — AxioPlan2).

Na nossa analise utilizamos o agente alquilante sulfonato de etil-metano (EMS), pelo seu efeito ja
documentado em células de cancro colorretal (Suggitt et al. 2003). Assim, células DLD1 foram expostas
a 15 mM de EMS, ou ao mesmo volume de solvente (controlo), durante 1 h. A duplicados destas
condigdes foram entdo aplicadas as condig¢Oes habituais de manipulagdo da via Racl/PAK, i.e., basais
(controlo sem tratamento), ativacdo e inibicdo. Para a ativacdo da via Racl/PAKL, e para evitar o
desvirtuar dos resultados do cometa pelo sofrimento celular inerente a metodologia de transfecdo,
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utilizou-se um tratamento de 4 h com o fator de crescimento HGF (hepathocyte growth factor) que o
grupo de acolhimento ja havia descrito como produzindo um efeito equivalente ao da transfe¢do com
TiamC1199 na ativacdo de Racl (Moniz et al. 2013). Para a inativacdo da via utilizou-se o tratamento
com EHT, novamente durante 4 h. Para cada uma das condi¢des experimentais, foi lisado um duplicado
a0 he4 hde recuperacdo apos a hora de exposicdo ao EMS (ver Materiais e Métodos). O DNA nuclear
foi entdo marcado com brometo de etidio e as células processadas como descrito em Materiais e
Métodos. As laminas resultantes foram visualizadas num microscépio Zeiss AxioPlan2, acoplado a um
sistema digital de aquisicdo de imagens, tendo-se utilizado o software OpenComet
(www.opencomet.org) para medir os cometas de 100 células entre os replicados de cada condigdo
experimental. Na Figura 4.16 apresentam-se os dados da quantificacdo da percentagem de DNA na
cauda, normalizados relativamente as amostras que ndo foram expostas ao EMS bem como imagens
representativas dos cometas observados em cada uma das condicfes experimentais.
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Figura 4.16 — Resultados obtidos do ensaio do cometa, apds normalizacdo dos valores as condi¢es sem EMS, antes (A) e
depois de (B) 4 h de recuperagdo ap6s remocao do EMS. (C) Imagens representativas dos cometas observados em cada uma
das condicOes experimentais. * P<0.001. Ctrl, Actv e Inhb correspondem as condic¢des controlo, de ativagdo e de inibigdo,
respetivamente; T corresponde a concentragao de EMS utilizada no ensaio e R corresponde ao tempo de recuperagao.

Pode assim observar-se na Figura 4.16A que apés 1 h de exposicdo ao EMS (T15, R0O), a percentagem
de DNA na cauda aumenta, quer no controlo quer na presenca de EHT (Inhb), cerca de 11 vezes, ao
passo que na presenca de HGF (Actv) ndo ultrapassa as 9 vezes, indicativo da ocorréncia de uma ligeira,
mas significativa (P<0.001) protecdo aos danos no DNA. No entanto, os efeitos mais notorios
manifestaram-se 4 h apds a remocao do EMS, em que no caso das condicGes basais se observou uma
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recuperacdo de ~30% na extensdo dos danos (de 11 para cerca de 8 vezes o controlo sem EMS), na
ativacdo da via de ~43% (de 8 para cerca de 5 vezes o controlo sem EMS), e na inibicdo um agravamento
para ~124% dos danos ao tempo 0 h de recuperacdo (de 10.5 para cerca de 13 vezes o controlo sem
EMS).
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5. Discussao e Conclusao

Este trabalho procurava em primeiro lugar, validar uma nova estratégia de analise de dados de ChIP-
seq, desenvolvida pelo laboratério de acolhimento, que visa encontrar genes alvo da via de sinalizacdo
Racl/PAK1-BCL6/STATS. Em seguida, pretendia-se selecionar, entre os multiplos “hits” encontrados,
genes que, pela sua funcdo e variagdo de expressdo em resposta a manipulacdo desta via de sinalizacéo,
pudessem estar envolvidos nos efeitos associados a uma sobre-estimulagdo de Racl e PAK1
frequentemente observada em tumores mais invasivos e com pior prognostico, que tipicamente
apresentam resisténcia a quimioterapia convencional.

De facto, sabe-se que o papel de Racl na progressao do CRC encontra-se muitas vezes associado a vias
dependentes de PAK1. Este eixo de sinalizagcdo Rac1/PAK1 encontra-se implicada na invasdo de células
tumorais, onde a ativacdo de Racl consegue promover a migracdo e invasao de células cancerigenas,
sugerindo que a regulacdo mediada por Racl da via Racl/PAK1 participa na progressdo do cancro
colorretal (Zhao et al. 2008). Alguns estudos tém vindo a demonstrar a importancia da via Racl/PAK1
para o crescimento e metastase em linhas celulares de cancro colorretal (Zhu et al. 2012), suscitando um
interesse cada vez maior em perceber se esta via contribui de alguma forma para a resposta das células
tumorais a agentes terapéuticos que induzem danos no DNA. De facto, evidéncias recentes sugerem que
a sinalizacdo a jusante de PAK1 contribui ativamente para este processo, nomeadamente através da
activacao de mecanismos celulares de prote¢do do genoma contra danos no DNA (R. Kumar and Li
2016). Sendo Racl uma GTPase com um papel fundamental na regulacdo da atividade da cinase PAK1,
alguns autores sugerem que também Racl possa desempenhar um papel importante na regulacdo deste
tipo de resposta (Zou et al. 2016). No entanto, os mecanismos moleculares através dos quais a via
Rac1/PAK1 participa na resposta a danos no DNA ainda se encontram por caracterizar. Por esta razdo,
a caraterizacdo dos alvos gendmicos da via de sinalizacdo Racl/PAKL, através da sua a¢cdo no switch
transcricional BCL6/STATS identificada anteriormente pelo grupo de acolhimento em tumores
coloretais, € um passo importante na identificacdo de novos alvos terapéuticos que antagonizem os
processos moleculares que conferem vantagem seletiva a tumores colorectais quimioresistentes.

Como em qualquer estudo piloto in vitro, que use linhas celulares tumorais estabelecidas, também neste
estudo se encontraram algumas limitagdes técnicas inerentes ao modelo celular utilizado — as células de
carcinoma coloretal DLD1. De facto, observamos que nas condi¢Bes experimentais em que se procedeu
a inibicdo da via Racl/PAK1, apenas se obtiveram cerca de 6% dos picos de ChIP-seq
comparativamente com o nimero de picos obtidos nas condicfes de ativagdo da via. Isto indica que, no
seu estado basal, as células DLD1 apresentam um nivel baixo de ativacdo enddgena da via Rac1/PAK1,
pelo que a sua inibicdo produz um efeito limitado no perfil de expresséo génica regulada pelo switch
BCLG6/STAT5. Embora esta limitagdo nos tenha impedido de avaliar detalhadamente o impacto da
inibicdo da sinalizacdo via Racl/PAK1 num contexto tumoral consistente com um fendtipo mais
agressivo, possibilitou-nos, por outro lado, analisar de forma mais abrangente as consequéncias
gendmicas da aquisicdo, por parte das células tumorais do célon, de uma hiperativacdo desta via de
sinalizagdo durante o seu desenvolvimento e progressao. De facto, a ativacdo desta via em células DLD1
conduziu ao aparecimento de picos representativos da troca de BCL6 por STAT5 na regido promotora
de 2402 genes (TSS features). No sentido de se validar experimentalmente o impacto da ativagéo da via
Rac1/PAK1 nos niveis de expressdo destes potenciais genes alvo, esta lista inicial foi sujeita a uma série
de critérios de sele¢do que a reduziram a um conjunto final de 15 genes, cujos picos na sua regido
promotora apresentavam caracteristicas representativas do conjunto geral de picos detetados. A
semelhanca do que Barros et al. (2012) verificaram para genes do ciclo celular, as variagdes de expressao
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observadas para a maioria dos genes selecionados ndo ultrapassaram uma amplitude de cerca de 3 vezes
os valores basais. Isto decorre, por certo, do facto da expressdo de um determinado gene ser um evento
bastante complexo e resultar da agéo concertada de varios fatores e como, neste caso, apenas um desses
fatores foi alterado, pode ndo ser o suficiente para se verificarem grandes variacdes na expressdo dos
genes alvo (Romero, Ruvinsky, and Gilad 2014; Pai, Pritchard, and Gilad 2015). Da analise da existéncia
de potenciais correlagdes entre os resultados obtidos na avaliacdo da expressao génica e 0s parametros
que levaram a selecdo dos genes em causa, sO se encontrou uma possivel correlacdo inversa moderada
com a diferenca no nimero de reads entre replicados experimentais do ChlP-seq (Aread_Rep). O que
sugere que o fator mais preponderante na analise critica dos resultados, segundo este método, sera
considerar como robustos apenas 0s picos que apresentem uma amplitude semelhante, em termos do
numero de reads, entre replicados experimentais. Nao obstante, observou-se ainda que do grupo de 15
genes selecionados, em 6 deles 0s niveis de expressdo diminuiam com a ativacao da via Racl/PAK1,
apresentando o comportamento oposto na sua inibicdo. Como descrito anteriormente pelo grupo de
acolhimento, esperava-se que a ativacdo desta via induzisse um incremento na expressao génica
resultante da troca do repressor transcricional BCL6, pelo ativador STATS (Barros et al. 2012), pelo
que este resultado era aparentemente contraditério. No entanto, apds uma pesquisa bibliogréafica sobre
0 assunto, constatou-se que esta observacdo pode simplesmente espelhar estudos anteriores em que se
demonstrou que os elementos da familia de fatores de transcricdo STAT podem atuar como ativadores
Ou como repressores da expressao génica, consoante as modificacdes pds-traducionais que sofram que,
por sua vez, condicionam o recrutamento de co-ativadores ou co-repressores transcricionais para os loci
onde estdo ligados (Desriviéres et al. 2006). De facto, a semelhanga do que aqui se verificou, ja foi
demonstrado que no caso do co-repressor nuclear SMRT, também envolvido na regulagéo negativa da
expressao dos genes alvo de STATS, o uso de um inibidor quimico da atividade histona desacetilase
(HDAC) é suficiente para inverter o seu efeito na transcri¢cdo dependente de STATS, sugerindo que a
repressdo dependente de SMRT deriva da atividade de HDAC (Litterst et al. 2005).

Utilizando, em paralelo, ferramentas bioinforméticas de agrupamento funcional com base em anotacdes
de ontologia génica, chegou-se a um cluster de genes envolvidos na resposta a estimulos por danos no
DNA e sua reparacao, que se correlacionavam entre si com vias de recombinacao e reparacdo de DNA
e que respondiam aos critérios de selecdo mais relevantes em termos de associagdo com variagfes na
expressao génica em resposta a modulacdo da via Rac1l/PAKL. Este cluster revelou o comportamento
de expressdo canonico aquando da manipulagdo da atividade da via Racl/PAK1, i.e., a sua expressdo
aumentou com a ativacao da via e vice-versa.

