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Resumo

FbxI17 é uma das 69 proteinas do tipo F-box (Fbx) presente em humanos. Através do seu
dominio F-box de interagdo com SKPI, ela forma o complexo E3 ubiquitina-ligase
SCF(Fbx117) juntamente com Cullina 1 e Rbx1. Este complexo tem como fun¢ao ubiquitinar
seus substratos culminando em sua degradacdo via proteassoma ou modulacdo de fungao.
Além do dominio F-box, as Fbxls possuem o dominio LRR (Leucine Rich Repeat) de interacio
com substratos, garantindo especificidade ao complexo SCF(Fbxl17). Durante o
desenvolvimento do projeto METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer
International Consortium) foram encontrados truncamentos no gene FBXLI7 que
ocasionavam em mutag¢des no dominio LRR da Fbx117. Essas muta¢des foram encontradas
em 135 das 1992 amostras de pacientes. Adicionalmente, em um ensaio de CGH array
(Comparative Genomic Hybridization) realizado, dentre as 746 linhagens de células tumorais
analisadas, foi visto que o gene FBXL 17 apresentou quebra em 3 linhagens de cancer de mama
(BT-474, HCC38 e HCC1395) e em 1 linhagem de céncer esofagico/gastrico (OE-19). Essas
quebras génicas levaram a geracdo de proteinas Fbxl17 truncadas em seu dominio LRR.
Poucos substratos de Fbxl17 foram caracterizados, ndo explicando o seu papel no
desenvolvimento tumoral. Desta forma, este trabalho teve como principal objetivo a
identificacdo e validagdo de potenciais ligantes e substratos de Fbx117. Para tal, foi realizado
um ensaio de imunoprecipitagdo para purificacdo do complexo SCF(Fbxl17), o mutante
SCF(Fbx117-A3LRR) e a proteina Fbx117-AF-box de células HEK293T. Os purificados foram
submetidos ao ensaio de ubiquitinagdo in vifro em larga escala usando microarranjos de
proteinas e foram detectados 194 possiveis substratos positivos para SCF(Fbx117) excluidos
aqueles presentes em Fbxl17-AF-box e 92 alvos positivos somente para SCF(Fbx117)
subtraindo os positivos em SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box. Apo6s o enriquecimento
funcional usando os bancos de dados REACTOME e DAVID, observamos que a maioria
desses alvos possuem atuagdo na regulacdo do metabolismo de RNA, principalmente na via
de regulagdo do splicing. Inicialmente foi feito um ensaio para verificar se Fbxl17 atuava no
processo de splicing utilizando o minigene reporter de splicing E14 em células HEK293T e
MCF7. Os resultados, no entanto, ndo comprovaram o papel de Fbxl17 neste processo.
Posteriormente foi feita a validagdo da interacdo e ubiquitinacdo dos alvos diferencialmente
ubiquitinados nos Protoarrays pelo complexo SCF(Fbx117). Os dados obtidos indicaram que
DDBI1, SNRPB2 e¢ SRSF9 interagem com Fbx117. Dentre essas proteinas que interagem, os
dados de ubiquitinagdo em célula indicaram que DDBI1 ¢ ubiquitinada pelo complexo
SCF(Fbx117). Assim, este trabalho descreveu trés novos ligantes de FbxI17 e um novo
substrato. A caracterizacdo funcional e relagdo destes ligantes de Fbxl17 com o
desenvolvimento tumoral sera avaliada em trabalhos posteriores.

Palavras-chave: Ubiquitina¢do, SCF(Fbx117), cancer.



Abstract

FbxI17 is one of the 69 F-box (Fbx) proteins in humans capable of interaction with SKP1,
Cullin 1 and Rbx1 to form the E3 ubiquitin ligase complex SCF(Fbx117). The SCF(Fbx117)
complex is the major class of human E3 ubiquitin-ligases and acts ubiquitylating its substrates
leading them either to proteasome degradation or function modulation. The Fbxls proteins
have a F-box domain that interacts with SKP1 and a LRR domain (Leucine Rich Repeat
domain) for substrate interaction. This LRR domain gives specificity to the SCF(Fbxl117)
complex. In the METABRIC project (Molecular Taxonomy of Breast Cancer International
Consortium) mutations in FBXL17 were found leading to depletion in the LRR domain of
Fbx117 protein. Those mutations were identified in 135 out of 1992 patient’s samples.
Moreover, it was performed a CGH-array (Comparative Genomic Hybridization) of 746
cancer cell lines. As a result, they identified breaks in the FBXL17 gene in 3 cell lines of breast
cancer (BT-474, HCC38 and HCC1395) and in 1 cell line of esophageal/gastric cardia
adenocarcinoma (OE-19). Those breaks led to the generation of FbxI17 protein with LRR
domain truncation, among those mutants there is a protein entitled Fbxl17-A3LRR. Since
there are no study relating Fbx117 to tumorigenicity, we aimed to identify potential substrates
for FbxI17. It was performed an immunoprecipitation assay to purify SCF(Fbx117),
SCF(Fbx117-A3LRR) and Fbxl17-AF-box from HEK293T cells. The eluates were submitted
to a large-scale in vitro ubiquitination assay (Protoarray). We were able to identify 194
possible substrates positive for SCF(Fbx117) excluding the ones that were detected in the
Fbx117-AF-box slide, and 92 targets that were positive only for SCF(Fbx117) subtracting the
ones that were positive for SCF(Fbx117-A3LRR) and Fbxl17-AF-box. With those data, a
functional enrichment analysis was performed using REACTOME and DAVID databases.
The data showed most targets were related to RNA metabolism regulation
and several of them were associated to splicing processing. Therefore, a functional assay was
performed to evaluate whether Fbx117 plays role in pre-mRNA splicing. It was used a splicing
reporter minigene called E1A in two different cell lines (HEK293 and MCF7). Afterwards,
several targets were selected to go through substrate validation analysis. After performing
interaction and ubiquitylation assay in cell, it was observed that DDB1, SNRPB2, and SRS9
interact with Fbxl17. Moreover, among those binders our data indicate that DDBI is
ubiquitylated by SCF(Fbx117) in cells. Hence, this study identified three new binders to
Fbx117 and one novel substrate. The functional characterization and the relationship of those
binders to tumor development are going to be evaluated in subsequent study.

Key words: Ubiquitylation, SCF(Fbx117), cancer.
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1 Introducao
1.1 Sistema ubiquitina-proteassoma (SUP)

As modificagdes pds-traducionais (MPTs) sdo um tipo de mecanismo de regulagdo de
proteinas celulares crucial para uma grande variedade de fungdes biologicas. As MPTs sdo
capazes de controlar quase todos os processos fisioldgicos, incluindo sua duragdo e
intensidade, garantindo assim uma resposta celular rapida e dinamica frente & um estimulo
intracelular ou extracelular (Han et al., 2018). Diferentes tipos de MPTs sdo capazes de alterar
a carga, hidrofobicidade, conformacao e estabilidade das proteinas, o que afeta diretamente as
suas funcdes. As modificagcdes que ocorrem em proteinas incluem fosforilacao, glicosilagao,
nitrosilacdo, metilagdo, acetilacdo, lipidagdo e ubiquitinacao, dentre outras. A ubiquitinagéo ¢
um processo importante para o controle da homeostase de proteinas, controlando a fungao e
estabilidade das mesmas, uma vez que o sistema ubiquitina-proteassoma (SUP) € o principal

responsavel pela proteolise intracelular em organismos eucariotos (Cetin et al., 2021).

A ubiquitinagdo ¢ uma via conservada em eucariotos e essencial para a regulacdo do
ciclo celular. O mecanismo se baseia na ligacao covalente isopeptidica da ubiquitina, proteina
contendo 76 residuos de aminodcidos, ao grupo g-amino de lisinas presentes nas proteinas
alvo (Randles & Walters, 2018). Embora seja mais raro, também ha relatos de moléculas de
ubiquitina se ligando ao grupo hidroxil de residuos de serina e ao grupo tiol em residuos de
cisteina (Cadwell & Coscoy, 2006; McClellan et al., 2019; Ravid & Hochstrasser, 2007). Uma
ou varias ubiquitinas podem ser conjugadas ao substrato em processos denominados
monoubiquitinagdo ou multimonoubiquitinagdo, respectivamente. Além disso, as ubiquitinas
podem se conjugar uma a outra, formando uma cadeia de ubiquitinas durante o processo de

poliubiquitinagao.

A ubiquitinacdo é um processo reversivel e finamente regulado, que requer
normalmente trés etapas cataliticas. Inicialmente a ubiquitina ¢ ativada em uma reagdo de
hidrdlise de ATP catalisada pela enzima ativadora de ubiquitina (E1). Essa reagdo ira propiciar
a geracdo de uma ligacdo tioéster entre o residuo de cisteina presente no sitio ativo da enzima
El com a regido C-terminal da ubiquitina. Em seguida, a ubiquitina ¢ transferida para o
residuo de cisteina situado no sitio ativo da enzima carreadora de ubiquitina (E2) que
finalmente se liga a enzima E3 ubiquitina-ligase e transfere a ubiquitina diretamente para o
substrato ligado a E3, ou para a enzima E3 que posteriormente transfere a ubiquitina ao
substrato (Figura 1). A forma como essa transferéncia ird ocorrer depende diretamente do
tipo de complexo que a interacdo E2-E3 ira formar. Como exemplo, em reagoes onde ha a
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participagdo de E3 ubiquitina-ligases contendo o dominio RING (Really Interesting New
Gene), o complexo exercerd a funcdo de scaffold, orientando a transferéncia da ubiquitina
ligada a enzima E2 diretamente para o substrato que serd apresentado pelo complexo E3
(Figura 1). Por outro lado, os complexos E3 pertencentes a familia contendo o dominio HECT
(Homologous to E6AP C-Terminus) sdo capazes de formar uma ligacdo tioéster com a
ubiquitina para entdo permitir a transferéncia da mesma para o seu alvo (Randles & Walters,
2018). Também ja foi observado que algumas E3 ligases pertencentes a familia RBR (RING-
in between-RING) sdo capazes de agir como hibridos RING/HECT por meio da formagdo da
ligacdo tioéster com a ubiquitina em um residuo conservado de cisteina no dominio RING
precedendo a transferéncia da ubiquitina ao substrato (Wenzel et al., 2011). Uma vez
ubiquitinado, o substrato podera seguir trés caminhos distintos: 1) ser encaminhado para
degradagdo via proteassoma; 2) ter sua fun¢do modulada mediante ao tipo de cadeia de
ubiquitina adicionada; 3) por ser um processo reversivel, o substrato também pode ter a
molécula de ubiquitina removida por a¢do de enzimas deubiquitinases (DUBs) (Figura 1).
Para uma visdao mais detalhada do sistema ubiquitina-proteassoma e as fun¢des de E3 ligases
em doengas humanas, referenciamos o capitulo que publicamos (dos Passos et al., 2022) no
livro Proteolytic signaling in health and disease, recentemente publicado pela editora Elsevier
(Capitulo 2 — Ubiquitin ligases: Proteolytic signaling, protein turnover, and disease; em

ANEXO.
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Figura 1. Representacdo do sistema ubiquitina-proteassoma. A ubiquitina ¢ ativada pelo
complexo E1 (UEA), posteriormente, a ubiquitina ¢ carreada pelo complexo E2 até o
complexo E3, que por sua vez estara ligada ao alvo a ser ubiquitinado. No complexo E3 ocorre
a transferéncia da ubiquitina para o substrato que serd direcionado para degradagdo via
proteassoma ou ter a sua funcdo modulada, dependendo do tipo de cadeia de ubiquitina
adicionada ao mesmo. O substrato também pode ser alvo das deubiquitinases (DUBs), que
irdo remover o sinal promovido pela(s) molécula(s) de ubiquitina. Imagem adaptada de
(Bedford et al., 2011).

A ubiquitina possui sete residuos de lisinas internas em sua estrutura (K6, K11, K27,
K29, K33, K48 e K63) que podem ser usadas para ligagdo com outras moléculas de ubiquitina
no processo de poliubiquitinagdo (Komander, 2009). As cadeias de poliubiquitina atuam como
sinal multifuncional por formarem diferentes estruturas tridimensionais que serdo
reconhecidas por proteinas efetoras distintas (French et al., 2021). As cadeias do tipo K48 que
adquirem uma conformacéo estrutural pseudo-tetragonal, onde ha contato de superficie entre
cada molécula de ubiquitina, sinalizam para degradacdo do substrato via proteassoma. Por
outro lado, as cadeias do tipo K63 possuem uma estrutura linear e atuam modulando a fungéo
do substrato sem direciond-lo para degradacao via proteassoma (Komander, 2009; Komander

et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura tridimensional das cadeias de ubiquitina do tipo K48 (A) e do tipo K63
(B). Imagem adaptada de (Komander et al., 2009).