Dado que o primeiro grupo de genes selecionado e o segundo, correspondente ao cluster, apresentavam
comportamentos distintos em termos de variacdo da expressdo, procurou-se identificar a existéncia de
algum motivo consensus entre estes genes e 0 motivo previsto para o switch BCL6/STAT5 canonico.
Utilizando o algoritmo “MEME Suite” para analise de enriquecimento de sequéncias de ligacdo ao DNA
entre 0s picos correspondentes aos diversos genes pdde constatar-se que, 0 primeiro grupo de genes
selecionado apresenta um motivo previsto diferente do motivo candnico, que se denominou de motivo
consensus ndo canonico. Curiosamente, este motivo partilha, juntamente com os motivos consensus para
STATS e BCL6, uma sequéncia de homologia que corresponde & porcao adjacente do motivo previsto
para o switch BCL6/STATS. Curiosamente, uma situagdo semelhante foi observada no contexto da
transativagcdo do gene supressor tumoral p53. Evidéncias da existéncia de mais motivos de ligacéo de
p53 ao DNA, para além do motivo candnico ja conhecido, surgiram na sequéncia da observagdo que a
transativacdo deste supressor tumoral foi detetada em associacdo a um local ndo canonico, criado por
um unico polimorfismo de nucleétidos (SNPs), no promotor do gene FLT-1 (Jordan et al. 2008).
Constatou-se, entdo, que o nivel de expressdo de p53 tem um grande impacto na sua capacidade de
transativar a expressao de genes alvo, 0 seu aumento possibilita a este fator reconhecer sequéncias
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distintas da sequéncia consensus canonica espalhadas no genoma humano (Jordan et al. 2008). E,
portanto, relevante a confirmacdo experimental, em experiéncias futuras, de que estas sequéncias
candnica e ndo-canobnica de ligacdo do switch BCL6/STATS5, conseguem de facto produzir os
comportamentos opostos observados na expressao dos dois grupos de genes estudados. Para tal, poder-
se-a recorrer, por exemplo, a sistemas reporter, onde esta sequéncia, repetida em tandem, é introduzida
num vetor, para expressdao em células de mamifero, como enhancer de um promotor viral minimo
fundido ao gene da luciferase do pirilampo. Podemos, assim, monitorar os efeitos transcricionais da
ativacéo e inibicdo da via Racl/PAK1 sob estes motivos consensus medindo a atividade da luciferase
em células transfetadas com estes reporteres. Esta estratégia ainda foi iniciada durante o presente
mestrado, mas néo foi possivel conclui-la por limitagdes de tempo.

Para avaliar o impacto fisiol6gico da modulacdo da via Racl/PAK1 na ativacdo dos genes envolvidos
na resposta a danos no DNA gendémico em células DLD1, utilizdamos o agente genotoxico alquilante
EMS para tratar estas células. Os resultados obtidos indicam que a via Racl/PAK1 estid de facto
envolvida na resposta a danos no DNA e que a sua ativagao parece conseguir conferir uma protecdo
parcial ao dano em si e acelera o processo de recuperacdo dos mesmos. Por outro lado, a inibigéo
interfere significativamente com a sua reparagdo promovendo até o seu agravamento. Isto sugere que a
acdo da via é efetivamente ao nivel da reparacdo dos danos causados por agentes genotéxicos e que a
sua ativagdo constitutiva pode dar uma vantagem as células cancerigenas em resistirem a agentes
quimioterapicos que atuem via inducdo de danos no DNA. Estes dados corroboram um estudo realizado
anteriormente, em que 0s autores sugeriram a implicacdo de Racl numa rede que coordena as respostas
celulares ao stress genotoxico proveniente de danos no DNA e especulam gue estes efeitos eram também
mediados pela cinase PAK1, ndo especificando, contudo, 0 modo como Racl ou PAK1 atuam perante
este stress induzido (Fritz and Henninger 2015).

Estes resultados suportam a hipdtese que esta via participa na regulagdo da resposta a danos no DNA,
potencialmente complementando outras vias que tém acdo neste tipo de resposta e que sdo também
reguladas pela atividade de Racl. Por exemplo, foi descrito recentemente em células de cancro da mama
que, apos tratamento com radiagdo, ocorre um aumento da expressao de Racl e por consequéncia, um
aumento da sinalizag&o das vias PI3K/AKT, MEK/ERK e NF-kB. Estas vias tém vindo a ser implicadas
em mecanismos de reparacdo do DNA e sobrevivéncia das células, e estudos recentes demonstraram
haver um envolvimento de Racl na sobrevivéncia das células de cancro da mama, sugerindo que a sua
sinalizagdo possa servir como um potencial alvo clinico para o estudo da radiossensibilizacéo das células
cancerigenas (Hein et al. 2016). Note-se ainda que, os genes RAD51B, H2AFX e NABP1 participam
na reparacao da quebra de dupla cadeia do DNA via recombinacdo homéloga (Ronen and Glickman
2001; Wood, Mitchell, and Lindahl 2005). Interessa aqui averiguar se existe algum conjunto de genes
entre o cluster encontrado, cujos niveis de expressdo possam ser utilizados para prever se o tumor
responde a quimioterdpicos que danifiquem o DNA. Tal requerera a analise de amostras de tumores
recolhidas antes e ap6s o tratamento com quimioterpicos, determinando-se o perfil transcricional
através das variacdes ocorridas na expressdo dos genes alvo em estudo. Esta abordagem tem sido
comummente utilizada para averiguar o tipo de resposta celular a farmacos (Troester et al. 2004). A
obtencdo desta informagao pode ser uma mais valia para a identificagdo de biomarcadores que permitam
prever a resposta do tumor a agentes quimioterapicos genotoxicos, para auxiliar o clinico na escolha da
terapia mais adequada ao tumor em questéo.

Em suma, esta nova abordagem de ChlP-seq com a aplicacéo do filtro biolégico, permitiu identificar
uma resposta transcricional do switch BCL6/STAT5, modulada pela via Racl/PAK1, com um papel
relevante na resposta e reparacéo de danos no DNA, sendo fulcral, no futuro, aprofundar a funcéo desta
via e de outras vias complementares neste tipo de resposta, uma vez que a sua modulacéo farmacoldgica
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podera ter aplicacdo terapéutica. Sera também importante averiguar a possibilidade de se encontrar uma
assinatura génica entre os genes alvo desta via, que consiga prever a resposta do tumor a danos no DNA
e particularmente, monitorizar a resposta a quimioterapicos.
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7. Anexos



Picos Exclusivos da Activagao da Via Rac1/PAK1 - Total 2419
i i Distancia a0 TS¢ Simbolo HGNC
-169 FGR

Cromossoma.
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27961957
169702552
23850681
231469911
231472424
24068997
24115409
24116821
87013342
36021672
94373979
115322849
36600897

120202923
147010614

111993524
111994098
111994205
33430727
33646713
156471204
70668803
114520802
75201651
236220043
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171105872
171710869
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28156237
28157950
45479333
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109233569
109233651
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233432866
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167902817
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161474395
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182574177
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153949370
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155881418
93428225
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158259593
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201479970
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46150621
46150770
46151430
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78445483
78445483
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159925787
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224625250
224626102
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153017209
114470667
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205293740
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55503268
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67268842
116653092
16345687
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145724528
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1164949
10400
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11795087
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44676619
145075985
145076468
145078083

244213705
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m
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231472505
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24116900
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36021924
94374155
115322931
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85516527
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33647037
156471401
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19536461
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100233503
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78445550
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167189868
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161474606
156720417
156712448
182574263
151582473
151170569
150601429
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221918501
153949561
154167475
153939476
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155881564
93428429
100232428
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12805818
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201370687
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46150884
46151524
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78445550
200381107
247494797
159926107
161995798
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224626413
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153017247
114470825
202977164
155145593
205293936
37939747
43310452
43312088
110199005
55503347
249131289
67268873
116653141
16345772
6615263
244515633
84974496
145724775
26437822
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145076516
145078345
145078726
43922551
244213969
158697532
146648321
26197870
152062306

Laraure

18
202

B

501

TSS anotado
ENSG00000000938
ENSG00000007908
ENSG00000007968
ENSG00000010072
ENSG00000010072
ENSG00000011007
ENSG00000011009
ENSG00000011009
ENSG00000016602
ENSG00000020129
ENSG00000023909
ENSG00000052723
ENSG00000054118
ENSG00000054267
ENSG00000055732
ENSG00000057468
ENSG00000057757
ENSG00000060656
ENSG00000076321
ENSG00000082497
ENSG00000088035
ENSG00000092621
ENSG00000116128
ENSG00000116285
ENSG00000116329
ENSG00000116455
ENSG00000116455
ENSG00000116455
ENSG00000116514
ENSG00000116525
ENSG00000116604
ENSG00000116754
ENSG00000116774
ENSG00000116791
ENSG00000116962
ENSG00000116990
ENSG00000117009
ENSG00000117322
ENSG00000117411
ENSG00000117448
ENSG00000117507
ENSG00000117533
ENSG00000117682
ENSG00000117751
ENSG00000117751
ENSG00000126107
ENSG00000126705
ENSG00000127481
ENSG00000130940
ENSG00000132681
ENSG00000134186
ENSG00000134186
ENSG00000134245
ENSG00000134376
ENSG00000134697
ENSG00000134697
ENSG00000134748
ENSG00000135749
ENSG00000135763
ENSG00000135845
ENSG00000136634
ENSG00000136636
ENSG00000137936
ENSG00000137960
ENSG00000137962
ENSG00000142599
ENSG00000142910
ENSG00000143107
ENSG00000143149
ENSG00000143164
ENSG00000143183
ENSG00000143190
ENSG00000143196
ENSG00000143226
ENSG00000143294
ENSG00000143314
ENSG00000143333
ENSG00000143376
ENSG00000143398
ENSG00000143420
ENSG00000143476
ENSG00000143507
ENSG00000143543
ENSG00000143549
ENSG00000143570
ENSG00000143578
ENSG00000143622
ENSG00000154511
ENSG00000156869
ENSG00000157216
ENSG00000157330
ENSG00000157978
ENSG00000158481
ENSG00000159166
ENSG00000159166
ENSG00000159176
ENSG00000159516
ENSG00000159596
ENSG00000159596
ENSG00000159596
ENSG00000160752
ENSG00000160789
ENSG00000160818
ENSG00000162408
ENSG00000162426
ENSG00000162604
ENSG00000162613
ENSG00000162616
ENSG00000162702
ENSG00000162714
ENSG00000162723
ENSG00000162745
ENSG00000162757
ENSG00000162923
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ENSG00000163159
ENSG00000163216
ENSG00000163349
ENSG00000163444
ENSG00000163462
ENSG00000163545
ENSG00000163874
ENSG00000164011
ENSG00000164011
ENSGO0000168765
ENSG00000169174
ENSG00000171161
ENSG00000172410
ENSG00000173212
ENSG00000173641
ENSG00000173662
ENSG00000173728
ENSG00000174021
ENSG00000174827
ENSG00000175087
ENSG00000176022
ENSG00000176754
ENSG00000176855
ENSG00000177674
ENSG00000177954
ENSG00000178028
ENSG00000178104
ENSG00000178104
ENSG00000178104
ENSG00000178104
ENSG00000178922
ENSG00000179456
ENSG00000180437
ENSG00000180867
ENSG00000182749
ENSG00000182898

Picos Exclusivos da Inibicaoda Via Rac1/PAK1 - Total:

Cromossoma  Inicio
8930741
156472402
1 193025837
1 209998654
1 11334008
1 117544858
1 33284615
1 160157762
1 151738703
1 154192868
1 154192868
1 47797533
1 228297134
1 201158475
1 155179934
1 228352304
1 27646023
1 24308651
1 228352304
1 8939741
1 8930741
2 32852594
2 58460776
2 63276509
2 220043979
2 172864222
2 234214146
2 43998669
2 241525448
2 42394231
2 55450067
2 71205090
2 110876564
2 61245879
2 55450067
2 121100878
2 68603746
2 172864222
2 241545561
2 62739206
2 150884999
2 68693746
2 68695850
2 38707656
2 54951308
2 64432140
2 65135559
3 121267081
3 149530556
3 97482177
3 125804095
3 13968583
3 172145470
4 8382250
4 186061844
4 57254646
4 74487754
4 115518066
4 111199250
4 121731234
5 161113116
5 129238273
6 96026054
6 132840632
6 150262681
7 27777146
7 142550105
7 128349352
7 143061495
7 142585032
7 53432635
7 20039785
7 36961513
7 38571461
8 39698140
8 27347248
8 58888410
8 129059095
9 136212647
9 95673237
9 130210664
9 72790725
9 139672247
9 68413372
10 23004389
10 71994944
10 92684431
10 87363202
1 3402462
1 114432548
1 3663572
1 8930271
1 3663572
1 67070422
1 9026760
1 3864398
1 56737768
1 61160440
1 124506671

1 114549329
1 64660800
1 5273071

1 123891021
12 105379196
12 52997364

12 121838274
12 100377589
12 97295729
12 7456818

12 11285861
12 6620167

13 100258149
13 21873130
14 20776889
1 23236637
1 22263405
1 99441584
15 71186816
15 55613065
16 56761677
16 22020222
16 89573819
17 4643895

17 46807090
17 73978196
17 4643895

17 29644058
17 38930355
17 15608981
18 55423009
18 57814396
19 40921575
19 6372230

19 33558344
19 34285076
19 44554345
19 12139603
20 42873583
20 2276782

20 31803019
20 49127488
20 21087861
20 55036260
20 48939527
20 34440029
20 14200908
21 31869831

Fim
8930865
156472671
193026088
209998796
11334219
117545143
33084723
160157953
151738964
154192993
154192003
47797694
228207329
201158611
155180038
228352488
27646278
24308793
228352488
8939865
8939865
32852790
58469801
63276634
220044210
172864329
234214282
43998797
241525738
42394560
55450216
71205225
110876682
61246123
55450216
121100978
68603846
172864329
241545796
62739339
159885158
68693846
68696033
38707818
54951437
64432348
65135852
121267340
149530705
97482356
125804341
13968792
172145609
83823198
186061978
57254757
74487873
115518235
111199367
121731390
161113227
129238396
96026325
132840766
159262003
27777256
142550282
128349484
143061725
142585216
53432878
20040016
36061683
38571724
39608288
27347476
58888692
129059308
136212835
95673486
130210773
72790881
139672409
68413501
23004582
71995186
92684534
87363546
3402673
114432747
3663680
8930449
3663680
67070541
9026981
3864506
56737937
61160647
124506816
114549496
64660093
5273188
123891150
105379342
52097516
121838376
100377691
97295849
7457025
11285969
6620369
100258275
21873395
20777136
23236808
22263610
99441711
71187103
55613228
56761832
22020343
89573025

73978434
4644006
29644169
38930468
15609108
55423252
57814565
40921882
6372500
33558451
34285277
44554542
12139915
42873807
2276905
31803148
49127609
21087971
55036510
48939638
34440145
14201127
31869945

Laraurz
125
21

115

TSS anotado

ENSG00000116604
ENSGO0000116747
ENSG00000117597
ENSG00000120942
ENSG00000134256
ENSG00000134684
ENSG00000143318
ENSGO0000143436
ENSG00000143569
ENSGO0000143612
ENSG00000162368
ENSG00000162910
ENSG00000163395
ENSGO0000169231
ENSG00000181673
ENSGO0000186501
ENSG00000188529
ENSG00000203684
ENSG00000230679
ENSGO0000236269
ENSG00000018699
ENSGO0000115392
ENSG00000115507
ENSGO0000115649
ENSG00000115840
ENSGO0000130561
ENSG00000138036
ENSG00000142330
ENSG00000143924
ENSGO0000143947
ENSG00000144031
ENSGO0000144063
ENSG00000162927
ENSGO0000162994
ENSG00000163083
ENSG00000169621
ENSG00000172878
ENSG00000178623
ENSGO0000186889
ENSG00000202029
ENSG00000204923
ENSG00000204923
ENSG00000213553
ENSG00000214595
ENSG00000230923
ENSG00000244534
ENSG00000051341
ENSG00000082996
ENSG00000113966
ENSG00000114544
ENSG00000233121
ENSG00000236686
ENSG00000138674
ENSG00000151729
ENSGO0000157426
ENSG00000169435
ENSG00000174607
ENSG00000212160
ENSG00000212359
ENSG00000145863
ENSGO0000198108
ENSG00000172469
ENSG00000225343
ENSG00000243775
ENSG00000106052
ENSG00000106123
ENSG00000135248
ENSG00000159784
ENSGO0000165125
ENSG00000199629
ENSG00000213860
ENSG00000221325
ENSGO0000241756
ENSG00000104755
ENSG00000120915
ENSG00000205293
ENSG00000221176
ENSG00000148303
ENSGO0000188101
ENSG00000201302
ENSGO0000204706
ENSG00000224662
ENSGO0000232815
ENSG00000150867
ENSGO0000180817
ENSG00000201604
ENSG00000234942
ENSG00000005801
ENSG00000095110
ENSG00000129744
ENSGO0000166452
ENSG00000167311
ENSGO0000172830
ENSG00000175352
ENSG00000177105
ENSG00000181282
ENSGO0000187049
ENSG00000200278
ENSGO0000204361
ENSG00000207648
ENSG00000213934
ENSG00000236981
ENSG00000151131
ENSG00000170486
ENSG00000170633
ENSG00000185046
ENSG00000213235
ENSG00000215009
ENSGO0000226761
ENSG00000239002
ENSGO0000125246
ENSG00000233325
ENSG00000136319
ENSG00000155463
ENSGO0000211782
ENSG00000232573
ENSG00000129028
ENSG00000225973
ENSG00000102900
ENSG00000185716
ENSG00000197912
ENSG00000141497
ENSG00000159184
ENSG00000161533
ENSGO0000161921
ENSG00000185862
ENSGO0000186393
ENSG00000233966
ENSG00000202159
ENSG00000242060
ENSG00000105227
ENSG00000125652
ENSG00000131941
ENSG00000153885
ENSGO0000178386
ENSG00000212497
ENSG00000124194
ENSG00000125780
ENSG00000131059
ENSG00000196396
ENSGO0000225127
ENSG00000228601
ENSG00000233077
ENSG00000234274
ENSG00000239923
ENSG00000186967

Distancia a0 TSS Simbolo HGNC
4 ENOL

Alista completa de dados encontrarse disponivel por pedido a phmatos@fc.ul.ot

1BAST
TMEM222
SRSF10
IBAS7-AS1
ENOL-AST
ENOL-ITL
TIC27
FANCL
OTX1
CNPPDL
SLC25A12
SAG
DYNC2LIL
CAPN1O
EMLA
RPS27A
ANKRDS3
MALL
PUS10
CLHCL
INHBB

APLF
METAPID
GPR35
TMEM17
RNUS-580P
FBX048
FBX048
RPLPOPG
EML6
LINC00309
RN7SL211P

RPL21P66
0STCPL

EPHX2

MAMDC2-AS1
ATP6V1G1P3
DUXA4L50
PIPAK2A
PPAL
RNUG-740P
GRIDL-AS1
2ZNF195
NXPEL
ARTL
AKIPL
ARTS
SSH3
NRIP3
RHOG
ORSAK3P
TMEM216
RNASSP352
NXPE2
MIR192
HBGL
OR10G9
Clzorfds
KRT72
RNF34
ANKS1B
EEFIAIP16
ACSM4
TAS2RA6
SCARNAL0
CLYBL
MIPEPP3
TTCS
OXAIL
TRAVS-1
RPL3P4
THAP10
PIGBOSL
NUP93
Cl6orfs2
SPG7
2ZMYND15
HOXB13
ACOX1
CXCL16
EVI2B

RNASSP465
GDAPILL
TGM3
BPIFA3

PTPNL
LINC00237
RPL39P
LINCO01271
CoX7BP2
RN7SL864P
KRTAP19-4

Anexo |

TSS anotados comuns (Activ & Inib) - Total:

Cromossoma

TSS anotado
ENSGO0000116604
ENSG00000018699
ENSGO0000115392
ENSG00000115840
ENSGO0000138036
ENSG00000143947
ENSGO0000162994
ENSGO0000082996
ENSGO0000241756
ENSGO0000204706
ENSGO0000150867
ENSG00000234942
ENSG00000129744
ENSG00000167311
ENSG00000200278
ENSG00000185046
ENSGO0000125246

Dist

TSS Activ Dist TSS
584 782

17
inib Simbolo HGNC
MEF2D

SLC25A12
DYNC2LIL
RPS27A
CLHCL
RNF13
RN7SL83P
MAMDC2-AS1
PIPAK2A
GRID1-AS1
ARTL
ARTS
RNASSP352
ANKS1B,
CLYBL



42926172

158533050 15¢

16345687
22137230
20504216

203462074

152779797
46218086
151969716
109620520
153511397
38272370
38272469
43885288
158459793
160558434
52499846
184018384
162040148
156253779
147733865
28835374
163437950
173941302
38862751
52438464
45242104
45242104
199983937
247655287
150534463
27151432
15497919
168234148

45242104
3478325
172108983
172116667
197746501
238652822
5666492
23201502
154167370
16942901
167966698
150147993
144944207
144944779
236017590
28149158
151923323
1071385
174727472
211834952
46916367
46016682
43367155
100676900
46113889
146675777
202766051
158484570
155367996
155368259
199340185
226855321
113464689
172116667
173114189
174822200
203254605
193271680
207398646
198167218
95117003
21330545
3999302
92500011
171831872
37930688
10116326
41062509
217958702
94391009
94391735
68629657
59247880
113169627
169958626
234162485
53905783
203845140
24105680
7427379
68240314
116146722
161706105
89202766
1344882
220748239
202646276
37311936
65281469
63813077
32850013
37385716
42722356
70125116
231281201
47141806
47142503
47143109
54011863
102312699
131112260
122409138
70997037
98613306
234262290
202565567
47630090
47630428