1.2 O complexo E3 ubiquitina-ligase do tipo SCF

A maior e mais bem estudada classe de E3 ubiquitina-ligases em eucariotos sdo as do
tipo RING finger, sendo a familia composta pelo complexo SCF a mais bem caracterizada
(Jackson & Eldridge, 2002). O complexo SCF ¢ constituido por SKP1, Cullina 1, Rbx1 e uma
proteina do tipo F-box (FBP). As FBPs além de possuirem o dominio F-box para interagado
com SKPI1, também possuem o dominio de interacdo com o substrato, conferindo assim
especificidade ao complexo SCF (Figura 3A). A classificacdo de proteinas F-box se baseia
em seu dominio de interacdo com o substrato (Figura 3B). Portanto, as proteinas que possuem
o dominio WD, rico em residuos de triptofano e acido aspartico, sdo denominadas FBXW,
grupo que compreende 10 proteinas; ja as FBXL possuem o dominio LRR (Leucin Rich
Repeat) abrangendo 22 proteinas distintas, e finalmente, as FBXO agrupam as proteinas que
possuem Qutros dominios, incluindo Leucine Zipper, Ring Finger, PRP (Proline Rich
Repeat), dentre outros, contabilizando um total de 37 proteinas (Cenciarelli et al., 1999;

Winston et al., 1999).
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Figura 3. A) Modelo esquematico do complexo SCF. O complexo ¢é constituido por SKP1,
Cullinl, Rbx1 e pela proteina do tipo F-box, tendo os seus dominios caracteristicos destacados
na imagem. B) O complexo SCF atuando em conjunto com os complexos E1 e E2 propiciam
a ubiquitinagdo de proteinas alvo. As proteinas do tipo F-box irdo interagir com a SKP1 no
dominio N-terminal para promover a montagem do complexo, possuindo também o dominio
de interacdo com o substrato na regido C-terminal. Cada proteina F-box se agrupa em uma
das trés classes, FBXW, FBXL ¢ FBXO, com base no seu dominio de interagdo com o
substrato. Figura adaptada de (Yumimoto et al., 2020).

Os complexos do tipo SCF sdo importantes para processos celulares dindmicos
degradando proteinas chave de regulagdo, geralmente apds serem fosforiladas em epitopos
especificos denominados degrons (Deshaies, 1999). O complexo SCF modula a transi¢cdo de
fases do ciclo celular por meio da ubiquitinagdo e posterior degradagdo via proteassoma de
seus reguladores, incluindo inibidores de kinase dependente de ciclinas, fatores de transcrigao

de DNA e ciclinas da fase G1 (Kipreos & Pagano, 2000).

As FBPs podem atuar como oncogene promovendo a degradagdo de supressores
tumorais, ou como supressor tumoral levando a degradacdo de oncoproteinas. A proteina
FBXL1, também conhecida como SKP2, ¢ um exemplo de uma FBP oncogénica por promover
a entrada da fase S do ciclo celular através da ubiquitinacdo e posterior degradagdo de p27,
proteina inibidora de CDK (Cyclin-dependant kinase) (Skaar et al., 2013). Foi verificado que
a superexpressao de SKP2 esta associada ao prognostico desfavoravel em diversos tipos de
cancer, porque em grande parte dos tumores, p27 encontra-se inativada pois ¢ encaminhado

para degradacdo via proteassoma por SKP2 (Frescas & Pagano, 2008). Embora SKP2 atue de
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forma majoritaria na regulagdo de p27, essa proteina também ¢é capaz de marcar outros
substratos anti-proliferativos como p21 e p57, contribuindo ainda mais para a sua fung¢ao como

oncoproteina (Skaar et al., 2013).

A Fbxw7, por sua vez, foi identificada como supressor tumoral pois a perda de funcao
dessa proteina decorrente de mutagdoes em FBXW7 foi observada em uma variedade de cancer
(Welcker & Clurman, 2008). Mutagdoes em FBXW?7 foram detectadas com maior frequéncia
em leucemia linfoblastica aguda de células T, mas também foi observada em tumores solidos,
como em cancer de intestino, cancer de mama e cancer 6sseo (Skaar et al., 2013). Os substratos
caracterizados de Fbxw7, incluindo MYC, JUN, cyclin E e Notch, propiciam a proliferacao e
tumorigénese quando atuam em conjunto com outros tipos de mutagdes (Skaar et al., 2013;
Welcker & Clurman, 2008). Foi verificado também que a delecdo de FBXW7 ocasiona em
perda prematura de células tronco hematopoiéticas pela promocdo da entrada do ciclo celular
e apoptose mediada por p53 (Crusio et al., 2010). Adicionalmente, a perda de fungdo de
Fbxw7 contribui para a resisténcia a certos tipos de drogas quiomioterapicas (Skaar et al.,

2013).

Proteinas do tipo F-box podem regular diferentes tipos de substratos, incluindo aqueles
com fungodes biologicas opostas. Assim, uma mesma FBP pode atuar tanto como oncoproteina
como supressor tumoral, dependendo do substrato regulado, compartimento e tipo celular.
BTrCP (Fbxwl) ¢ um exemplo dessa dualidade funcional por ser capaz de mediar a
degradacao de substratos que promovem a proliferacdo celular na fase G1, e por sua atuagdo
na regulagdo positiva e negativa que controlam o tempo e a progressao do processo mitdtico
(Skaar et al., 2013). Tanto BTrCP1 como BTrCP2 encontram-se superexpressas em certos
tipos de cancer, corroborando assim para o seu papel como proteinas oncogénicas pela
degradagdo de proteinas que atuam como supressores tumorais como DEPTOR (DEP domain
containing mTOR interacting protein) e 1B (Inhibitor of nuclear factor kappa B) (Bi et al.,
2021; Cui et al., 2020; Fuchs et al., 2004). DEPTOR ¢ uma proteina que desempenha fungao
na inibi¢do de mTOR, e quando ubiquitinada, DEPTOR ¢ degradada via proteassoma o que
propicia a ativacdo de AKT, levando a proliferacdo celular acelerada (Gao et al., 2012; Zhao
et al., 2011). A ubiquitinagdo e consequente degradagdo de IxB, regulador negativo da via
NF-xB, por sua vez, leva a ativacdo dessa via que encontra-se associada ao processo de
tumorigénese (Karin & Greten, 2005). Por outro lado, BTrCP também exerce funcdo de
supressor tumoral por mediar a degradag@o de B-catenina, proteina crucial para a sinalizagdo

da via Wnt. A ativagdo constitutiva dessa via supostamente ¢ um evento inicial em cancer
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colorretal, uma vez que a ativagdo na maioria das vezes ocorre como resultado de mutacdes
em APC (Adenomatous polyposis coli gene), e consequentemente, na inibi¢ao da fosforilacdo

dependente de GSK-3f da B-catenina (Yumimoto et al., 2020).

1.3 A proteina FbxI17

A familia de proteinas do tipo FBXL € a maior familia dentre as FBPs que possuem
um dominio comum de intera¢do com o substrato, apresentando um nimero variado de LRR
na regido C-terminal de sua estrutura (Figura 4). O dominio LRR contém cerca de 20 a 29
residuos de aminoacidos contendo aproximadamente 11 ou 12 residuos com sequéncia
consenso [LxxLxLxxNxL ou LxxLxLxxNxxL, sendo “x” a representacdo de qualquer
aminoacido, “L” representando um residuo de leucina, isoleucina, valina ou fenilalanina
(aminoacidos com cadeia lateral hidrofobica) e “N” sendo um residuo de asparagina, cisteina,

treonina ou serina (aminoacidos apresentando cadeia lateral polar ndo carregada)] (Mason &

Laman, 2020).
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Figura 4. Membros da familia FBXL. Desenho esquematico de proteinas do tipo FBXL
apresentando dominio F-box (azul) e dominio LRR (amarelo). Imagem adaptada de (Mason
& Laman, 2020).
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Embora a proteina Fbxll7 seja pobremente estudada, trabalhos anteriores
relacionaram-na ao processo de regulagcdo de estresse oxidativo via NFR2, tendo a proteina
BACHI (Transcirption Regulator Protein BACHI) como substrato caracterizado (Tan et al.,
2013). BACHI1 atua como repressor transcricional de genes de resposta ao estresse oxidativo,
como HMOXI (Heme oxygenase 1), exercendo papel central no controle da via Nrf2.
Recentemente, foi demonstrado que BACHI1 est4 associada a metastase 6ssea no cancer de
mama por meio da regulagdo dos genes CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) e MMP1
(Matrix Metallopeptidase 1) (Davudian et al., 2016).

Fbx117 também ¢ capaz de interagir, porém sem promover a ubiquitinacdo, com as
proteinas ZNF238 (Zinc Finger and BTB domain-containing protein 18), KLHL25 (Kelch-
like protein 25) e ZBTBI10 (Zinc Finge and BTB domain-containing protein 10) (Tan et al.,
2013). Em 2016, foi demonstrado que mutagdes em FBXLI7 estdo associadas ao
desenvolvimento tumoral. A Fbxl17 atua na regulagdo da via Hh (Hedgehog), essencial no
controle de proliferacdo e padronizacdo celular durante a embriogénese, promovendo a
ubiquitinagdo de Sufu (Suppressor of fused), que por sua vez, desempenha papel chave na
sinalizacdo da via Hh (Hedgehog) (Figura 5). Sufu atua como supressor tumoral através da
inibi¢do dos fatores de transcrigdo de Gli (Glioma-associated oncogene homolog). A
ubiquitinagdo de Sufu mediada por SCF(Fbxl17) para degradacao via proteassoma, possibilita
a liberacdo de Glil normalizando os sinais de transdu¢ao de Hh (Figura 5). Havendo reducao
dos niveis de Fbxl17 acarreta no comprometimento dos sinais de Hh, que esta diretamente
associado a proliferacdo de células tumorais e crescimento de meduloblastoma (Raducu et al.,

2016).
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Figura 5. Modelo esquematico da ubiquitinagdo de Sufu por SCF(Fbx117) regulando a
sinalizacdo de Hh e crescimento de meduloblastoma. Imagem adaptada de (Raducu et al.,
2016).

O complexo SCF(Fbxl17) é capaz de interagir seletivamente e ubiquitinar dimeros
BTB pertencentes a proteinas e peptideos aberrantes, promovendo assim um controle de
qualidade. Existem aproximadamente 200 proteinas funcionais contendo o dominio BTB;
como exemplo, os reguladores transcricionais BCL6 (B-Cell Lymphoma 6) e BACHI1 ou
subunidades de outros complexos E3 ubiquitina-ligase KLHL3 (Kelch Like Family Member
3) e KEAPI (Kelch Like ECH Associated Protein 1) (Mena et al., 2018). Esses ultimos sao
reguladores de transcri¢do e subunidades pertencentes a E3 ubiquitina-ligases, ¢ quando
apresentam atividade aberrante propicia o desenvolvimento de inimeras doengas, incluindo
hipertensao, cancer e doencas neurodegenerativas (Ci et al., 2008; Geyer et al., 2003; Mena

et al., 2018; Pintard et al., 2003).
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Nosso grupo de pesquisa juntamente com o grupo da Dra. Heike Laman (Department
of Pathology/University of Cambridge/UK) demonstrou que a regido gendmica que codifica
para o dominio LRR em FBXL17 apresenta mutagdes frequentes em cancer epitelial (Mason
et al.,, 2019). Dentre as 1992 amostras analisadas pelo projeto METABRIC (Molecular
Taxonomy of Breast Cancer International Consortium), 135 apresentaram pelo menos uma
quebra em FBXL17, o que consiste em cerca de 7% das amostras totais. A quebra foi avaliada
por meio da técnica de CGH-array (Comparative Genomic Hybridization), um procedimento
capaz de identificar alteracdes cromossomicas desbalanceadas (Figura 6). A maior parte das
quebras gendmicas, havendo ganho ou perda no nimero de copias, ocorreram na regido 3’ do
gene da FBXL17. O dominio LRR da Fbxl117 ¢é codificado pela regido do éxon 3’ em diante,
consequentemente, os rearranjos observados possivelmente afetam a interagdo com alguns de

seus substratos (Mason et al., 2019).
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Figura 6. Mutagdes no gene FBXL17. A) Quebras em 135 das 1992 amostras de tumores de
mama detectadas pela técnica de CGH-array tendo cada linha horizontal representando um
tumor. As quebras sdo representadas por esquema de cores; azul: perda no numero de copias;
branco: sem alterag¢@o; vermelho: ganho no numero de copias. B) Exon da Fbx117 obtido pelo
Ensembl transcript ENST00000542267.5 (Refseq NM_001163315.2, NP_001156787.2).
Triangulos indicam breakpoints no gene da Fbx117 em linhagens celulares (com o nome da
linhagem destacado) ou em tumores primarios de cancer de mama (ndo destacado).
Asteriscos indicam fusdo conhecida. Imagem adaptada de (Mason et al., 2019).