113543762
162162960
54088319
74679332
54682456
55649922
58470659
216948809
233897650
62900636
198299042
198379874
220085888
171784159
37195104
37195494
37461683
37552618
37553510
172867473
65212859
43823332
69901902
70482862
71163398
21024005
9562875
9562875
54088319
38606030
30369131
32503273
64750288
64678728
64679787
60781825
47572403
96999300

42926337
533310
16345772
22137422
20504235
203462238
1625847
44497471
152779842
46218258
151969865
100620664
153511522
38272399
38272686
43885576
158459884
169558521
52500063
184018555
162040299
156253861
147733995
28835450
163437951
173041564
38862831
52438674
45042223
45242223
199984244
247655457
150534471
27151544
15497978
168234254
224491882
26280704
45042223
3478487
172109007
172116900
197746595
238652963
54666719
23201647
154167475
16042943
167966877
150148174
144944269
144945004
236017625
28149417
151923493
1071648
174727492
211835176
46916374
46916877
43367338
100677004
46113909
146675044
202766353
158484690
155368130
155368432
199340204
226855398
113464885
172116900
173114389
174822343
203254913
103271830
207398686
108167350
95117142
21330803
3999582
92590210
171832034
37939747
10116366
41062574
217958912
94391313
94301771
68629847
59248065
113169907
169958895
234162517
53905870
203845348
24105855
7427501
68240500
116146770
161706332
89292868
1344998
220748445
202646719
37311953
65281640

231281494
47141875
47142122
47143368
54012309
102312808
131112563
122409348
70997229
98613555
234262377
202565679
47630183
47630647

162162993
54088498
74679421
54682686
55650194
58470850

216048971

233807815
62900726

198299359

198379954

220085957

171784388
37195188
37195555
37461751
37552928
37553707

172867738
65212976
43823577
69902039
70482890
71163646
21024286

9563127
9563127
54088498
38606055
30369425
32503323
64750405
64678784
64679981
60781918
47572892
96999533

166

ENSG00000186409
ENSG00000186440
ENSG00000186510
ENSG00000187942
ENSG00000187980
ENSG00000188770
ENSG00000189339
ENSG00000196517
ENSG00000197084
ENSG00000197429
ENSG00000197747
ENSG00000197780
ENSG00000197956
ENSG00000197982
ENSG00000197982
ENSG00000198198
ENSG00000198703
ENSG00000198734
ENSG00000198841
ENSG00000198860
ENSG00000198929
ENSG00000198952
ENSG00000199879
ENSG00000200087
ENSG00000200327
ENSG00000200755
ENSG00000200796
ENSG00000200839
ENSG00000200913
ENSG00000202031
ENSG00000202329
ENSG00000203664
ENSG00000203804
ENSG00000204160
ENSG00000204464
ENSG00000206880
ENSG00000206887
ENSG00000207237
ENSG00000207421
ENSG00000207776
ENSG00000207949
ENSG00000208024
ENSG00000213047
ENSG00000215807
ENSG00000215883
ENSG00000215906
ENSG00000215938
ENSG00000219481
ENSG00000221545
ENSG00000222552
ENSG00000222788
ENSG00000222788
ENSG00000222831
ENSG00000223062
ENSG00000223810
ENSG00000223823
ENSG00000223828
ENSG00000224763
ENSG00000224863
ENSG00000224863
ENSG00000225099
ENSG00000225169
ENSG00000225447
ENSG00000226015
ENSG00000226148
ENSG00000227445
ENSG00000227773
ENSG00000227773
ENSG00000228190
ENSG00000228548
ENSG00000229020
ENSG00000230630
ENSG00000230849
ENSG00000231378
ENSG00000231507
ENSG00000232077
ENSG00000232621
ENSG00000232824
ENSG00000232857
ENSG00000233072
ENSG00000233304
ENSG00000233401
ENSG00000233540
ENSG00000233621
ENSG00000233623
ENSG00000233910
ENSG00000234070
ENSG00000234099
ENSG00000234099
ENSG00000234383
ENSG00000234807
ENSG00000235299
ENSG00000235378
ENSG00000236101
ENSG00000236253
ENSG00000236430
ENSG00000236810
ENSG00000237402
ENSG00000238778
ENSG00000239984
ENSG00000241347
ENSG00000241975
ENSG00000242485
ENSG00000243872
ENSG00000003393
ENSG00000008869
ENSG00000011523
ENSG00000014641
ENSG00000018699
ENSG00000055332
ENSG00000057935
ENSG00000059728
ENSG00000067066
ENSG00000068724
ENSG00000068724
ENSG00000068724
ENSG00000068912
ENSG00000071054
ENSG00000072135
ENSG00000074054
ENSG00000075340
ENSG00000075568
ENSG00000077044
ENSG00000082126
ENSG00000095002
ENSG00000095002
ENSG00000095002
ENSG00000114956
ENSG00000115008
ENSG00000115233
ENSG00000115239
ENSG00000115274
ENSG00000115306
ENSG00000115355
ENSG00000115392
ENSG00000115425
ENSG00000115488
ENSG00000115504
ENSG00000115524
ENSG00000115540
ENSG00000115657
ENSG00000115806
ENSG00000115808
ENSG00000115808
ENSG00000115816
ENSG00000115825
ENSG00000115825
ENSG00000115840
ENSG00000115902
ENSG00000115970
ENSG00000115977
ENSG00000116005
ENSG00000116039
ENSG00000118961
ENSG00000119185
ENSG00000119203
ENSG00000119737
ENSG00000119787
ENSG00000119801
ENSG00000119820
ENSG00000119844
ENSG00000119862
ENSG00000119862
ENSG00000119866
ENSG00000119888
ENSG00000121152

NOS1AP
SMG5.
RNUI-120P
SNORAT28
RNASSP62
RNASSP68
RNUG-753P
RNASSP48
SNORD46
SNORD38A
RNUB-609P

ADAMTSLA-ASL
ZDHHC18
Clorf195
RNUS-1310P
RNUB-1008P
RNUS-110P
SNORD38B
MIRSS1A
MIR214
MIR199A2
DENNDIB
KRT18P65
CYBSRL.
LACTBLL
MIR190B
NBPFL
MIR125582
RNASSP60
RNU2-38P
RNU2-38P
MIR1537
RNUB-1245P
KRTBP28.
LINC01342
BANF1P4
FDPSP8
LINC01398
LINC01398
ATPEVIEIPL
BRI3PL

SLC25A39P1
OR10R1P
ASHIL-TL
ASHLL-TL

ITPKB-ASL
AKRTAZPL

LINC01353
LINC01031
C4BPAP2
PRRI3PL
KATNBL1P2
RPSI5APG
LINC01346
PRKARLAP
DNM3-ITL
LINC01137
PGAMIP11
GTF2F2P2
SPATAL7-AS1
MTND4P1L
MTND4P1L
CTBP2PE
LINC01135
MRPL53P1
MRPS10P1
RACIPT
SLC25A3P1
KRT8P29
TCEB3-AS1
CAMTAL-ITL
RNUT-80P
RN7SL420P
RN7SL466P
TCEBIP19
MRPL20
RN7SL464P