Outro dado interessante observado pela técnica de CGH-array foram as quebras em
FBXL17 em quatro linhagens de células de origem tumoral, sendo trés referentes a linhagens
celulares de carcinoma em mama (BT-474, HCC38 ¢ HCC1395) e uma de adenocarcinoma
esofagico/gastrico (OE-19). Essas quebras foram verificadas pela técnica de FISH
(Fluorescence in Situ Hybridization) (Figura 7). Na linhagem celular BT-474, uma das trés

copias de FBXL 17 apresentou quebra na regido 3’ do gene, ja em HCC38 e em OE-19 foram

31



observadas a presenca de uma copia extra na regido 5°. Adicionalmente, foi visto por meio de
CGH-array e por sequenciamento que em HCC1395 ha uma dele¢do homozigdtica interna
em FBXLI7 propiciando o truncamento de Fbxl17 proximo a sua regido N-terminal,
codificando assim uma proteina mutante faltando aproximadamente trés LRRs em sua

sequéncia, denominada como FbxI17-A3LRR (Mason et al., 2019).

A)
FbxI17 (A10LRR 324aa 356aa 384aa
N-terminus F-box | L
FbxI17 |nF-b0xE £324-356aa ,Diaa
951 HCC38 HCC1395
B)

¥

Figura 7. Truncamento no dominio LRR do gene FBXL17 em linhagens de células tumorais
de mama (HCC1395 e HCC38) e esofagico/gastrico (OE-19). A) Localizacdo de truncamentos
na proteina Fbx117 em células tumorais. B) Valida¢ao pelo método de FISH (Fluorescence in
situ hybridization) dos truncamentos encontrados no gene F'BXL17 utilizando sonda verde na
regido 5’ do gene, ou vermelha na regido 3’ do gene. Em azul temos a representagdo de 5 e a
seta vermelha o cromossomo 5 com truncamentos em FBXLI/7. Em branco temos a
representacdo de FBXL 17 integro. Imagem adaptada de (Mason et al., 2019).

Sendo assim, a sugestdo da importancia do papel da Fbxl17 no desenvolvimento
tumoral surgiu quando foram identificadas modificagcdes no gene FBXLI17 em uma grande

diversidade de células tumorais descritas (Tabela 1).
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Tabela 1. Rearranjos gendomicos ¢ mutagdes em FBXIL.17 (Baca et al., 2013; Bignell et al.,
2010; Curtis et al., 2012; Robinson et al., 2011; Stephens et al., 2009).

Mutation Genes Cancer Study Comment Reference
Survey

2 array-CGH, . Curtis et al.
breaks FBXL17 breast 1992 T breaks in 7% cases (2012)

Individual cases
intron 2 to intron 3 Yang et al.

inversion FBX117 breast asT (0.6 kb) (2013)
breast, HCC1395 WGS, intron & to intron 8 Stephens et
deletion  FEXL1Z cell line 9C+15T (173 kb) al. (2009)
WTS, exon 1 of FBXL17 =
fusion FBPE} breast, lHCC38 cel 49C + 40 fused to exon 2 of R(Jlblﬁr]%}{lft
ine + PIAZ al. (2 )
. breast, BT474 cell ~ break in intron &, Bignell et al
ksl FONs> line il extra copy 3" end (2010)
exon 2 of PAIPZ
PAIP2- oesophageal WGS, Dulak et al.
fusion  exi17  adenocarcinoma 16 T{qpy) TmedBexnd o (2013)
FBXL17
exon 7 of FBXLI7
; FBXL17- oespphageal WGS, Dulak et al.
fusion HPSEZ adenocarcinoma 16T (49x) fused Epggn 4of (2013)
. oesophageal WGS, within intron 7 (1.3 Dulak et al.
deletion  FBXLI7  4eqpcardnoma 16T (49 x) kb) (2013)
break about intron ;
oesophageal - i Bignell et al
break FBXL17 cardn "OE1S Array-CGH 7, Ext_:_lsopy 5 (2010)
unpredict WGS, 5 junctions in Baca et al.
able FaNLLe prEmats 57T (61 x) intron 6 (2013)
unpredict WGS, 3 junctions In Baca et al.
able FBxL17 prostate 57 T(61x) introns 1, 6 and 4 {2013)

Legenda: (C) nimero de linhagens celulares; (T) amostras de tumor; WTS (whole
transcriptome sequencing), WGS (whole genome seguencing); entre parénteses o nimero
de vezes reportado; unpredictable- miltiplos rearranjos.

Uma vez que o dominio LRR das proteinas Fbxl sdo os responsaveis por garantir
especificidade ao complexo SCF(Fbxl17), mutacdes nessa regido impactardo diretamente na
interacdo da Fbxl com seus substratos, gerando um desequilibrio na ubiquitinagdo e posterior
degradagdo ou modulagdo de funcdes desses alvos. A Fbxl17 foi relacionada ao
desenvolvimento tumoral em um estudo que demonstra a proteina Sufu como substrato
candnico do complexo SCF(Fbx117) (Raducu et al., 2016). E foi observada a presenga de
mutagdes em Fbxl17 nas amostras de pacientes com cancer de mama e esofagico gastrico.
Assim, esperamos que a presenga de truncamentos no dominio LRR de Fbxl17 cause impacto
na interagdo e ubiquitinagdo de seus substratos, ocasionando um actimulo e/ ou

comprometendo suas fungdes, favorecendo a etiologia de diversas doengas.

No trabalho que desenvolvemos em colaboracdo com o grupo da Dra. Heike Laman,
foi possivel constatar que mutacdes no dominio LRR de Fbx117 reduzem a estabilidade dos

complexos SCF(Fbx117) mutantes. Observamos uma baixa recuperagdo da proteina Rbx1 na
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amostra purificada onde houve co-transfec¢do com a construgdo mutante, o que por

conseguinte levou a formagdo de um complexo instavel (Figura 8).

SKP1-HA, Cull, Rbx1-Myc o
2xFLAG-Fbul17 + =
2xFAG- Fhul17-ALRR - #

2l Fbxl17 WT
1B:anti-FLAG | 72{" B | oo A3iRR

IP: anti-FLAG 424

18: anti-HA | 261 . fskp1

I1B: anti-Myc | 174

IB: anti-H | 26 - (5KP1

1B: anti-Myc | 174

Imprt

Figura 8. Imunoprecipitacdo dos complexos SCF(Fbx117) e SCF(Fbx117-A3LRR). Células
HEK293T foram transfectadas com os plasmideos indicados e seus lisados foram
imunoprecipitados com resina agarose anti-FLAG. Os eluidos com o peptideo FLAG foram

resolvidos em SDS-PAGE e revelados com os anticorpos destacados. Imagem adaptada de
(Mason et al., 2019).

1.4 Identificacio de substratos de proteinas F-box

Como mencionado anteriormente, a ubiquitina¢do ¢ um processo fundamental para a
manutengdo da homeostase celular. Uma vez ubiquitinado, o substrato pode ser direcionado
para degradacdo via proteassoma, como também, pode ter sua funcdo modulada, impactando
interagdes proteina-proteina e localizagdo celular. Portanto, a ocorréncia de falhas no processo
de ubiquitina¢do possui potencial para desencadear o surgimento de patologias causadas a
nivel proteico, incluindo fibrose cistica, doengas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, cancer, dentre outras (Loch et al., 2011). Como mutagdes em E3
ubiquitina-ligases possuem potencial para ocasionar o desenvolvimento e progressao de varias
doengas, a identificacdo de substratos de E3 ubiquitina-ligases especificas se tornou uma

ferramenta fundamental na buscar de novas terapias.

O processo de identificagdo de substratos de E3 ubiquitina-ligases, no entanto, ¢ um

processo arduo e desafiador. A presenca de interacdes transientes entre E3 ligases com seus
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substratos, dificulta o uso de técnicas convencionais como ensaios baseados em
imunoprecipitacdes (IPs), fundamentado na interacdo proteina-proteina apos lise celular,
sendo incapazes de detectar alguns tipos de substratos (Rayner et al., 2019). Por se tratar de
um processo reversivel, a atividade de deubiquitinases (DUBs) agregam uma dificuldade
adicional ao processo de identificagdo de substratos, bem como o fato de que um substrato
pode ser ubiquitinado por mais de um tipo de E3 ligase, redundancia que faz com que seja
necessario a validacdo de pares substrato/E3 ligases especificos (Clague et al., 2013;
Morishima et al., 2008). Portanto, estima-se que apenas cerca de 15% das proteinas
ubiquitinadas foram caracterizadas como substratos de E3 ligases especificas (Rayner et al.,

2019).

Diversos métodos baseados na interacao proteina-proteina surgiram para auxiliar na
identificacdo de substratos de E3 ubiquitina-ligases. Dentre eles, o sistema de duplo hibrido
(Yeast two-hybrid — Y2H) pode ser empregado para identificacdo de interagdo proteina-
proteina in vivo usando leveduras como Saccharomyces cerevisiae. Esse método se baseia na
reconstituicdo de um fator transcricional, o Gal4 como exemplo, que apresentara seus
dominios de ligacdo ao DNA e de ativacdo de transcrigdo fisicamente separados. Estes
dominios sdo clonados separadamente em fusdo com proteinas de interesse, havendo a
formagao de dois hibridos e a interac@o entre essas proteinas propicia a restitui¢cdo do fator de
transcri¢do, permitindo assim a transcrigdo do gene reporter de escolha (Iconomou &

Saunders, 2016).

Os métodos abalizados em andlises protedmicas foram um grande avango para a
identificacdo de ligantes e substratos de E3 ligases, dentre esses, a purificacdo por afinidade
acoplado a espectrometria de massas ¢ largamente empregada para identificacdo de ligantes
do complexo (Rayner et al., 2019). Outra técnica utilizada para a identificagdo de substratos
¢ o ensaio de ubiquitinacdo in vitro acoplado a uma biblioteca de phage display, método
bastante 1til no estudo de interago proteina-proteina, proteina-peptideo e proteina-DNA. Essa
técnica faz uso de bacteri6fagos lisogénicos e filamentosos que apresentam em sua superficie

polipeptideos (Bazan et al., 2012; Guo et al., 2013).

Por fim, os microarranjos de proteinas em ensaios para identificagdo de substrato do
complexo SCF ja se mostrou eficiente em estudos anteriores. O processo se baseia em um
protocolo de ubiquitinacdo in vitro em larga escala usando como fonte de substratos os

microarranjos de proteinas que possuem aproximadamente 9.500 proteinas humanas nativas
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imobilizadas em duplicata em cada slide. Essa metodologia foi empregada para a identificagdo
de novos substratos do complexo SCF(Fbxo7), onde um total de 338 alvos foram identificados
como possiveis substratos do complexo. Dentre esses alvos, Gsk3p (Glycogen synthase
kinase 3f), proteina capaz de fosforilar a-sinucleina, ¢ Tomm?20 (Translocase of Outer
Mitochondrial Membrane 20), uma translocase mitocondrial, foram validadas como substrato
do complexo SCF(Fbxo7) (Teixeira et al., 2016). Essa descoberta demonstrou que
SCF(Fbxo7) € capaz de ubiquitinar duas proteinas que estdo associadas ao processo patoldgico
da doenga de Parkinson. A mesma técnica foi utilizada para a identificacdo de substratos do
complexo SCF(Fbx025), onde ELK1 (ETS domain containing protein ELK-1), foi identificada
¢ validada como substrato canénico do complexo, mostrando assim que Fbxo25 age como
regulador negativo da via de sinalizacgido MAPK através da ubiquitinacdo e posterior

degradacgdo de ELK1 (Teixeira et al., 2017).

Técnicas de ubiquitinacdo in vifro em larga escala usando microarranjos de proteinas
fornece uma lista de possiveis substratos que requerem validagdes. Isso possibilita com que
haja a investigagdes do envolvimento das E3 ligases modulando vias de sinalizagdo através
da ubiquitinacdo de seus substratos especificos, abrindo assim novas perspectivas para o

envolvimento de E3 ligases na etiologia de doencgas humanas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Identificar substratos e ligantes de Fbx117 utilizando microarranjos de proteinas;

2.2 Objetivos especificos
e Expressar e purificar os complexos SCF(Fbx117) e SCF(FbxI17-A3LRR) e da proteina
mutante Fbx117-AF-box em células HEK293T;

e Realizar ensaios de ubiquitinagdo in vitro para verificagao da atividade dos complexos

purificados;

e Realizar ensaios de ubiquitinagdo in vitro utilizando microarranjos de proteina como fonte

de substratos;

e Identificar substratos diferencialmente ubiquitinados pelo complexo SCF(Fbx117) através

de analises in silico;

e Realizar o enriquecimento funcional dos alvos obtidos com base em sua via bioldgica de

atuacao e localizacdo celular;

e Validar a interacdo entre os alvos selecionados ¢ a proteina Fbx117.
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3 Material e métodos

Lista de plasmideos

3.1

peGFP-N1 — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;
pcDNA3.1-Myc-Rbx1 — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Marcelo D. Gomes;
pcDNA3-Cullinl — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Marcelo D. Gomes;
pcDNA3-DDBI1-FLAG — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Svetlana Khoronen-
kova;

pcDNA3-FLAG-Fbx117 — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;
pcDNA3-FLAG-Fbx117-A3LRR — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike La-
man;

pcDNA3-FLAG-Fbxl17-AF-box — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike La-
man;

pcDNA3-HA — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;
pcDNA3-HA-SKP1 — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Marcelo D. Gomes;
pcDNA3-SUFU-HA — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Vincenzo D’ Angiolella;
pcDNA3-Ubiquitina-HA — Gentilmente doado pela Profa. Dra. Heike Laman;
pDNR-LIB-RAD51AP1- Adquirido comercialmente (Horizon, #MHS6278-
202840143);

pCMV6-Entry-LSM4-Myc — Adquirido comercialmente (Origene, #RC201769);
pCMV-SPORT6 -SIP1— Adquirido comercialmente (Horizon, #MHS1010-
202737370);

pCMV-SPORT6 -SNRPB2 — Adquirido comercialmente (Horizon, #MHS6278-
202758864);

pCMV-Ubiquitina-Myc — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Marcelo D. Gomes;
pEGFP-C1-SRSF9 — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Gustavo Bressan;
pCMV-SPORT6 -HMCES- Adquirido comercialmente (Horizone, #MHS6278-
202759729);

pMT-E1A — Gentilmente doado pelo Prof. Dr. Gustavo Bressan;

Cultura de células

Para os ensaios descritos abaixo foram utilizadas trés linhagens celulares distintas, in-

cluindo HEK293T (Human embryonic kidney 293T cells), U20S (Human bone osteosarcoma
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epitelial cells) e MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7), sendo esta tltima uma linhagem
tumoral de cancer de mama. As células foram cultivadas em meio DMEM high glucose (Cor-
ning) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), penicilina (60 pg/mL), streptomi-
cina (100 pg/mL) e L-glutamina (0,292 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific) e incubadas a 37
°C sob atmosfera tmida com 5% de CO2. Para passagens celulares, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1X (Phosphate buffered saline, HyClone) e soltas da placa de Petri (100x20

mm, Corning) coma auxilio de tripsina (7rypLe Express, Thermo Fisher Scientific).

3.2 Purificacdo dos complexos SCF(FbxlI17), SCF(Fbxl17-A3LRR) e a construcio
mutante Fbx117-AF-box

A purificacdo dos complexos foi feita em células HEK293T e quando o cultivo celular
atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80%, as cé¢lulas foram transfectadas usando uma
quantidade total de 15 pg de DNA plasmidial, sendo 6 pg de FLAG-Fbx117 ou FLAG-Fbx117-
A3LRR ou FLAG-Fbxl17-AF-box + 3 pg de Cullinl + 3 pg de HA-SKP1 + 3 pg de Myc-
Rbx1. O DNA foi diluido em 100 pL de meio DMEM incompleto e posteriormente, foram
adicionados a solucdo 45 pL do reagente de transfeccao PEI (Polietilenoimina, 1 mg/mL, pH
7,2), obedecendo a uma propor¢do de 1 pg de DNA : 3 pL de PEI para o protocolo de
transfec¢do em células HEK293T. Apos a adicdo de todos os componentes, a solugdo foi
agitada brandamente por 10 s, e mantida em repouso por 15 min a temperatura ambiente
(T.A.). Em seguida, foram adicionados o volume total da solucdo as placas e apos 5 h de
transfecgdo, o meio de cultivo foi trocado, para que houvesse a remogdo do PEI. A cultura foi
entdo mantida na incubadora por 48 h a 37 °C em atmosfera humida contendo 5% de CO..
Posteriormente, as células foram coletadas e lisadas por 30 min no gelo em tampao de lise
(Tris-HC1 50 mM pH 7,2; KCI 225 mM; NP40 1%) com adi¢do do coquetel de inibidores de
proteases (SIGMA FAST, Sigma Aldrich) juntamente com os inibidores de fosfatases NaF 5
mM (Sigma Aldrich) e Na3VO4 10 mM (Sigma Aldrich). Apds a lise, os extratos foram
centrifugados a 16.900 x g por 20 min a 4 °C para a obtencao dos sobrenadantes clarificados.
Os extratos proteicos totais (inputs) de cada amostra foram quantificados pelo método de
Bradford (Bradford, 1976) e preparadas para serem submetidas a imunoprecipitagdo (IP) para

purificacdo dos complexos.

Para a purificag@o, foi usada a resina ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (#A2220, Sigma),

visto que as construgoes, selvagem e mutantes, da Fbxl17 possuem o tag FLAG. Para a [P
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foram utilizados 33 mg de proteina total que foram submetidas a 4 h de incubag@o com a resina
sob agitacdo rotacional branda a 4 °C. Em seguida, a resina foi lavada quatro vezes usando o
mesmo tampao de lise celular, e duas vezes com o tampao de eluicdo FLAG (HEPES 10 mM
pH 7,9; MgCL 15 mM; KCIl 225 mM; NP40 0,1%). A eluicdo dos complexos foi feita
utilizando o peptideo FLAG a 300 pg/mL (#F4799, Sigma) por 1 h 30 min a 4 °C, sob agitacdo
branda. Finalmente, uma fragdo do eluido e do input foram resolvidos em SDS-PAGE 12 %

e analisados por western blot utilizando os anticorpos necessarios.

O volume restante do eluido foi armazenado a -20 °C em glicerol 15% para os ensaios
posteriores de ubiquitinagdo in vitro. Paralelamente, uma fragdo dos eluidos foram utilizadas
para quantificagdo proteica através da analise densitométrica usando o célculo da intensidade
de sinal obtido pela banda presente no gel corado com Pierce Silver Stain Kit (#24612, Thermo
Scientific), e utilizando amostras de BSA purificada como padrao (0,03125 pga 0,5 ng). Para
a densitometria foi utilizado o software Imagel, o qual fornece o calculo da area do grafico
obtido pela intensidade de sinal de cada banda presente no gel (Schneider et al., 2012). O valor
da densitometria foi representando como “y” do grafico da curva padrio e a quantidade de
BSA como “x”. Dessa forma obtivemos uma equagdo no formato destacado abaixo para
quantificar o complexo purificado. Sabendo que a massa molecular do complexo SCF(Fbx17)
¢ de aproximadamente 184,734 x 10° Da, a do complexo SCF(Fbx17-A3LRR) ¢ de cerca de
173,539 x 10®* Da e a massa molecular da construcdo mutante Fbxl17-AF-box ¢é de

aproximadamente 75,695 x 10° Da, foi possivel ser feito o calculo da concentracdo molar dos

purificados seguindo a equagdo abaixo:

Massa (g)

C tracao (M) =
oncentragao (M) Massa molecular (Da)x Volume (L)

Equacio 1. Equagdo para o calculo do complexo purificado

3.3 Ubiquitinacio in vitro dos complexos purificados de células HEK293T

Os complexos SCF(Fbx117) e SCF(Fbx117-A3LRR), ¢ a construgao mutante Fbx117-
AF-box foram utilizados nas reagdes de ubiquitinagdo in vitro. Para isso, foi feito um mix de
ubiquitina conforme Tabela 2, contendo os reagentes essenciais para todas as etapas da reacao
de ubiquitinagdo. O ATP, essencial para ativagdo da ubiquitina, ndo foi adicionado ao mix

devido aos controles negativos realizados conforme Tabela 3.
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Tabela 2. Composi¢do do mix de ubiquitinagao.

Reagentes Concentracio necessaria
Tampao de ubiquitinagao10X 1X
El 100 nM
E2 (UbcH5a) 500 nM
Ubiquitina 20 nM
Agua ultrapura Completar volume final de 3,57 pL/reacdo

Tabela 3. Reacdo de ubiquitinacdo in vitro usando os complexos purificados.

Reacio de ubiquitinacio in vitro
Componentes 1 2 3 4 5
Ub mix (pL) 3,57
ATP (mM) 2 - 2 2 2
SCF(Fbx117) (nM) - 10 10 - -
SCF(FbxI17-A3LRR) (nM) - - - 10 -
Fbx117-AF-box (nM) - - - - 10
Agua ultrapura Completar volume final para 10 pL por reacio

A reacdo procedeu por 1 h e 30 min a 30 °C, e em seguida, as amostras foram resolvidas
em SDS-PAGE 10% e analisas por western blot. A atividade do complexo foi determinada
pela densitometria do arraste, referente a poliubiquitinacdo, apds ser feita a incubacdo da

membrana com o anticorpo anti-ubiquitina (Teixeira et al., 2016).

3.4 Ensaio de ubiquitinacio in vitro usando microarranjos de proteina (Protoarrays)
como fonte de substrato

Os slides de ProtoArray® HumanProtein foram adquiridos comercialmente sendo

compostos por mais de 9.000 proteinas full-length humanas tinicas e nativas, purificadas e

imobilizadas em duplicata, sob condi¢do ndo-desnaturante em membrana de nitrocelulose que

reveste as laminas de vidro. O experimento foi realizado de acordo com as especificagdes do

fabricante (Protoarray® v5.1, Invitrogen, CA, USA).

Cada slide foi incubado em Protoarray® Synthetic Block por 1 hora a 4 °C sob agitagdo

branda. Durante esse periodo de incubagao, foram preparadas as reagdes que possuiam volume
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final de 120 pL contendo 25 nM de cada um dos purificados [SCF(Fbx117), ou SCF(Fbxl117-
A3LRR) ou Fbxl17- AF-box], combinados com o mix de ubiquitina [E1 (100 nM), UbcH5a
(500 nM), Mg-ATP (2 mM), e ubiquitina-biotina (0,1 mg/mL) em tampao de ubiquitinagdo
1X (Boston Biochem)].

Apo6s 1 h de incubagdo, as laminas foram lavadas com o Assay buffer (AB - Tris 50
mM, pH 7,5; NaCl 50 mM; MgSO.5 mM; Tween 20 0,1%; BSA 1% ¢ DTT 1 mM, filtrado
em filtro de 0,22 um) e foram adicionados 110 uL da reagdo em cada slide. As laminas foram
entdo cobertas com uma laminula com bordas, e foi feita a incubagdo dos arrays por 1 h e 30
min a 30 °C em atmosfera humida. Em seguida, as 1aminas foram lavadas com 0,5% de SDS
filtrado em 0,22 um e AB para serem entdo incubadas com 1 pg/ul. de streptavidin-
AlexaFluor 647 por 90 min sob agitacdo branda a 4 °C. Os arrays foram lavados novamente
com AB, e uma vez com agua destilada a temperatura ambiente, e foram secados por meio de
centrifugacdo a 1.000 x g por 2 min (Figura 9). Finalizando esse processo, os arrays foram
escaneados com auxilio do aparelho GenePix Personal 4000BA (Axon-Molecular Devices) no
Laboratério do prof. Dr. Gustavo H. Goldman na FCFRP-USP usando os pardmetros

recomendados pelo fabricante.