SLC25A12
SLC1A4
THADA

AAKL
PCYOX1
ATPEVIBL
LDAH
ITGB1BPL
CPSF3
GPR75
ATL2
YPELS



Anexo |l

Largura pico Feature Distancia a feature Descricdo Simbolo HGNC Max_reads_Act Med_reads_Act Med_reads_Ctrl
318 ENSG00000000938 -169 Gardner-Rasheed feline sarcor FGR 4 3 1
444 ENSG00000003393 -364 amyotrophic lateral sclerosis 2 ALS2 6 5
85 ENSG00000004766 -1402 coiled-coil domain containing VPS50 4 3 1
260 ENSG00000005156 -621 ligase 11, DNA, ATP-depende LIG3 4 3 1
136 ENSG00000005194 -1303 cytokine induced apoptosis int CIAPIN1 3 3 1
244 ENSG00000006530 -1021 acylglycerol kinase [Source:H: AGK 2 2 1
57 ENSG00000006831 -618 adiponectin receptor 2 [Sourct ADIPOR2 5 4 3
192 ENSG00000007866 -394 TEA domain family member ¢ TEAD3 4 3 1
335 ENSG00000010318 -803 PHD finger protein 7 [Source: PHF7 6 5 1
2719 ENSG00000011007 -649 transcription elongation factor TCEB3 5 4 1
290 ENSG00000014138 -34 polymerase (DNA directed), a POLA2 3 3 1
253 ENSG00000020129 -1403 neurochondrin [Source:HGN( NCDN 4 4 1
194 ENSG00000024048 -418 ubiquitin protein ligase E3 cor UBR2 2 2 1
310 ENSG00000029363 -846 BCL2-associated transcription BCLAF1 4 3 1
242 ENSG00000030582 -201 granulin [Source:HGNC Sym| GRN 3 3 1
154 ENSG00000039068 =271 cadherin 1, type 1, E-cadherin CDH1 2 2 1
243 ENSG00000049130 -154 KIT ligand [Source:HGNC Sy KITLG 2 2 1
195 ENSG00000049167 776 excision repair cross-complem ERCC8 2 2 1
228 ENSG00000050130 -926 JNK1/MAPK8-associated me JKAMP 5 4 1
245 ENSG00000050730 -286 TNFAIP3 interacting protein { TNIP3 2 2 1
97 ENSG00000052841 -421 tetratricopeptide repeat domail TTC17 3 3 2
119 ENSG00000055957 -219 inter-alpha (globulin) inhibitor ITIHL 2 2 1
253 ENSG00000057468 -261 mutS homolog 4 (E. coli) [Sot MSH4 2 2 1
70 ENSG00000058091 -865 cyclin-dependent kinase 14 [S CDK14 5 5 1
232 ENSG00000058729 -151 RIO kinase 2 (yeast) [Source:l RIOK2 2 2 1
288 ENSG00000060656 -830 protein tyrosine phosphatase, | PTPRU 4 3 2
253 ENSG00000064666 -213 calponin 2 [Source:HGNC Sy CNN2 5 4 1
291 ENSG00000065357 -309 diacylglycerol kinase, alpha 8( DGKA 3 3 1
136 ENSG00000065970 -1432 forkhead box J2 [Source:HGM FOXJ2 3 3 2
236 ENSG00000066739 -997 ATG2 autophagy related 2 ho ATG2B 2 2 1
220 ENSG00000068724 794 tetratricopeptide repeat domail TTC7A 5 4 1
73 ENSG00000068971 -1042 protein phosphatase 2, requlat PPP2R5B 2 2 1
252 ENSG00000069849 -986 ATPase, Na+/K+ transporting ATP1B3 4 3 1
116 ENSG00000070808 -942 calcium/calmodulin-dependen CAMK2A 4 3 1
92 ENSG00000070961 -1500 ATPase, Ca++ transporting, p ATP2B1 4 4 1
110 ENSG00000071054 -614 mitogen-activated protein kine MAP4K4 3 3 1
304 ENSG00000072135 -1321 protein tyrosine phosphatase, | PTPN18 4 4 1
152 ENSG00000072310 -269 sterol requlatory element bind SREBF1 5 4 2
92 ENSG00000073050 -1065 X-ray repair complementing d XRCC1 6 4 1
174 ENSG00000073803 -1100 mitogen-activated protein kine MAP3K13 3 3 1
204 ENSG00000075223 -126 sema domain, immunoglobuli SEMA3C 5 4 1
50 ENSG00000075303 -1278 solute carrier family 25, memt SLC25A40 4 4 1
239 ENSG00000075388 -53 fibroblast growth factor 4 [Sot FGF4 3 3 1
250 ENSG00000075568 -952 transmembrane protein 131 [€ TMEM131 2 2 1
88 ENSG00000077044 -864 diacylglycerol kinase, delta 13 DGKD 8 5 1
131 ENSG00000078487 -978 zinc finger, CW type with PW ZCWPW1 4 3 1
299 ENSG00000082781 -692 integrin, beta 5 [Source:HGN( ITGBS 5 4 2
279 ENSG00000082996 -639 ring finger protein 13 [Source RNF13 5 4 2
318 ENSG00000085733 -1059 cortactin [Source:HGNC Sym CTTN 4 4 1
309 ENSG00000088035 -800 asparagine-linked glycosylatio ALG6 7 5 1
172 ENSG00000088247 -1445 KH-type splicing regulatory pi KHSRP 3 3 2
62 ENSG00000088782 -1134 defensin, beta 127 [Source:H( DEFB127 4 4 2
200 ENSG00000088833 -832 NSFL1 (p97) cofactor (p47) [ NSFL1C 2 2 1
324 ENSG00000089094 -314 lysine (K)-specific demethylas KDM2B 4 4 2
218 ENSG00000089558 -524 potassium voltage-gated chant KCNH4 3 3 1
125 ENSG00000091181 -1086 interleukin 5 receptor, alpha [¢ ILSRA 2 2 1
200 ENSG00000092010 -854 proteasome (prosome, macrof. PSME1 5 4 3
433 ENSG00000092098 -1361 ring finger protein 31 [Source RNF31 9 7 2
195 ENSG00000093010 -921 catechol-O-methyltransferase CcomMT 2 2 1
270 ENSG00000094916 -992 chromobox homolog 5 (HP1 ¢ CBX5 5 4 1
94 ENSG00000095002 -19 mutS homolog 2, colon cance MSH2 6 4 1
60 ENSG00000095794 -917 CAMP responsive element ma CREM 6 6 1
165 ENSG00000100206 -1106 DMC1 dosage suppressor of bmcL 3 3 1
253 ENSG00000100227 -691 polymerase (DNA-directed), d POLDIP3 7 5 3
55 ENSG00000100258 -1407 lipase maturation factor 2 [Sot LMF2 4 4 1
224 ENSG00000100302 -1302 RASD family, member 2 [Sou RASD2 3 3 2
145 ENSG00000100307 536 chromobox homolog 7 [Sourc CBX7 2 2 1
233 ENSG00000100325 -1043 activating signal cointegrator . AsCC2 5 4 1
195 ENSG00000100523 -1376 DDHD domain containing 1 [ DDHD1 6 4 1
248 ENSG00000100554 -1055 ATPase, H+ transporting, lysc ATP6V1D 7 5 1
264 ENSG00000100612 744 dehydrogenase/reductase (SD DHRS7 7 5 2
110 ENSG00000100897 -341 DDB1 and CUL4 associated 1 DCAF11 8 6 2
265 ENSG00000100906 -380 nuclear factor of kappa light p NFKBIA 3 3 1
145 ENSG00000100968 -475 nuclear factor of activated T-c NFATC4 9 6 2
321 ENSG00000101152 -1166 DnaJ (Hsp40) homolog, subfe DNAJCS 5 4 1
164 ENSG00000101204 -1005 cholinergic receptor, nicotinic. CHRNA4 3 3 1
126 ENSG00000101311 =273 fermitin family homolog 1 (D1 FERMT1 3 3 1
51 ENSG00000101751 -840 polymerase (DNA directed) io POLI 2 2 1
54 ENSG00000101940 -1304 WD repeat domain 13 [Sourct WDR13 2 2 1
182 ENSG00000102699 -1178 poly (ADP-ribose) polymerase PARP4 8 5 1
190 ENSG00000102893 -1419 phosphorylase kinase, beta [Sc PHKB 2 2 1
320 ENSG00000102984 -167 zinc finger protein 821 [Sourc ZNF821 3 3 1
296 ENSG00000103507 -149 branched chain ketoacid dehy: BCKDK 5 4 2
279 ENSG00000104064 -991 GA binding protein transcripti GABPB1 8 5 1
295 ENSG00000104979 -182 Leydig cell tumor 10 kDa prot C190rf53 5 4 1
219 ENSG00000105443 -937 cytohesin 2 [Source:HGNC S CYTH2 2 2 1
92 ENSG00000105755 -1052 ethylmalonic encephalopathy ETHEL 5 4 2
179 ENSG00000105852 -1291 paraoxonase 3 [Source:HGNC PON3 5 4 1
306 ENSG00000105866 563 Sp4 transcription factor [Sourt SP4 6 4 2
122 ENSG00000105953 -1317 oxoglutarate (alpha-ketoglutar OGDH 2 2 1
275 ENSG00000106665 -1340 CAP-GLY domain containing CLIP2 4 3 2
225 ENSG00000108064 -1028 transcription factor A, mitochc TFAM 4 3 2
331 ENSG00000108557 -603 retinoic acid induced 1 [Sourc RAIL 3 3 2
239 ENSG00000108588 -756 coiled-coil domain containing ccbcar 2 2 1
193 ENSG00000108784 -161 N-acetylglucosaminidase, alph NAGLU 4 4 1
267 ENSG00000109670 -102 F-box and WD repeat domain FBXW7 4 3 1
194 ENSG00000110063 -319 decapping enzyme, scavenger DCPS 4 3 1
184 ENSG00000110344 -625 ubiquitination factor E4A (UF UBE4A 4 3 1
317 ENSG00000110906 -586 potassium channel tetramerisa KCTD10 5 4 1
301 ENSG00000111261 -1072 MANSC domain containing 1 MANSC1 6 4 1
250 ENSG00000111452 -419 G protein-coupled receptor 13 ADGRD1 4 4 2
154 ENSG00000111540 -1156 RAB5B, member RAS oncog RABS5B 3 3 1
253 ENSG00000111711 -604 qgolgi transport 1 homolog B (: GOLT1B 5 4 1
301 ENSG00000111912 -1332 nuclear receptor coactivator 7 NCOA7 7 5 3
125 ENSG00000112877 744 centrosomal protein 72kDa [S CEPT72 5 4 1
270 ENSG00000112893 -663 mannosidase, alpha, class 2A, MAN2AL 4 3 2
123 ENSG00000113312 26 tetratricopeptide repeat domail TTCL 3 3 1
73 ENSG00000113504 -1477 solute carrier family 12 (potas SLC12A7 5 5 3
254 ENSG00000114209 -1427 programmed cell death 10 [Sc PDCD10 2 2 1
261 ENSG00000114423 -701 Cas-Br-M (murine) ecotropic CBLB 3 3 2
235 ENSG00000114850 -1365 signal sequence receptor, gam SSR3 3 3 2
180 ENSG00000115239 -1022 ankyrin repeat and SOCS box ASB3 5 4 1
231 ENSG00000115306 -967 spectrin, beta, non-erythrocyti SPTBN1 5 4 3
163 ENSG00000115425 -1131 peroxisomal trans-2-enoyl-Co. PECR 2 2 1
85 ENSG00000115808 -1489 striatin, calmodulin binding pr STRN 7 6 5



239
220
299

252

327
313
187

149
253
100
179
271
178
209

83
310

189

231
194

270

ENSG00000115825
ENSG00000115970
ENSG00000115977
ENSG00000116285
ENSG00000116329
ENSG00000116514
ENSG00000116604
ENSG00000116962
ENSG00000116990
ENSG00000117507
ENSG00000117751
ENSG00000117906
ENSG00000117983
ENSG00000118407
ENSG00000119203
ENSG00000119718
ENSG00000119737
ENSG00000119844
ENSG00000119862
ENSG00000120729
ENSG00000120738
ENSG00000120885
ENSG00000122718
ENSG00000124155
ENSG00000124357
ENSG00000124613
ENSG00000125089
ENSG00000125503
ENSG00000126216
ENSG00000126522
ENSG00000126821
ENSG00000126856
ENSG00000127080
ENSG00000128000
ENSG00000128652
ENSG00000128654
ENSG00000128881
ENSG00000128918
ENSG00000129422
ENSG00000129991
ENSG00000130254
ENSG00000130511
ENSG00000130702
ENSG00000130706
ENSG00000132004
ENSG00000132681
ENSG00000132874
ENSG00000132911
ENSG00000133740
ENSG00000133835
ENSG00000134352
ENSG00000134569
ENSG00000134755
ENSG00000134757
ENSG00000134987
ENSG00000135334
ENSG00000135414
ENSG00000136026
ENSG00000136247
ENSG00000136280
ENSG00000136636
ENSG00000136938
ENSG00000137033
ENSG00000137055
ENSG00000137100
ENSG00000137473
ENSG00000137648
ENSG00000138032
ENSG00000138068
ENSG00000138071
ENSG00000138363
ENSG00000138379
ENSG00000138670
ENSG00000139372
ENSG00000139515
ENSG00000139547
ENSG00000140009
ENSG00000140153
ENSG00000140406
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Alista completa de dados encontra-se disponivel por pedido a phmatos@fc.ul.pt