Proteinas imobilizadas em
duplicada no ProtoArray

Adigdo das enzimas E1/E2 e E3 - SCF(Fbx117) ou
SCF(Fbx117-A3LRR) ou Fbxl17-AF-box

. 9 Ubiquitina biotinilada

|
Besszsshieans:

ess sssfiss © Adicdo de Alexa647-streptavidin

|

Scan dos slides

Figura 9. Representacdo esquematica da metodologia empregada no experimento de
ubiquitinagdo in vitro em larga escala usando os Protoarrays como fonte de substrato.
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3.5 Aquisicio dos dados dos Protoarrays e analises in silico

Para obtenc¢do dos dados de leitura do Protoarray®, foi utilizado o software GenePix
Pro 4.1 (Molecular Devices). O design experimental foi feito usando duas replicatas
bioldgicas de 25 nM dos complexos SCF(Fbx117), SCF(FbxI17-A3LRR) ou o mutante
Fbxl117- AF-box, incapaz de formar complexo. Além das duas replicatas biologicas, cada slide
possuia duas replicatas técnicas de cada proteina imobilizada. As 1dminas usadas continham
um total de 3.558 spots de controles negativos e 576 spots de controles positivos, todos em
duplicata. O valor da intensidade de cada spot presente no slide analisado foi considerado
como a média da intensidade de sinal de todos os pixels em uma regido delimitada do spot
subtraido pela intensidade da mediana dos pixels que rodeiam a regido delimitada do spot
analisado (background local). A subtrag@o da intensidade do background foi submetida a uma
normalizagdo para fazer com que esse valor fosse diretamente comparado entre laminas
diferentes de Protoarray® (replicatas e condi¢des). Supondo que todos os controles positivos
presentes nos slides apresentam a mesma intensidade de sinal teorica entre as replicatas, os
valores de corre¢do do background foram obtidos e um unico valor de centralizagdo por
lamina (usado como normalizador) foi definido como a média de todos os spots referentes a
todos os controles positivos presentes nos slides. Uma normalizag@o adicional foi feita em
laminas diferentes, onde o valor geral do controle positivo foi obtido pela média de todos os
fatores de centralizacdo presentes em uma lamina. Posteriormente, todos os spots analisados
presentes no array tiveram a subtragdo da intensidade do background corrigida por esse fator
geral usando os controles positivos. Possibilitando assim a comparagdo das intensidades

normalizadas entre os spots.

Finalmente, para determinar se o spot possuia intensidade de sinal estatisticamente
significante, foram usados todos os spots referentes aos controles negativos para estimar a
distribuicdo da densidade nula ndo paramétrica (NC) para cada slide por meio de um estimador
de densidade de nticleo Gaussiano. O valor da intensidade que engloba a grande maioria da
massa de probabilidade nula foi escolhido como ponto de corte (¢) para cada lamina: P(NC>c)
= 0,001. Cada spot selecionado como possivel substrato deveria apresentar uma intensidade
do complexo selvagem (Iwr) superior ao seu ponto de corte (cw:) € a0 mesmo tempo apresentar
a intensidade de sinal do mutante Fbx117-AF-box possuindo intensidade de sinal (I4r) inferior
ao seu ponto de corte (c4r), na primeira analise. Na segunda analise, os substratos que foram
considerados potenciais substratos exclusivos do complexo selvagem, SCF(FbxI17), e

negativo para o complexo mutante SCF(Fbx117-A3LRR) e negativo também para Fbx117-AF-
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box, deveriam apresentar intensidade de sinal do complexo selvagem (Iw/) maior que o seu
ponto de corte (cwr) ao passo que as intensidades de sinais dos mutantes (I4r e 143) deveriam
ser inferior ao ponto de corte (c4r e c43). Somente proteinas que atendiam a esses critérios
foram consideradas como possiveis alvos nas analises 1 e 2. Toda a analise dos arrays para
identificacdo dos alvos foi realizada em colaboracdo com a Prof. Dra. Tie Koide da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP)-USP.

A lista de proteinas obtidas com ambas as analises foi submetida a um enriquecimento
funcional utilizando o DAVID Bioinformatics Resources v6.8, usando o proteoma humano
presente no proprio banco de dados como background. Também foi utilizado o REACTOME

para enriquecimento funcional agrupando os alvos em relagdo a sua via de atuag@o.

3.6  Ensaio de splicing in cellulo

Para o ensaio de splicing usamos o minigene reporter de splicing E14. O minigene ¢
expresso durante a replicacdo viral do adenovirus e dependendo da fase de infeccdo viral, sdo
expressas proteinas distintas geradas por meio do splicing alternativo de E1A4. Sdo transcritas
tr€s isoformas principais (13S, 12S e 9S) produto do splicing alternativo do mRNA de E1A,
e duas isoformas (11S e 10S) que sdo geradas em menor proporgdo, produto do splicing duplo

do minigene (Céceres et al., 1994).

13S - 622 pb
125 - 500 pb
11S - 414 pb

10S - 240 pb
95-177 pb

Figura 10. Padrao de splicing alternativo sofrido pelo gene E/A para geragdo dos mRNA
13S, 1285, 118, 10S e 9S. Imagem adaptada de (Bressan et al., 2009).

O ensaio foi realizado em células HEK293T e MCF7 cultivadas em placas de 6 wells
(34,8 mm, Corning). Quando a cultura atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80%, as
células foram entdo transfectadas usando o agente de transfeccdo PEI, seguindo a mesma

metodologia de transfeccao descrita anteriormente. Para cada well, a quantidade total de DNA
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plasmidial transfectado foi de 3 pg, possuindo a composi¢ao e quantidade de cada plasmideo

dependo do grupo analisado, sendo realizadas trés replicatas por grupo.

e Grupo 1: 0,5 pg de vetor vazio (pcDNA3) + 1,0 pg de EGFP + 1,5 pg de E1A;
e Grupo 2: 1,5 pg de vetor vazio (pcDNA3) + 1,5 pg de E1A;
e Grupo 3: 0,5 pg de Fbx117 + 1,0 ug de EGFP + 1,5 pg de E1A;

e Grupo 4: 1,5 pg de Fbx117 + 1,5 pg de E1A.

Ap6s 24 h de transfec¢@o, o RNA total das células foi extraido usando SV total RNA
isolation system Kit (#23105, Promega) e o protocolo foi feito segundo recomendagdes do
fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas com o auxilio do Qubit3™ Fluorometer
(Invitrogen) usando o kit de quantificagdo de amostras de RNA Labeling & Detection Qubit™
RNA HS assay kit (#Q32852, Invitrogen). Para o cDNA foram utilizados 300 ng de RNA, e o
processo para obtencdo de cDNA foi realizado usando o High capacity ¢cDNA reverse

transcription kit (#00567912, Applied biosystems), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Finalmente, a PCR foi feita para visualizagdo do padrdo de bandas obtida pelo splicing
alternativo do minigene FEJ/A. Foram wusados o conjunto de primers 5’-
ATTATCTGCCACGGAAGGTGT-3" forward e 5-GGATAGCAGGCGCCATTTTA-3’
reverse para amplificacdo do minigene. Também foi realizada a PCR para amplificacdo do
GAPDH, wusado como normalizador, com o conjunto de primers 5’-
TGCTGATGCCCCCATGTTCG-3’ forward e 5’-TGCAGGAGGCATTGCTGATGA-3’
reverse. As ciclagens utilizadas estdo descritas a seguir (Tabela 4). A quantificacdo de cada
isoforma foi feita usando o software ImageJ. As intensidades de sinal de todas as isoformas
presentes na amostra foram somadas, essa soma foi definida como 100% e utilizada na

normalizacdo da intensidade de sinal de cada banda calculada.
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Tabela 4. Ciclagem usada na PCR do ensaio de splicing alternativo do minigene E1A.

E1A GAPDH
°C Tempo Ciclagem °C Tempo Ciclagem
95 2 min 1 95 2 min 1
95 30 seg 95 30 seg
50 30 seg 40 60 30 seg 40
72 1 min 72 1 min
72 1 min 1 72 1 min 1
4 0o 4 00

Um volume de 5 pL de RNA de cada amostra foi utilizado para corrida em gel de
agarose 1,5% para avaliagdo da integridade do RNA extraido. Para isso, o RNA foi aquecido
a 65 °C por 5 min com intuito de desfazer qualquer estrutura tridimensional. O restante do

RNA extraido foi mantido a -80 °C para analises posteriores.

3.7 Ensaios de co-imunoprecipitacio

Para avaliar se os alvos selecionados eram substratos do complexo, foram realizados
ensaios de interagdo em células HEK293T, pois para haver ubiquitinagdo mediada pelo
complexo SCF(Fbxl17), o substrato precisa primeiramente interagir com a proteina Fbx117.
As células foram mantidas em placas de Petri 10 x 20 mm (Corning) e quando atingiram uma
confluéncia de 80%, as células foram transfectadas de acordo com o protocolo descrito no
item 3.2. Para isso, foram utilizados 10 pg de DNA plasmidial total, sendo 5 ug do plasmideo
codificante para Fbxl17 ou seus mutantes em fusdo com FLAG ou pcDNA 3, como controle
negativo, juntamente com igual quantidade dos alvos selecionados, sendo eles: SIP1-HA
(GEMIN2/Gem-associated protein 2), SNRPB2-HA (U2 small nuclear ribonucleoprotein B),
SRSFI-EGFPCI1 (Serine/arginine-rich splicing fator 9), LSM4-Myc (U6 snRNA-associated
Sm-like protein LSm4), HMCES-HA (Abasic site processing protein HMCES), RAD51AP1-
HA (RADS I-associated protein 1) e DDB1-FLAG (DNA damage-binding protein 1). Os alvos

testados no ensaio de interagdo foram co-transfectados com o vetor vazio (pcDNA3) ou com
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FLAG-Fbx117, em alguns casos foram também utilizadas as constru¢des mutantes FLAG-

FbxI17-A3LRR e FLAG-Fbxl17-AF-box para avaliar a interagdo dos alvos com os mutantes.

As células foram coletadas e centrifugadas a 5.000 x g por 5 min e lisadas em tampao
de lise gelado (20 mM HEPES pH 7.5; 5 mM KCI; 1,5 mM MgCI2; 0,1% Triton-X100; com
adi¢do do coquetel de inibidores de proteases e fosfatase). Apds a ressuspensdo do pellet de
células no tampao de lise, o contetdo foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado em
agua a temperatura ambiente por trés vezes seguidas. O lisado foi mantido por 30 min no gelo,
tendo o periodo de incubagdo cronometrado a partir do inicio do processo de congelamento e
descongelamento. Em seguida, foi feita a adi¢do de NaCl para uma concentragdo final de 150
mM em cada amostra ¢ o lisado foi centrifugado a 16.900 x g por 20 min, o pellet foi
descartado e o sobrenadante que continha o extrato proteico foi recuperado e armazenado em
microtubos limpos de 1,5 mL (Mena et al., 2018). O extrato proteico total (inpuf) de cada
amostra foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e preparados para serem

submetidos a imunoprecipitagao.

Para o ensaio de IP, foram utilizadas quantidades iguais de proteina de cada amostra
sendo utilizada a resina ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (#A2220, Sigma) ou EZview™ Red
Anti-HA Affinity Gel (#E6779, Sigma). Antes de iniciar o processo de imunoprecipitagdo, a
resina foi lavada trés vezes com o mesmo tampao utilizado na lise celular, sendo aliquotada
de modo que cada amostra recebesse aproximadamente 15 pL de resina. Apos a adicdo do
extrato proteico a resina, foi feita a incubacdo da IP sob agitacdo rotacional branda durante
um periodo de 3 h, a 4 °C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 30 s, 16.900
x g a4 °C, e o sobrenadante foi retirado e descartado. A resina foi entdo lavada quatro vezes
com tampao de lise e duas vezes com tampao de eluicdo (HEPES 10 mM, pH 7,9; KCI 225
mM MgCl, 1,5 mM e NP40 0,1%). Finalmente, foi feito a eluigdo com 300 pg/mL de peptideo
FLAG (#F4799, Sigma), para a IP utilizando a resina anti-FLAG ou, 300 pg/mL de peptideo
HA (#12149, Sigma), para a IP onde a resina agarose anti-HA foi usada, em tampao de eluicao.
As amostras foram mantidas por 1 h a 4 °C sob agita¢do branda. Ao final do protocolo, as
amostras foram centrifugadas por 30 s, 16.900 x g, 4 °C, e os sobrenadantes (eluidos) foram
coletados. Os inputs e os eluidos de todas as amostras foram resolvidos em SDS-PAGE 10%

e analisados por western blot utilizando os anticorpos especificos.
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3.8 Ensaios de ubiquitinacio em células

Células HEK293T foram transfectadas, conforme item 3.2, com 9 pg de DNA
plasmidial total por placa, sendo 3 pg de cada um dos plasmideos necessarios. Foram feitos
ensaios de ubiquitinacdo mediada por SCF(Fbx117) dos alvos SNRPB2 e DDB1, onde foi
realizada a co-transfec¢do do vetor vazio (pcDNA3) ou FLAG-Fbxl17, juntamente com o
plasmideo da proteina alvo e ubiquitina-myc. No caso da SNRPB2, pelo fato dela possuir o
tag HA, também usamos as constru¢des mutantes da FLAG-Fbx117-A3LRR e FLAG-FbxI17-

AF-box para o ensaio de ubiquitinagao.

A cultura foi incubada por 36 h apds transfeccdo e 6 h antes da lise as células foram
tratadas com 10 uM do inibidor de proteassoma MG132 (Carbobenzoxyl-L-leucyl-L-leucyl-
L-leucine) (Boston Biochem) diluido em meio DMEM completo, seguindo o protocolo usado
por (Teixeira et al., 2016). Esse tratamento visa o acumulo das proteinas ubiquitinadas
facilitando sua detecgdo por imuniprecipitagdo. O protocolo de lise e IP foram os mesmos
utilizados nos ensaios de interagdo descritos no item 3.7. A resolugdo do input e do eluido foi
feita em SDS-PAGE 10% ou 8% e analisados por western blot. Para visualizagao das proteinas
ubiquitinadas, foi utilizando anticorpo anti-myc para detec¢do das cadeias de ubiquitina

inseridas nos substratos.

Lista de anticorpos
e Anti-Cullin 1 (1:1.000) — Cell signalling (#4995);
e Anti-Fbx117 (1:1.000) — Thermo Fisher Scientific (#PAS5-57647);
e Anti-GAPDH (1:10.000) — ABClonal (#AC002);
e Anti-GFP (1:1.000) — ABClonal (#AE012);
e Anti-HA (6E2) (1:1.000) — Cell signaling (#2367);
e Anti-HA (C29F4) (1:1.000) — Cell signaling (#3724);
e Anti-Myc (1:1.000) — Cell signaling (#2272);
e Anti-ubiquitina (P4D1) (1:1000)- Cell signaling (#3936)

o [gG-Mouse (1:7.500) — KPL Peroxidase-labeled antibody to Mouse IgG (H+L)
(Human serum absorbed), Sera care (#074-18006);
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o IgG-Rabbit (1:7.500) — KPL Peroxidase-labeled antibody to Rabbit IgG (H+L)
(Human serum absorbed), Sera care (#074-1516).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 Resultados e discussao

4.1 Purificacio dos complexos SCF(Fbx117), SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box
de células HEK293T e verificacdo de suas atividades por meio de ubiquitinagio in
vitro

Os complexos SCF(Fbx117) e SCF(FbxI17-A3LRR), e a construgdo mutante Fbx117-

AF-box foram purificados de células HEK293T e as fragoes eluidas com peptideo FLAG

foram submetidas a SDS-PAGE e analisadas por western blot (Figura 11). Foi possivel

observar bandas equivalentes as construgdes de Fbxl17 e Fbxl117-A3LRR, e foi possivel
detectar bandas referentes a SKP1 em ambos co-imunoprecipitados dos complexos.

Entretanto, o sinal correspondente a Rbx1 foi observado somente no eluido referente ao

complexo selvagem. Este resultado esta de acordo com os resultados apresentados por (Mason

et al., 2019), onde vimos que mutacdes no dominio LRR interferem na montagem do
complexo SCF(Fbx117). Como a proteina Rbx1 ¢ essencial para a associagdo e atividade do
complexo SCF, ¢ esperado que o complexo SCF(Fbxl117-A3LRR) apresente atividade
catalitica inferior ao complexo selvagem. Na amostra referente ao eluido de Fbxl17-AF-box
foi possivel observar a eluigdo apenas da proteina mutante, ndo sendo detectado sinal referente
a SKP1 e Rbx1, uma vez que a delecdo do dominio F-box impossibilita a interagdo com SKP1,

impossibilitando a formagao do complexo SCF.
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A Eluido Input

Flag-FbxI17 + - + -

Flag-Fbx117-A3LRR - + - +

HA-SKP1 + + + +

Cullin 1 + + + +

Myc-RBX1 + + + +
MM (kDa)

—=
116 116 * * Construcdes FbxI17
66,2 66,2

IB: Anti-Myc ’ ]lg’it: }j’j L RBXI1

IB: Anti-FbxI117

B Eluido Input
Flag-Fbx117-AF-box + +
HA-SKP1 - +
Cullinl + +
Myc-RBX1 + +
MM (kDa)
116 116 1
IB: Anti-Fbx117 | 66.2 = * Fbxl17-AF-box
IP: Anti-Flag
IB: Anti-SKP1 25 25 - - SKP1

Figura 11. Purificacdo dos complexos SCF(Fbxl17) e SCF(Fbxl17-A3LRR) (A) e da
constru¢do mutante Fbxl17-AF-box (B). Células HEK293T foram transfectadas com os
plasmideos destacados acima. Apos 48 h de transfec¢do, as células foram lisadas e os
complexos purificados através de IP utilizando a resina agarose anti-FLAG. Os eluidos e os
extratos totais (inputs) de cada amostra foram resolvidos em SDS-PAGE e submetidos a
western blot com os anticorpos destacados acima. n=1.

Para quantificacdo dos complexos purificados, uma fracdo dos eluidos foi submetida
a SDS-PAGE. Para aumentar a sensibilidade de deteccdo de bandas, o gel foi corado com
prata e fotodocumentado para analise densitométrica utilizando o software ImageJ (Figura
12). Com auxilio da equagdo descrita na metodologia foi possivel fazer o calculo da
concentra¢ao de cada complexo purificado. Sendo assim, obtivemos uma concentracdo de 356
nM do complexo SCF(Fbx117), 150 nM do complexo SCF(Fbxl17-A3LRR) e 50 nM da
proteina Fbx117- AF-box.
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Figura 12. Quantificagdo dos complexos purificados por SDS-PAGE corado com prata.
Fragdes eluidas da imunoprecipitacdo dos complexos foram resolvidas em SDS-PAGE e
coradas com reagente de prata. A) Linhas 2 e 3: eluidos dos complexos SCF(Fbx117) e
SCF(Fbx117-A3LRR), respectivamente. Linhas 4- 9: BSA purificada variando de 0,015 a 0,5
ug. Os retangulos indicam as bandas selecionas para quantificagdo, sendo 1 referente a Fbx117
na linha 2 e Fbxl17-A3LRR na linha 3, 2 referente Cullin 1, 3 referente a SKP1, 4 referentes
a Rbx1. B) Eluido de Fbx117-AF-box, o retangulo indica a banda utilizada para quantificacao.
Padrdo de BSA variando de 0,015-0,125ug. n=1.

Em seguida, para avaliagdo da atividade enzimatica, os eluidos dos complexos
SCF(FbxI17) e SCF(Fbxl17-A3LRR), ¢ do mutante Fbxl17-AF-box foram submetidos a
ensaios de ubiquitinacdo in vitro utilizando uma concentracdo de 10 nM de cada complexo
(Figura 13). As quantidades usadas no ensaio foram determinados de acordo com o reportado

por (Teixeira et al., 2016).

Nas amostras referentes aos controles negativos, as quais ndo foram adicionadas o mix

de ubiquitina ou ATP, ndo houve detecgdo de sinal de arraste referente a poliubiquitinago
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apos a revelagdo da membrana com o anticorpo anti-ubiquitina, mesmo na presenca do
complexo SCF(Fbx117). O arraste ¢ formado pela ligacdo de diferentes niimeros de moléculas
de ubiquitina ao substrato, aumentando a sua massa molecular gradualmente a medida que ha
0 aumento no numero de ubiquitinas ligado ao alvo. Sendo assim, é possivel ser feita a
deteccdo deste sinal de arraste caracteristico de poliuquitinacdo quando a membrana ¢
revelada com o anticorpo para detectar ubiquitina ou para detec¢do do alvo ubiquitinado. Este
dado indica que as marcagdes obtidas sdo especificamente determinadas pelos complexos
utilizados (Figura 13, linhas 1 e 2). Ao analisar as reagdes completas, verificamos que o
complexo selvagem SCF(Fbx117) foi capaz de se autoubiquitinar, evidenciado pelo arraste de
poliubugitinagdo alta massa molecular obtido na amostra (Figura 13, linha 3). Em acordo
com os resultados de purificagdo obtidos na Figura 12, observamos que o complexo
SCF(FbxI17-A3LRR) e Fbxl17-AF-box apresentaram sinal de poliubiquitinacio reduzido ou
ausente, sugerindo que o complexo e a proteina mutante possuem capacidade catalitica
reduzida ou inexistente. Portanto, podemos concluir que além do dominio LRR ser crucial
para a estabilidade do complexo, ele também ¢ importante para a sua atividade enzimatica,

conforme demonstrado por (Mason et al., 2019).

Ubiquitina mix + + + + +
ATP + - + + +
SCF (FbxI17) - + +
SCF (FbxI17-A3LRR) - - - +
FbxI17-AF-box - - - - +
MilliQH20 + + + . +

MM (KDa)

116 u

66,2

1B: Anti- Poll-Ub

Ubiquitina

* FbxI17
Py * % -
1B: Anti-FbxI17 66,2

Figura 13. Avaliagdo de atividade dos complexos SCF(Fbx117), SCF(Fbx117-A3LRR) e de
Fbx117- AF-box através de ensaios de ubiquitinagdo in vitro. Uma concentragdo de 10 nM de
cada complexo purificado foi utilizada nas reagdes que contaram com a adigdo de
Ubiquitina¢do mix (E2, E2 e tampao de ubiquitinacdo), ATP (essencial para ativacdo da E1)
e os complexos. Os controles negativos foram linhas 1 e 2 e as reagcdes completas nas linhas
3-5. Anticorpos anti-ubiquitina e anti-Fbx117 foram utilizados na revelacdo do western blot.
Asteriscos indicam as construgdes da Fbx117. n=1.

56



Visando avaliar as diferencas estruturais entre a proteina Fbx117 (1-701 aa) selvagem
e o mutante Fbx117-A3LRR (1-586 aa) onde ha delecdo no dominio LRR (Figura 14), foi
feita a predicdo estrutural de ambas as proteinas in silico através do software I-TASSER
(Zhang, 2008). Este programa faz uso das estruturas tridimensionais representativas
depositadas no banco de dados do PDB apresentando um corte de identidade de sequéncia
pareada de 70% em relagdo a sequéncia de aminodcidos fornecida para a realizacdo da

predigdo estrutural.

B ormalized B=factor —— Helin = Strand ® cail

lized B-factor
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Figura 14. A) Predi¢do estrutural da proteina Fbxl17 usando o servigo de predi¢ao de estrutura
tridimensional (3D) do sofiware I-TASSER. Os modelos de estrutura 3D foram gerados
através de modelagem comparativa. Regido N-terminal estd destacada em azul e C-terminal
em vermelho. B) Predi¢do do fator-B normalizador indicando regides de loops, a-hélice e
fitas-P.

A estrutura do dominio LRR presente na regido C-terminal é composto por varias
repetigdes em tandem que propicia a formacdo de uma estrutura apresentando curvatura
solenoide que ¢é favoravel para a ocorréncia de interagdes proteina-proteina (Bella et al., 2008).
E suposto que o principal fator que favorece o surgimento da conformagio solenoide nos
dominios LRR em Fbxls ¢ a presenca de residuos conservados de leucina e outros residuos de
aminoacidos alifaticos em sua estrutura. Isto propicia a formacdo de uma estrutura compacta

que ¢ capaz de otimizar as interacdes de van der Waals presente entre as cadeias laterais dos
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residuos de aminoacido, conferindo estabilidade ao dominio LRR como um todo (Bella et al.,

2008; Mason & Laman, 2020).