protein kinase D3 [Source:HG
thyroid adenoma associated [$
AP2 associated kinase 1 [Sout
ERBB receptor feedback inhil
opioid receptor, delta 1 [Sourc
ring finger protein 198 [Sourc
myocyte enhancer factor 2D |
nidogen 1 [Source:HGNC Syr
v-myc myelocytomatosis viral
flavin containing monooxyger
protein phosphatase 1, requlat
reticulocalbin 2, EF-hand calc
mucin 5B, oligomeric mucus/
filamin A interacting protein 1
cleavage and polyadenylation
eukaryotic translation initiatiol
G protein-coupled receptor 75
aftiphilin [Source:HGNC Sy
Galectin-related protein [Sour
myotilin [Source:HGNC Sym|
early growth response 1 [Sour
clusterin [Source:HGNC Sym
olfactory receptor, family 2, st
phosphatidylinositol glycan an
N-acetylglucosamine kinase [¢
zinc finger protein 391 [Sourc
SH3 domain and tetratricopep
protein phosphatase 1, requlat
tubulin, gamma complex asso
argininosuccinate lyase [Sourc
sphingosine-1-phosphate phos
PR domain containing 7 [Soul
inositol 1,3,4,5,6-pentakispho:
zinc finger protein 780B [Sou
homeobox D3 [Source:HGNC
metaxin 2 [Source:HGNC Syr
tau tubulin kinase 2 [Source:+
aldehyde dehydrogenase 1 fan
microtubule associated tumor
troponin | type 3 (cardiac) [So
scaffold attachment factor B2
single stranded DNA binding
laminin, alpha 5 [Source:HGN
adhesion regulating molecule
F-box and WD repeat domain
ATPase, Na+/K+ transporting
solute carrier family 14 (urea
neuromedin U receptor 2 [Sot
E2F transcription factor 5, p1
hydroxysteroid (17-beta) dehy
interleukin 6 signal transducer
low density lipoprotein receptc
desmocollin 2 [Source:HGNC
desmoglein 3 (pemphigus vule
WD repeat domain 36 [Sourct
akirin 2 [Source:HGNC Symt
growth differentiation factor 1
cytoskeleton-associated proteil
zinc finger, DHHC-type conte
cerebral cavernous malformat
potassium channel tetramerisa
acidic (leucine-rich) nuclear pl
interleukin 33 [Source:HGNC
phospholipase A2-activating p
dynactin 3 (p22) [Source:HG!
tetratricopeptide repeat domail
transmembrane protease, serir
protein phosphatase 1B (form
sulfotransferase family, cytosc
ARP?2 actin-related protein 2 |
5-aminoimidazole-4-carboxan
myostatin [Source:HGNC Syr
RasGEF domain family, mem
thymine-DNA glycosylase [Sc¢
pancreatic and duodenal home
retinol dehydrogenase 16 (all-
estrogen receptor 2 (ER beta)
WD repeat domain 20 [Sourct
mesoderm development candi

PRKD3
THADA
AAKL
ERRFIL
OPRD1
RNF198B
MEF2D
NID1
MYCL
FMO6P
PPP1R8
RCN2
MUC5B
FILIP1
CPSF3
EIF2B2
GPR75
AFTPH
LGALSL
MYOT
EGR1
CLu
OR2S2
PIGT
NAGK
ZNF391
SH3TC1
PPP1R12C
TUBGCP3
ASL
SGPP1
PRDM7
IPPK
ZNF780B
HOXD3
MTX2
TTBK2
ALDH1A2
MTUSL
TNNI3
SAFB2
SSBP4
LAMAS
ADRM1
FBXW9
ATP1A4
SLC14A2
NMUR2
E2F5
HSD17B4
IL6ST
LRP4
DsC2
DSG3
WDR36
AKIRIN2
GDF11
CKAP4
ZDHHC4
CCMm2
KCTD3
ANP32B

RASGEF1B
TDG
PDX1
RDH16
ESR2
WDR20
MESDC1
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ID

ENSG00000000938
ENSG00000003393
ENSG00000005156
ENSG00000005194
ENSG00000006530
ENSG00000006831
ENSG00000007866
ENSG00000010318
ENSG00000011007
ENSG00000014138
ENSG00000020129
ENSG00000024048
ENSG00000029363
ENSG00000030582
ENSG00000039068
ENSG00000049130
ENSG00000049167
ENSG00000050730
ENSG00000052841
ENSG00000055957
ENSG00000057468
ENSG00000058091
ENSG00000058729
ENSG00000060656
ENSG00000065357
ENSG00000065970
ENSG00000066739
ENSG00000068724
ENSG00000070961
ENSG00000071054
ENSG00000072135
ENSG00000072310
ENSG00000073050
ENSG00000073803
ENSG00000075223
ENSG00000075303
ENSG00000078487
ENSG00000082781
ENSG00000088035
ENSG00000088782
ENSG00000088833
ENSG00000089558
ENSG00000091181
ENSG00000092010
ENSG00000092098
ENSG00000093010
ENSG00000095002
ENSG00000095794
ENSG00000100206
ENSG00000100258
ENSG00000100307
ENSG00000100325
ENSG00000100612
ENSG00000100897
ENSG00000100906
ENSG00000100968
ENSG00000101204
ENSG00000101311
ENSG00000101751
ENSG00000101940
ENSG00000102699
ENSG00000102893
ENSG00000104064
ENSG00000104979
ENSG00000105755
ENSG00000105852
ENSG00000105866
ENSG00000105953
ENSG00000106665
ENSG00000108064
ENSG00000108557
ENSG00000108784
ENSG00000109670
ENSG00000110063
ENSG00000111261
ENSG00000111452
ENSG00000111912
ENSG00000112877
ENSG00000113504
ENSG00000114209
ENSG00000114423
ENSG00000115306

Anexo |11

Gene Name

Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog
amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)

ligase 111, DNA, ATP-dependent

cytokine induced apoptosis inhibitor 1; cytokine induced apoptosis inhibitor 1 pseudogene
acylglycerol kinase

adiponectin receptor 2

TEA domain family member 3

PHD finger protein 7

transcription elongation factor B (SII1), polypeptide 3 (110kDa, elongin A)
polymerase (DNA directed), alpha 2 (70kD subunit)

neurochondrin

ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 2

similar to Bcl-2-associated transcription factor 1 (Btf); BCL2-associated transcription factor 1
granulin

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

KIT ligand

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8
TNFAIP3 interacting protein 3

tetratricopeptide repeat domain 17

inter-alpha (globulin) inhibitor H1

mutS homolog 4 (E. coli)

PFTAIRE protein kinase 1

RIO kinase 2 (yeast)

protein tyrosine phosphatase, receptor type, U

diacylglycerol kinase, alpha 80kDa

forkhead box J2

ATG2 autophagy related 2 homolog B (S. cerevisiae)

tetratricopeptide repeat domain 7A

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1

mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 18 (brain-derived)
sterol regulatory element binding transcription factor 1

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 13

sema domain, immunoglobulin domain (1g), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3C
solute carrier family 25, member 40

zinc finger, CW type with PWWP domain 1

integrin, beta 5

asparagine-linked glycosylation 6, alpha-1,3-glucosyltransferase homolog (S. cerevisiae)
defensin, beta 127

NSFL1 (p97) cofactor (p47)

potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 4
interleukin 5 receptor, alpha

proteasome (prosome, macropain) activator subunit 1 (PA28 alpha)
ring finger protein 31

catechol-O-methyltransferase

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli)

CAMP responsive element modulator

DMC1 dosage suppressor of mckl homolog, meiosis-specific homologous recombination (yeast)
lipase maturation factor 2

chromobox homolog 7

activating signal cointegrator 1 complex subunit 2
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7

WD repeat domain 23

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 4
cholinergic receptor, nicotinic, alpha 4

fermitin family homolog 1 (Drosophila)

polymerase (DNA directed) iota

WD repeat domain 13

poly (ADP-ribose) polymerase family, member 4

phosphorylase kinase, beta

GA binding protein transcription factor, beta subunit 1

chromosome 19 open reading frame 53

ethylmalonic encephalopathy 1

paraoxonase 3

Sp4 transcription factor

oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)
CAP-GLY domain containing linker protein 2

transcription factor A, mitochondrial

retinoic acid induced 1

N-acetylglucosaminidase, alpha-

F-box and WD repeat domain containing 7

decapping enzyme, scavenger

MANSC domain containing 1

G protein-coupled receptor 133

nuclear receptor coactivator 7

centrosomal protein 72kDa

solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 7
programmed cell death 10

Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral transforming sequence b
spectrin, beta, non-erythrocytic 1

Species

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens



ENSG00000115425

peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase

ENSG00000115808 striatin, calmodulin binding protein

ENSG00000115825
ENSG00000115970
ENSG00000115977
ENSG00000116285
ENSG00000116329
ENSG00000116604
ENSG00000116962
ENSG00000116990
ENSG00000117983
ENSG00000118407
ENSG00000119203
ENSG00000119718
ENSG00000119737
ENSG00000119844
ENSG00000120729
ENSG00000120738
ENSG00000120885
ENSG00000122718
ENSG00000124155
ENSG00000124613
ENSG00000125089
ENSG00000125503
ENSG00000126216
ENSG00000126856
ENSG00000127080
ENSG00000128652
ENSG00000128881
ENSG00000128918
ENSG00000129422
ENSG00000129991
ENSG00000130702
ENSG00000132004
ENSG00000132681
ENSG00000132874
ENSG00000132911
ENSG00000133740
ENSG00000133835
ENSG00000134352
ENSG00000134569
ENSG00000134755
ENSG00000134757
ENSG00000134987
ENSG00000136026
ENSG00000136247
ENSG00000136280
ENSG00000136636
ENSG00000137033
ENSG00000137473
ENSG00000137648
ENSG00000138068
ENSG00000138363
ENSG00000138379
ENSG00000139372
ENSG00000139515
ENSG00000140153
ENSG00000140527
ENSG00000140740
ENSG00000142173
ENSG00000143190
ENSG00000143196
ENSG00000143226
ENSG00000143294
ENSG00000143333
ENSG00000143870
ENSG00000144224
ENSG00000144331
ENSG00000146373
ENSG00000146904
ENSG00000147437
ENSG00000147454
ENSG00000147614
ENSG00000148187
ENSG00000148444
ENSG00000148482
ENSG00000148688
ENSG00000149212
ENSG00000149257
ENSG00000149582
ENSG00000150627

protein kinase D3

thyroid adenoma associated

AP2 associated kinase 1

ERBB receptor feedback inhibitor 1

opioid receptor, delta 1

myocyte enhancer factor 2D

nidogen 1

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 1, lung carcinoma derived (avian)
mucin 5B, oligomeric mucus/gel-forming

filamin A interacting protein 1

cleavage and polyadenylation specific factor 3, 73kDa
eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 2 beta, 39kDa
G protein-coupled receptor 75

aftiphilin

myotilin

early growth response 1

clusterin

olfactory receptor, family 2, subfamily S, member 2
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class T
zinc finger protein 391

SH3 domain and tetratricopeptide repeats 1

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12C
tubulin, gamma complex associated protein 3

PR domain containing 7

inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase

homeobox D3

tau tubulin kinase 2

aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2
mitochondrial tumor suppressor 1

troponin | type 3 (cardiac)

laminin, alpha 5

F-box and WD repeat domain containing 9

ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 4 polypeptide

solute carrier family 14 (urea transporter), member 2
neuromedin U receptor 2

E2F transcription factor 5, p130-binding

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)
low density lipoprotein receptor-related protein 4
desmocollin 2

desmoglein 3 (pemphigus vulgaris antigen)

WD repeat domain 36

cytoskeleton-associated protein 4

zinc finger, DHHC-type containing 4

cerebral cavernous malformation 2

potassium channel tetramerisation domain containing 3
interleukin 33

tetratricopeptide repeat domain 29

transmembrane protease, serine 4

sulfotransferase family, cytosolic, 6B, member 1
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
myostatin

similar to G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase; thymine-DNA glycosylase
pancreatic and duodenal homeobox 1

WD repeat domain 20

WD repeat domain 93

ubiquinol-cytochrome c reductase core protein |1

collagen, type VI, alpha 2

POU class 2 homeobox 1

dermatopontin

Fc fragment of 19G, low affinity Ila, receptor (CD32)
papillary renal cell carcinoma (translocation-associated)
regulator of G-protein signaling 16

protein disulfide isomerase family A, member 6

UBX domain protein 4

zinc finger protein 385B

ring finger protein 217

EPH receptor Al

gonadotropin-releasing hormone 1 (luteinizing-releasing hormone)
solute carrier family 25, member 37

ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d2
mitochondrial ribosome recycling factor

COMM domain containing 3

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 12
ribonuclease P/MRP 30kDa subunit

sestrin 3

serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member 1, (collagen binding protein 1)
transmembrane protein 25

WD repeat domain 17

A lista completa de dados encontra-se disponivel por pedido a phmatos@fc.ul.pt

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens



Feature Descricdo
ENSG00000115970 thyroid adenoma associated [S
ENSG00000173114 leucine rich repeat neuronal 3
ENSG00000134352 interleukin 6 signal transducer
ENSG00000178104 phosphodiesterase 4D interact
ENSG00000092098 ring finger protein 31 [Source:
ENSG00000100968 nuclear factor of activated T-c
ENSG00000129422 microtubule associated tumor
ENSG00000167920 transmembrane protein 99 [So
ENSG00000100897 DDB1 and CUL4 associated fi
ENSG00000102699 poly (ADP-ribose) polymerase
ENSG00000104064 GA binding protein transcripti
ENSG00000115825 protein kinase D3 [Source:HG
ENSG00000140740 ubiquinol-cytochrome c reduci
ENSG00000155465 solute carrier family 7 (cationit
ENSG00000158417 eukaryotic translation initiatior
ENSG00000088035 asparagine-linked glycosylatiol
ENSG00000100612 dehydrogenase/reductase (SDI
ENSG00000111912 nuclear receptor coactivator 7
ENSG00000115808 striatin, calmodulin binding prt
ENSG00000119844 aftiphilin [Source:HGNC Sym
ENSG00000120738 early growth response 1 [Sour
ENSG00000146373 ring finger protein 217 [Sourct
ENSG00000173559 oligonucleotide/oligosaccharid
ENSG00000198833 ubiquitin-conjugating enzyme
ENSG00000003393 amyotrophic lateral sclerosis 2
ENSG00000010318 PHD finger protein 7 [Source:
ENSG00000073050 X-ray repair complementing di
ENSG00000095002 mutS homolog 2, colon cancel
ENSG00000095794 cAMP responsive element mot
ENSG00000105866 Sp4 transcription factor [Sour:
ENSG00000111261 MANSC domain containing 1
ENSG00000115977 AP2 associated kinase 1 [Sour
ENSG00000116285 ERBB receptor feedback inhik
ENSG00000117983 mucin 5B, oligomeric mucus/c
ENSG00000128652 homeobox D3 [Source:HGNC
ENSG00000132004 F-box and WD repeat domain
ENSG00000143294 papillary renal cell carcinoma (
ENSG00000152942 RAD17 homolog (S. pombe) |
ENSG00000162408 nucleolar protein 9 [Source:Ht
ENSG00000163349 homeodomain interacting prot
ENSG00000165655 zinc finger protein 503 [Sourc:
ENSG00000167346 matrix metallopeptidase 26 [St
ENSG00000170956 carcinoembryonic antigen-rela
ENSG00000173662 taste receptor, type 1, member
ENSG00000176253 olfactory receptor, family 4, st
ENSG00000180113 tudor domain containing 6 [Sc
ENSG00000198728 LIM domain binding 1 [Sourct
ENSG00000198944 ankyrin repeat domain 43 [Sot
ENSG00000006831 adiponectin receptor 2 [Sourct
ENSG00000011007 transcription elongation factor
ENSG00000058091 cyclin-dependent kinase 14 [St
ENSG00000068724 tetratricopeptide repeat domai
ENSG00000072310 sterol regulatory element bindi
ENSG00000075223 sema domain, immunoglobulin
ENSG00000082781 integrin, beta 5 [Source:HGN(
ENSG00000092010 proteasome (prosome, macrog
ENSG00000100325 activating signal cointegrator
ENSG00000104979 Leydig cell tumor 10 kDa prot
ENSG00000105755 ethylmalonic encephalopathy 1
ENSG00000105852 paraoxonase 3 [Source:HGNC
ENSG00000112877 centrosomal protein 72kDa [S
ENSG00000113504 solute carrier family 12 (potas:
ENSG00000115306 spectrin, beta, non-erythrocyti
ENSG00000119737 G protein-coupled receptor 75
ENSG00000124613 zinc finger protein 391 [Sourc
ENSG00000128918 aldehyde dehydrogenase 1 farr
ENSG00000133835 hydroxysteroid (17-beta) dehy
ENSG00000136026 cytoskeleton-associated protei
ENSG00000136247 zinc finger, DHHC-type conta
ENSG00000138379 myostatin [Source:HGNC Syn
ENSG00000143190 POU class 2 homeobox 1 [Sot
ENSG00000143333 regulator of G-protein signalin
ENSG00000147454 solute carrier family 25, memb
ENSG00000147614 ATPase, H+ transporting, lyso
ENSG00000149212 sestrin 3 [Source:HGNC Symt
ENSG00000156802 ATPase family, AAA domain «
ENSG00000163217 bone morphogenetic protein 1
ENSG00000165338 HECT domain containing 2 [S
ENSG00000167588 glycerol-3-phosphate dehydrot
ENSG00000167858 tektin 1 [Source:HGNC Symb
ENSG00000174276 zinc finger, HIT type 2 [Sourc
ENSG00000176834 V-set and immunoglobulin dor

Anexo |V

Simbolo_ HGNC Dist_TSS Larg_pico Max_Act

THADA
LRRN3
IL6ST
PDE4DIP
RNF31
NFATC4
MTUS1
TMEM99
DCAF11
PARP4
GABPB1
PRKD3
UQCRC2
SLC7A7
EIF5B
ALG6
DHRS7
NCOA7
STRN
AFTPH
EGR1
RNF217
NABP1
UBE2J1
ALS2
PHF7
XRCC1
MSH2
CREM
SP4
MANSC1
AAK1
ERRFI1
MUC5B
HOXD3
FBXW9
PRCC
RAD17
NOL9
HIPK1
ZNF503
MMP26
CEACAM3
TAS1R1
OR4K13
TDRD6
LDB1
SOWAHA
ADIPOR2
TCEB3
CDK14
TTC7A
SREBF1
SEMA3C
ITGB5
PSME1
ASCC2
C190rf53
ETHE1
PON3
CEP72
SLC12A7
SPTBN1
GPR75
ZNF391
ALDH1A2
HSD17B4
CKAP4
ZDHHC4
MSTN
POU2F1
RGS16
SLC25A37
ATP6V0OD2
SESN3
ATAD2
BMP10
HECTD2
GPD1
TEKT1
ZNHIT2
VSIG10

-147
-981
-1194
-273
-1361
-475
-1239
-964
-341
-1178
-991
-667
-674
-842
-887
-800
-744
-1332
-1489
-1178
-1391
-576
-1018
-53
-364
-803
-1065
-19
-917
-563
-1072
-421
-516
-939
-1112
-654
-228
-546
-385
-1278
-99
-1187
-96
-262
-1324
-1202
-1201
-307
-618
-649
-865
-794
-269
-126
-692
-854
-1043
-182
-1052
-1291
-744
-1477
-967
-1193
-1341
-612
-585
-1437
-1179
-951
-577
-634
-569
-1474
-651
-1050
-1488
-1180
-378
-841
-258
-463

246
127
187
51
433
145
107
86
110
182
279
311
158
311
246
309
264
301
85
118
286
280
255
303
444
335
92
94
60
306
301
138
220
57
112
123
243
182
284
159
323
117
168
284
188
236
253
196
57
279
70
220
152
204
299
200
233
295
22
179
125
73
231
180
255
260
313
178
209
123
325
87
109
151
298
102
104
210
275
104
195
144

11
11
10
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ENSG00000177669 membrane bound O-acyltransf
ENSG00000185252 zinc finger protein 74 [Source:
ENSG00000187242 keratin 12 [Source:HGNC Syr
ENSG00000000938 Gardner-Rasheed feline sarcor
ENSG00000005156 ligase 111, DNA, ATP-depende
ENSG00000007866 TEA domain family member 3
ENSG00000020129 neurochondrin [Source:HGNC
ENSG00000029363 BCL2-associated transcription
ENSG00000060656 protein tyrosine phosphatase, |
ENSG00000070961 ATPase, Ca++ transporting, p
ENSG00000072135 protein tyrosine phosphatase, |
ENSG00000075303 solute carrier family 25, memb
ENSG00000078487 zinc finger, CW type with PW
ENSG00000088782 defensin, beta 127 [Source:HC
ENSG00000100258 lipase maturation factor 2 [Sot
ENSG00000106665 CAP-GLY domain containing
ENSG00000108064 transcription factor A, mitochc
ENSG00000108784 N-acetylglucosaminidase, alph
ENSG00000109670 F-box and WD repeat domain
ENSG00000110063 decapping enzyme, scavenger
ENSG00000111452 G protein-coupled receptor 13
ENSG00000116990 v-myc myelocytomatosis viral
ENSG00000119203 cleavage and polyadenylation ¢
ENSG00000124155 phosphatidylinositol glycan an
ENSG00000132874 solute carrier family 14 (urea t
ENSG00000133740 E2F transcription factor 5, p1¢
ENSG00000134569 low density lipoprotein receptc
ENSG00000134755 desmocollin 2 [Source:HGNC
ENSG00000136636 potassium channel tetramerisal
ENSG00000138363 5-aminoimidazole-4-carboxam
ENSG00000139372 thymine-DNA glycosylase [So
ENSG00000140153 WD repeat domain 20 [Source
ENSG00000144224 UBX domain protein 4 [Sourc
ENSG00000146904 EPH receptor Al [Source:HG
ENSG00000148482 solute carrier family 39 (zinc ti
ENSG00000148688 ribonuclease P/MRP 30kDa st
ENSG00000149257 serpin peptidase inhibitor, clad
ENSG00000152672 C-type lectin domain family 4,
ENSG00000157985 ArfGAP with GTPase domain
ENSG00000159176 cysteine and glycine-rich prote
ENSG00000163638 ADAM metallopeptidase with
ENSG00000163956 low density lipoprotein receptc
ENSG00000164023 sphingomyelin synthase 2 [Sot
ENSG00000167325 ribonucleotide reductase M1 [
ENSG00000168398 bradykinin receptor B2 [Sourc
ENSG00000168589 dynein, light chain, roadblock-
ENSG00000169508 G protein-coupled receptor 18
ENSG00000170006 transmembrane protein 154 [S
ENSG00000172769 olfactory receptor, family 5, st
ENSG00000172819 retinoic acid receptor, gamma
ENSG00000178802 mannose phosphate isomerase
ENSG00000185245 glycoprotein Ib (platelet), alph
ENSG00000197706 olfactory receptor, family 6, st
ENSG00000198523 phospholamban [Source:HGN
ENSG00000198841 KTI12 homolog, chromatin as
ENSG00000204344 Serine/threonine-protein kinas
ENSG00000204536 coiled-coil alpha-helical rod pr
ENSG00000005194 cytokine induced apoptosis int
ENSG00000014138 polymerase (DNA directed), a
ENSG00000030582 granulin [Source:HGNC Symt
ENSG00000052841 tetratricopeptide repeat domai
ENSG00000065357 diacylglycerol kinase, alpha 80
ENSG00000065970 forkhead box J2 [Source:HGN
ENSG00000071054 mitogen-activated protein king
ENSG00000073803 mitogen-activated protein king
ENSG00000089558 potassium voltage-gated chanr
ENSG00000100206 DMC1 dosage suppressor of r
ENSG00000100906 nuclear factor of kappa light p
ENSG00000101204 cholinergic receptor, nicotinic,
ENSG00000101311 fermitin family homolog 1 (Dr
ENSG00000108557 retinoic acid induced 1 [Sourc
ENSG00000114423 Cas-Br-M (murine) ecotropic
ENSG00000116604 myocyte enhancer factor 2D [¢
ENSG00000118407 filamin A interacting protein 1
ENSG00000119718 eukaryotic translation initiatior
ENSG00000125503 protein phosphatase 1, regulat
ENSG00000126856 PR domain containing 7 [Sour
ENSG00000127080 inositol 1,3,4,5,6-pentakisphos
ENSG00000134757 desmoglein 3 (pemphigus vulg
ENSG00000137648 transmembrane protease, serin
ENSG00000139515 pancreatic and duodenal home