B Rormalized B-factor —— [T Strand ® coll

oyt onn,

Figura 15. A) Predigdo estrutural de proteina Fbx117-A3LRR usando o servi¢o de predigdo
de estrutura tridimensional (3D) do software I-TASSER. Os modelos de estrutura 3D foram
gerados através de modelagem comparativa. Regido N-terminal estd destacada em azul e C-
terminal em vermelho. B) Predi¢do do fator-B normalizador indicando regides de loops, o-
hélice e fitas-P.

Geralmente o nimero de repeticdes LRR esta associado ao grau de curvatura adotado
neste dominio, e como pode ser observado na predicdo de ambas as estruturas (Figura 14 e
15), o dominio LRR é composto por uma série de fitas-f3 em paralelo, tendo o seu lado convexo
composto por a-hélices. Comparando os modelos estruturais gerados pelo I-TASSER
(Modelo 1, 2 e 3) para a proteina Fbx117, podemos verificar que a estrutura do dominio LRR
permanece quase que inalterada entre eles. Entretanto a posi¢do da regido N-terminal
apresenta variagdes entre os modelos obtidos. Comparando a estrutura de Fbxl17 selvagem
(Figura 14) com o mutante Fbx117-A3LRR (Figura 15), observamos que embora haja perda
no numero de repeticoes LRR no dominio de interagdo com o substrato, o mesmo ainda

apresenta estrutura solenoide na proteina mutante.

O fator-B normalizador ¢ calculado pelo software como uma estimativa da extensao
do movimento atdbmico em experimentos de cristalografia de raio-X. Este fator € estimado por

meio do ResQ que faz uso de um conjunto de atribuigdes baseada em modelos existentes ¢
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predi¢do baseada em machine-learning que utiliza perfis de sequéncia e predi¢do de estruturas
(Yang & Zhang, 2016). Analisando o fator-B gerado para a proteina Fbx117 selvagem (Figura
14B), percebemos que a regido N-terminal apresenta diversos picos na regido positiva,
apresentando um pico proeminente na regido do fator-B com valor negativo entre o residuo
de aminoacido niimero 1 e 100. J& para o fator-B normalizador da predicdo da proteina
mutante Fbx117-A3LRR (Figura 15B) ¢ possivel perceber que a curva se encontra mais
proxima de zero na regido N-terminal, mas também apresentando alguns picos na regido
positiva e o pico na regido com valores negativos no grafico entre os residuos de aminoacidos
1 e 100, como foi visto na proteina selvagem. Adicionalmente, ¢ possivel observar que a
proteina selvagem apresenta um maior niumero de fitas-f (em verde) e a-hélices (em lilas) na

regido N-terminal quando comparada com a proteina mutante.

4.2. Ensaio de ubiquitinacio in vitro dos complexos SCF(Fbxl17), SCF(Fbxl17-A3LRR)
e Fbxl17-AF-box em Protoarrays

Com a obtencao dos complexos SCF(FbxI17) e SCF(Fbxl17-A3LRR) e do mutante
Fbx117-AF-box purificados e quantificados, foi realizado o ensaio de ubiquitinacdo in vitro
utilizando os microarranjos de proteina como fonte de substratos. Cada purificado foi usado

em duas laminas diferentes conforme Figura 16.
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SCF(Fbxl17) SCF(Fbxl17-A3LRR) Fbx117-AF-box

Figura 16. Imagem dos spots presentes em cada lamina que foi submetida ao processo de
ubiquitinagdo in vitro em larga escala. Os complexos usados para cada slide estdo
representados abaixo da figura. Imagem obtida com o auxilio do aparelho GenePix Personal
41004 (Axon-Molecular Devices).

Foram feitas duas analises estatisticas distintas com os dos dados do Protoarray. A
primeira andlise foi feita considerando os alvos positivos somente para o complexo
SCF(Fbxl117), subtraindo os positivos de Fbxl17-AF-box, e sendo desconsiderado os dados
obtidos com os slides em que o complexo mutante SCF(FbxI17-A3LRR) foi usado. Nesta
primeira analise foram detectados 194 alvos (Apéndice: Tabela 1). Esses potenciais
substratos foram submetidos ao enriquecimento funcional agrupando-os com base em sua via
de atuacgdo através do banco de dados do REACTOME, e em sua localizagdo celular usando
o DAVID Bioinformatics Resoucers 6.8 (Griss et al., 2020; Huang et al., 2009). Apos analises
feita com o auxilio do REACTOME, foi possivel verificar que as duas principais vias onde
esses substratos se agruparam de forma majoritaria foram as vias de metabolismo de RNA ¢
a de regulacdo do ciclo celular (Figura 17A). Ja o agrupamento dos alvos em relagdo a sua
localizag@o celular por meio do DAVID database, observamos que a intercessdo nucleo-
citoplasma foi a regido onde houve maior concentracao de alvos desta primeira lista (Figura

17B).

A segunda analise foi feita considerando os alvos que foram positivos para o complexo
SCF(Fbx117), subtraindo os alvos positivos para o complexo SCF(Fbx117-A3LRR) e para o
mutante Fbx117-AF-box. Nesta analise foram identificados 92 alvos distintos (Apéndice:

Tabela 2), sendo também submetidos a analise de enriquecimento funcional por meio dos
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bacos de dados do REACTOME e DAVID. A andlise feita através do REACTOME para o
agrupamento dos alvos com base na via funcional demonstrou que a maioria dos alvos
pertencentes a segunda analise se agrupavam de forma preferencial na via do metabolismo do
RNA, dado que coincidiu com a analise realizada na primeira lista (Figuras 17A e 18A). Ja o
agrupamento dos alvos em relacdo a sua localizacdo intracelular através do DAVID database

também apresentou a grande maioria dos alvos se agrupando na intersecao nucleo-citoplasma

(Figura 18B).
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(@ citoplasma Citoplasma
Citosol
Ribossomo
Reg-iﬁo Wl- 1 do C 1 i 1
Cilio
Espago intracelular
Nucleo Nucleolo
Nicleo
Nucleoplasma
Cromossomo condensado

. Membrana Membrana
Membrana intracelular de ligagdo a organela

Figura 17. Classificagdo dos alvos positivos para SCF(Fbx117) e subtraidos dos positivos para
Fbx117-AF-box. A) Foamtree obtida com o enriquecimento funcional dos alvos positivos para
SCF(Fbxl117) e negativos para Fbxl17-AF-box, utilizando o REACTOME database. Esquema
de cores indicando concentragao de alvos atuando em determinada via. Quanto mais amarelo
maior a presen¢a de alvos regulando a via; em cinza sdo vias que ndo ha nenhum alvo
proveniente da lista atuando nelas. B) Diagrama de Venn com a representacdo do numero de
alvos localizados nos compartimentos celulares destacados da analise para SCF(Fbx117) e
negativo e para Fbxl17-AF-box. Enriquecimento funcional realizado no DAVID database

(Huang et al., 2009).
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B D Citoplasma Citoplasma
Espago intracelular
Ribossomo
Citosol
Projecio neural
12 Complexo de ribonucleoproteinas intracelular

20

[:] Nicleo Nucleoplasma
Nucleo
Complexo Spliceosomal
U2 snRNP
Complexo de fator de transcrigio de elongagdo
Nucleocapsideo viral

Figura 18. Classificacdo dos alvos positivos para SCF(Fbx117) subtraidos dos positivos para
SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box. A) Foamtree obtida com o enriquecimento funcional
dos alvos positivos para SCF(Fbx117) e negativos para SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbx117-AF-
box, utilizando o REACTOME database. Esquema de cores indicando concentragdo de alvos
atuando em determinada via. Quanto mais amarelo maior a presenca de alvos regulando a via;
em cinza sao vias que ndo ha nenhum alvo proveniente da lista atuando nelas. B) Diagrama
de Venn com a representa¢do do niimero de alvos localizados nos compartimentos celulares
destacados da analise positivos para SCF(Fbx117) e negativos para SCF(FbxI17-A3LRR) e
Fbx117-AF-box. Enriquecimento funcional realizado no DAVID database (Huang et al.,
2009).

Avaliando os dados dos alvos identificados na lista dos positivos para SCF(Fbx117)
subtraidos dos positivos para Fbxl17-AF-box, encontramos 24 pertencentes somente a via de
regulacdo do metabolismo de RNA, 6 que regulam o ciclo celular, e 2 que atuam em ambas

as vias (Tabela 5).
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Tabela 5. Tabela dos alvos pré-selecionados para validagdo. Asteriscos indicando os possiveis
substratos que apareceram em ambas as analises, positivo para SCF(Fbxl17) subtraindo os
positivos Fbx117-AF-box, bem como para positivo SCF(FbxI17) e subtraidos para
SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box. Os alvos sublinhados sdo as proteinas que ja foram
observadas como alvos de ubiquitinagdo de outras ligases, apresentadas em estudos de
ubiquitinoma celular. Em vermelho estdo destacados os alvos selecionados para serem
submetidos aos ensaios de validacdo (Danielsen et al., 2011; Wagner et al., 2011).

Metabolismo de RNA

*DDX21 *SRSF5
*DNAJCS *WDR4
*EDC3 *SRSF9
*WBSCR22 *SNRPB2
*LSM8 *SNRPAI
RPSI19 RPL31
PRPF38A RPL23A
UPF3A SRSF6
SIP1 HSPC148
PESI1 SRPK?2
Ciclo celular
*PRKCBI1 *ITGB3BP
ODF2 OFD1
NCAPG FAMI128B
Metabolismo de RNA e ciclo celular
*PSMAS PRKCA

Considerando que as vias mais comuns de atuagdo dos possiveis substratos do
complexo SCF(Fbx117) foram as vias de regulacdo do metabolismo de RNA para ambas as
analises, em especial a via de regulacdo do splicing, e em segundo lugar, a via de regulagdo
do ciclo celular, foi criada uma lista de sele¢@o de alvos para serem submetidos a ensaios de

validagdo de substrato (Tabela 6).
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Tabela 6. Tabela dos alvos selecionados para validagao

Alvos selecionados Via de atuagao
SIP1/GEMIN 2 Splicing
SNRPB2 Splicing

HMCES Reparo do DNA
LSM4 Splicing

RAD51AP1 Reparo do DNA
SRSF9 Splicing

DDB1 Reparo do DNA

4.2 Ensaio de splicing usando o gene reporter E1A

Pelo fato da maioria dos alvos se agruparem na via de regulacdo do splicing do pré-
mRNA, investigamos os efeitos de Fbxl17 nesta via através do ensaio de splicing transiente
com auxilio do minigene E/A de adenovirus atuando como gene reporter de splincing
(Céceres et al., 1994). O pré-mRNA do E1A pode gerar 5 isoformas distintas (13S, 1285, 118,
10S e 9S) dependendo da selecdo do sitio de splicing alternativo. As isoformas geradas podem
ser monitoradas através de RT-PCR e analise da intensidade de bandas geradas em gel de
agarose, a intensidade da banda de cada isoforma produzida reflete o efeito positivo ou

negativo da proteina regulatoria testada (Bressan et al., 2009).

Portanto, foi feita a transfec¢do das células com o vetor expressando a proteina FLAG-
Fbx117 ou o vetor vazio (pcDNA3), usando quantidades crescentes de DNA plasmidial,
juntamente com quantidades iguais do plasmideo E1A (Caceres et al., 1994). O processo foi
conduzido em duas linhagens celulares distintas, HEK293T ¢ MCF7, visto que o padrdo de
splicing difere de um tipo celular para o outro. A extracdo do RNA foi feita apos 24 he 48 h
de transfeccdo em HEK293T e apds 24 h de transfeccao em MCF7.