MBOAT4
ZNF74
KRT12

FGR
LIG3
TEAD3
NCDN
BCLAF1
PTPRU
ATP2B1
PTPN18
SLC25A40
ZCWPW1
DEFB127
LMF2
CLIP2
TFAM
NAGLU
FBXW7
DCPs

ADGRD1
MYCL
CPSF3

PIGT
SLC14A2
E2F5
LRP4
DsC2
KCTD3
ATIC
TDG
WDR20
UBXN4
EPHAL
SLC39A12
RPP30
SERPINH1
CLEC4F
AGAP1
CSRP1
ADAMTS9
LRPAP1
SGMS2
RRM1
BDKRB2
DYNLRB2
GPR183
TMEM154
OR5B3
RARG
MPI
GP1BA
OR6C74
PLN
KTI12
STK19

CCHCR1

CIAPIN1
POLA2

GRN
TTC17
DGKA
FOXJ2

MAP4K4

MAP3K13
KCNH4
DMC1

NFKBIA
CHRNA4
FERMT1

RAI1
CBLB
MEF2D
FILIP1
EIF2B2

PPP1R12C
PRDM7
IPPK
DSG3
TMPRSS4
PDX1

-425
-1033
-978
-169
-621
-394
-1403
-846
-830
-1500
-1321
-1278
-978
-1134
-1407
-1340
-1028
-161
-102
-319
-419
-1243
-823
-457
-997
-816
-847
-388
-658
-1303
-778
-961
-310
-556
-1105
-808
-1423
-1031
-1087
-1386
-942
-1109
-934
-1396
-747
-912
-968
-1139
-1338
-282
-503
-815
-243
-954
-358
-828
-556
-1303
-34
-201
-421
-309
-1432
-614
-1100
-524
-1106
-380
-1005
-273
-603
-701
-584
-229
-1202
-1153
-758
-156
-795
-1283
-1185

261
318
257
318
260
192
253
310
288
92

304
50

131
62

55

275
225
193
267
194
250
157
253
299
252
327
54

149
310
270
279
149
209
273
312
307
181
182
135
368
257
211
118
287
227
168
187
231
133
110
239
244
59

55

218
246
155
136
290
242
97

291
136
110
174
218
165
265
164
126
331
261
198
250
270
121
184
185
253
219
116
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A lista completa de dados encontra-se disponivel por pedido a phmatos@fc.ul.pt
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Anexo V

Gene Name

B-cell CLL/lymphoma 3

Bloom syndrome, RecQ helicase-like

Fanconi anemia, complementation group L

H2A histone family, member X

KIN, antigenic determinant of recA protein homolog (mouse)
NEDDS activating enzyme E1 subunit 1
0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

RAD17 homolog (S. pombe)

RAD23 homolog B (S. cerevisiae)

RAD51-like 1 (S. cerevisiae)

RADS54 homolog B (S. cerevisiae)

SP100 nuclear antigen

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
adenomatous polyposis coli

alkB, alkylation repair homolog 1 (E. coli)

cell death-inducing DFFA-like effector a

cell death-inducing DFFA-like effector b

cell division cycle 2, G1to Sand G2 to M

centrosomal protein 164kDa

cholinergic receptor, nicotinic, alpha 4

chromosome 1 open reading frame 124

chromosome 9 open reading frame 80

denticleless homolog (Drosophila)

establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8
flap structure-specific endonuclease 1

homeodomain interacting protein kinase 1

ligase I1l, DNA, ATP-dependent

malignant T cell amplified sequence 1

mediator of DNA-damage checkpoint 1

mitochondrial ribosomal protein S26

mitochondrial ribosomal protein S35

mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli)
mutS homolog 4 (E. coli)

nei endonuclease VIlI-like 3 (E. coli)

non-SMC element 1 homolog (S. cerevisiae)

non-SMC element 2, MMS21 homolog (S. cerevisiae)
oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 2A
pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 4

polymerase (DNA directed) iota

polymerase (DNA directed), delta 1, catalytic subunit 125kDa
polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit
polymerase (DNA-directed), delta 4

post-GPI attachment to proteins 2

replication factor C (activator 1) 1, 145kDa

similar to G/T mismatch-specific thymine DNA glycosylase; thymine-DNA glycosylase
structural maintenance of chromosomes 3

tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog)

Species

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens



Anexo VI

Composicao das solucdes utilizadas na lise de células
= Laemmli Sample Buffer 5x

250 mM Tris-HCI, pH 6,8

25% Glicerol (v/v)

10% SDS (w/v)

325 mM DTT (w/v)

1,25 mg Azul de Bromofenol (w/v)
ddH,0

=  Tampao de lise NP-40

50 mM Tris-HCI pH 7,5

100 mM NacCl

2 mM MgCI2

10% Glicerol (v/v)

1% Nonidet P-40 (NP-40) (v/v)

ddH.0O

1x Cocktail de Inibidores de Proteases (Sigma®)

Composicao dos geis de poliacrilamida
= Running —10%

2,45 ml H.0

1,25 ml Lower Buffer

1,25 ml Solucéo Bis-Acrilamida 40%, 1:37,5
50 ul SDS 10%

50 pl Persulfato de amonio (APS) 10%

2,5 ul TEMED

= Stacking — 4%

1,5 ml H.O

0,25 ml Upper Buffer

0,20 ml Solucéo Bis-Acrilamida 40%, 1:37,5
20 ul SDS 10%

40 ul APS 10%

2 ul TEMED

= Lower Buffer (1L) (1,5M Tris-HCI, pH 8,8)

181,71 g Tris



- ~30ml HCI 37%

= Upper Buffer (1L) (0,5M Tris-HCI, pH 6,8)
- 60,6 g Tris
- ~40ml HCI 37%

Composicédo dos tampoes utilizados em SDS-PAGE, Western blot e

ECL
= Tampdo SDS-PAGE 10x (1 L) (630 mM Tris, 4,8 M Glicina, 87 mM SDS)
- 30,49 Tris
- 144 g Glicina
- 10gSDS

=  Tampéao SDS-PAGE 1x (1L)
- 100 ml Tampéo SDS-PAGE 10X
- 900 ml H,O

=  Tampado de transferéncia 25x (1 L) (248 mM Tris, 1,92 M Glicina)
- 1459 Tris
- 72,5gGlicina
- 9,3gSDS

= Tampao de transferéncia 1x (1L)
- 200 ml Metanol
- 40 ml Tampéo de transferéncia 25x
- 760 ml H:O

= Azul de Coomassie (1L)
- 2,59 Coomassie Brilliant Blue G
- 450 ml Metanol
- 100 ml Acido acético
- 450 ml H:0O

= Solucdo Destain (1L)
- 450 ml Metanol
- 100 ml Acido Acético
- 450 ml H,O

= TBS10x,pH76(1L)(1,25M Tris, 3,75 M NaCl)
- 60,49 Tris
- 87,6 g NaCl
- ~36mlHCI37%

= TBS 1x+ 0,05% Triton X-100— TBST (1L)

- 100 ml TBS 10x



- 500 ul Triton X-100
- 900 ml H.O

= ECL (para uma membrana)

- Solucdo 1:
- 980 uL Tampéo ECL
- 5L Acido Cumarico
- 15 pL Luminol

- Solucéo 2:
- 1ml Tampdo ECL
-1 HL H.0;

- Tampédo ECL
- 3 ml Tris-HCI pH 8,8
- 42 ml H20

Composicao dos tampdes utilizados em PCR e eletroforese

= Tampéo B 10x
- 500 mM KCI

- 100 mM Tris-HCI pH 9
- 15 mM MgCI2
- 0,1 % Gelatina (w/v)

= Tampédo B 1x
- 5ml Tampédo B (10x)
- 45ml ddH;0
- 100 pL de cada dNTP (100 mM)

= TBE10x,pH 8
- 890 mM Tris

- 890 mM Acido bérico
- 20mM EDTA

= TBE 1x(1L)
- 100 ml TBE 10x

- 900 ml H:0

Composicao das solugdes utilizadas no Ensaio do Cometa
= 1% Low Melting point agarose em PBS
- 05¢g
- 50 ml PBS

= Solucdo de Lise, pH 10 (1L) (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA.2H,0, 10 mM Tris-HCI,
10 M NaOH)
- 146,10 g NaCl
- 37,20 g Na2EDTA.2H,0
- 1,20 g Tris-HCI
- ~18 ml NaOH




=  Tampao de lise (100 ml) (preparado imediatamente antes de usar)

- 89 ml Solucéo de lise
- 10 ml DMSO
- 1 ml Triton X-100

=  Tampao de Neutralizacdo, pH 7,5 (1L) (0,4 M Tris, 4 M HCI)
- 48,50 g Tris
- 95 ml HCI

=  Tampao de Eletroforese, pH 13 (1L) (300 mM NaOH, 1mM Na2EDTA.2H,0)
- 12 g NaOH
- 0,37 g Na2EDTA.2H,0