Ap0s a extracdo de RNA no primeiro tempo do experimento em células HEK293T,
verificamos a integridade da amostra por meio da detec¢@o de bandas no gel de agarose 1,5 %
e pudemos perceber que a maior parte das amostras apresentaram integridade do RNA

compativel para ensaios posteriores, com excec¢do da amostra presente na coluna 6 (Figura
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19). Os produtos da RT-PCR usando os primers de amplificagdo do splicing alternativo de
E1A foram resolvidos em gel de agarose 3% (Figura 20B). De forma geral, em células
HEK293T a isoforma do mRNA 9S ¢ preferencialmente formada em relacdo as demais
isoformas. Também foi possivel verificar que ndo houve variagdes visiveis na formagdo de
uma isoforma especifica quando o minigene foi co-transfectado com Fbxl17 em duas
quantidades distintas em comparagdo com a co-transfeccdo com o vetor vazio. Esse dado
indica que a superexpressao de Fbx117 ndo interfere no padrio de splicing do pré-mRNA de
ElA nesta linhagem celular (Figura 20B). E importante ressaltar que a amostra que
apresentou 0 RNA com integridade mais comprometida em relacdo as demais (Figura 19
coluna 6), exibiu bandas referentes as isoformas de mRNA com intensidade de sinal reduzida
em relagdo as outras amostras. Entretanto esta diferenca de intensidade ndo interferiu nas

analises estatisticas realizadas.

EIA + + + + + + + + + + + +
EV. + + + + + + - - - - - -
EGFP + + + - - - + + + - - -
FbxI17 - - - - - - + + + + + +
pb

5000

2000
1500

1000

0,5 nug 1,5 ng 0,5 ng 1,5 ng

Figura 19. Verificacdo da integridade do RNA. Cé¢lulas HEK293T foram transfectadas com
os plasmideos destacados acima, e apds 24 h de transfec¢ao as células foram lisadas e seu
RNA extraido. As amostras de RNA foram resolvidas em gel de agarose 1,5% para verificacdo
da sua integridade. Triplicata representada.

68



Densitometria ralativa

154 .
B E1 E2 F1 2 ol I 1 @
5
EIA + + + + + + + + + + + + D I
. 1] L 2z 1
E.N. + + + + + + =
n
EGFP + + + . - 2 + + +
Fbxl17 - - - - - - + + + + + +

135 .
125 £

Densitometria relativa
vt d 8
=7

= S

S S e e e e e e e e 05

- - -

Densitometaia relativa

95

|

L

0.5 pg 15 pg 0.5 g 1.5png

Denaitomatria relativa
Y - -
1 b

B R

Figura 20. Efeito de Fbxl17 no splicing do gene E1A4 em células HEK293T ap6s 24 h de
transfecgdo. A) Diagrama dos eventos de splicing que ocorre do pré-Mrna do minigene E1A
para geragdo das isoformas 13S, 12S, 10S e 9S. B) As células foram transfectadas
transientemente com os plasmideos destacados. Apos 24 h de transfeccdo o RNA total de cada
amostra foi extraido e utilizado para producdo do cDNA. Este foi utilizado para reacdes de
PCR com os primers para o minigene £/A4. As quantidades transfectadas do vetor vazio (EV),
nos dois primeiros grupos, € da Fbx117 nos dois ultimos grupos estdo especificadas embaixo
da imagem do gel. A atividade do splicing foi quantificada como descrito no item 3.6.
Graficos e teste estatistico realizado no programa GraphPrism 7,4. Andlise estatistica
empregada: One-way ANOVA, dados ndo pareados e paramétricos. P-valor <0,05. Triplicata
representada.

Em seguida, o experimento descrito acima foi feito utilizando a linhagem tumoral de
mama MCF7, e o RNA também foi extraido apos 24 h de transfec¢do. Apos a extracdo do
RNA e avalia¢@o de sua integridade, notamos que quando comparada com as amostras de
RNA obtidas de células HEK293T, a integridade do RNA extraido das células MCF7 foi
inferior. Adicionalmente, as amostras presentes na coluna 5, 9, 11 e 12 exibiram maior

comprometimento em sua integridade devido a baixa resolugdo de bandas no gel de agarose.
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Figura 21. Verificagdo da integridade do RNA. Células MCF7 foram transfectadas com os
plasmideos destacados acima, e ap6s 24 h de transfeccdo as células foram lisadas e seu RNA
extraido.As amostras de RNA foram resolvidas em gel de agarose 1,5% para verificagdo da
sua integridade. Triplicata representada.

Apbs a obtencao das amostras provenientes da RT-PCR, e levando em consideracao
os dados obtidos com a analise estatistica da intensidade de sinal referente as bandas de cada
isoforma, observamos novamente que nao houve diferenca significativa na producao das
isoformas onde houve co-transfec¢ao de Fbxl17 em comparagdo com a co-transfeccdo com o
pcDNA3 (Figura 22). Nesta linhagem celular também ficou evidente que a isoforma do
mRNA 9S ¢ formada preferencialmente em comparagdo as demais (Figura 22). Devido a
baixa integridade das amostras extraidas desta linhagem celular, é importante ressaltar que a
analise estatistica pode ter sido influenciada pela diferenga no padrdo de bandas entre as
replicatas. Este resultado nos levou a conduzir o ltimo experimento testando o tempo de

transfecgdo de 48 h somente em células HEK293T.
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Figura 22. Efeito de Fbxl17 no splicing do gene EIA em células MCF7 ap6s 24 h de
transfecgdo. Células transfectadas transientemente com os plasmideos destacados. Apds 24 h
de transfecdo o RNA total de cada amostra foi extraido e utilizado para produgdo do cDNA.
Este foi utilizado para reagdes de PCR com os primers para o minigene E1A4. As quantidades
transfectadas do vetor vazio (EV), nos dois primeiros grupos, e da Fbxl17 nos dois ultimos
grupos estdo especificadas embaixo da imagem do gel. A atividade do splicing foi
quantificada como descrito no item 3.6. Graficos e teste estatistico realizado no programa
GraphPrism 7,4. Andlise estatistica empregada: One-way ANOVA, dados ndo pareados e
paramétricos. P-valor <0,05. Triplicata representada.

Nos experimentos anteriores, a extracdo do RNA foi feita apos 24 h de transfeccdo, e
como pdde ser observado, ndo foi possivel detectar diferenca estatistica significativa nas
analises realizadas. Desta forma, selecionamos as células HEK293T, que foi a linhagem que
nos forneceu melhor integridade nas amostras de RNA, e fizemos a transfeccdo das mesmas
com os plasmideos destacados na imagem (Figura 23). Apds 48 h de transfeccdo o RNA foi
extraido, e avaliamos o seu grau de integridade para entdo prosseguir para a analise das RT-
PCRs. Como pode ser observado na Figura 23, as amostras presentes na coluna 4 ¢ 12

apresentaram alto grau de degradacao.
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Figura 23. Verificagdo da integridade do RNA. Células HEK293T foram transfectadas com
os plasmideos destacados acima, ¢ apds 48 h de transfec¢do as células foram lisadas e seu
RNA extraido. As amostras de RNA foram resolvidas em gel de agarose 1,5% para verificacao
da sua integridade. Triplicata representada.

Ap6s ser feita a RT-PCR para amplificacdo das isoformas, novamente, nao
observamos variagdo estatistica significativa na producdo de nenhuma delas quando
comparamos a co-trasnfec¢do com o vetor expressando Fbx117 em relacdo as amostras onde
o vetor vazio foi usado (Figura 24). Também ¢ possivel observar que a presenca da isoforma
do mRNA 98 neste ensaio foi predominante frente a geragdo das demais. Adicionalmente, as
amostras presentes nas colunas 4 e 12, que apresentaram a amostra de RNA mais
comprometida, foram as que apresentaram um padrdo de banda menos reprodutivo quando
comparado com as outras replicatas (Figura 24). Na amostra da coluna 4 ndo ¢ possivel
detectar nenhum sinal referente as isoformas do splicing de E1A além da isorforma de mRNA

9S, esta discrepancia também pode ter afetado as andlises estatisticas neste experimento.
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Figura 24. Efeito de Fbxl17 no splicing do gene E1A4 em células HEK293T ap6s 48 h de
transfecgdo. Células transfectadas transientemente com os plasmideos destacados. Apds 48 h
de transfeccdo o RNA total de cada amostra foi extraido e utilizado para produgdo do cDNA.
Este foi utilizado para reagcdes de PCR com os primers para o minigene £/4. As quantidades
transfectadas do vetor vazio (EV), nos dois primeiros grupos, € da Fbxl17 nos dois tltimos
grupos estdo especificadas embaixo da imagem do gel. A atividade do splicing foi
quantificada como descrito no item 3.6. Graficos e teste estatistico realizado no programa
GraphPrism 7,4. Anélise estatistica empregada: One-way ANOVA, dados ndo pareados e
paramétricos. P-valor <0,05. Triplicata representada.

Os resultados obtidos com os experimentos de splicing alternativo do minigene E/A4
sugerem que a proteina Fbx117 ndo estd envolvida na regulacdo do splicing celular para este
gene reporter de splicing, embora a maior parte dos potenciais substratos identificados pelos
Protoarrays estejam relacionados ao processamento desta via. Foi possivel verificar também
que a melhor condi¢do experimental para os ensaios que executamos foi usando células

HEK?293T com a extragdo das amostras de RNA ocorrendo apds 24 h de transfecgao.

4.4, Validacao de interacio e ubiquitinacao de alvos identificados nos protoarrays

Os resultados fornecidos pelo ensaio de Protoarray foram compostos por uma lista
contendo 194 alvos que foram positivos para SCF(Fbx117) subtraindo os positivos para

Fbx117-AF-box, e outra lista mais seletiva onde foram consideramos os alvos positivos
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somente para SCF(Fbx117) subtraindo SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box, onde foram
detectados 92 alvos. Com base nos critérios de localizagdo nuclear, modificacdo pos-
traducional por ubiquitinagao, disponibilidade comercial de plasmideos codificando os genes,
estudos na literatura e anticorpos disponiveis, definimos os seguintes genes para serem usados
nos ensaios de validagdo de interacdo e ubiquitinacdo: SIP1 (Gem-associated protein
2/GEMIN2); SNRPB2 (U2 small nuclear rvibonucleoprotein B); HMCES (Abasic site
processing protein HMCES); LSM4 (U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm4); SRSF9
(Serine/arginine-rich splicing fator 9); RADS1AP1 (RADS51 associated protein 1), DDBI
(DNA-damage binding protein 1).

4.2.1 Avaliacio da interaciao entre SIP1 e Fbxl117

A proteina SIP1 (Gem-associated protein 2/GEMIN2), também conhecida como
GEMIN2, foi o primeiro alvo selecionado para os ensaios de validagdo. Esta proteina
apresenta massa molecular de aproximadamente 31,585 kDa e encontra-se localizada em
estruturas subnucleares enriquecidas em snRNPs spliceossomais e no citoplasma. Uma de
suas principais fungdes ¢ auxiliar na associacdo das snRNPs para a formagdo do spliceossomo

(W.-]. Zhang & Wu, 1998).

Realizamos assim os ensaios de interagdo através de co-IP, onde co-transfectamos
FLAG-Fbx117 ou o vetor vazio e SIP-1-HA em células HEK293T. Apoés a resolugdo das
fracdes eluidas e dos inputs, percebemos que SIP-1 interagiu de forma inespecifica com as
beads de agarose-anti-FLAG (Figura 25). Ao compararmos os eluidos na presenga ¢ auséncia
de Fbxl17, ndo observamos diferenga nas quantidades de SIP-1, indicando que esta proteina
possivelmente ndo interage com FbxI17. A interagdo da SIP-1 com a resina sugere que as
condi¢des de IP podem ter apresentado baixa forga i6nica ou concentracdo/presenca de
detergentes. Novos ensaios para minimizar estas interagdes inespecificas devem ser realizados

para avaliar a interagdo com Fbxl17.
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Figura 25. Ensaio de intera¢do entre SIP1 e Fbx117 - Células HEK293T foram transfectadas
com os plasmideos em destaque. Os eluidos provenientes das imunoprecipitacdes usando
resina agarose anti-Flag a esquerda e extrato total (input) a direita. A resolugdo foi feita por
western blot usando os anticorpos indicados. Experimento realizado em duplicata com apenas
um representado acima.

4.2.2 Avaliacao da interacio entre SNRPB2 e Fbxl17

A proteina SNRPB2 (U2 small nuclear ribonucleoprotein B) apresenta massa
molecular aproximada a 25,486 kDa, também foi selecionada para os testes de validagao. Esta
proteina que encontra-se localizada no nucleo celular, também desempenha funcdo na

regulacdo do splicing do pré-mRNA (Jurica et al., 2002).

Para o ensaio de interacdo entre SNRPB2-HA e FLAG-Fbx117, as transfeccdes foram
realizadas em células HEK293T. Foi feita também a co-transfeccdo de SUFU-HA com o vetor
vazio e com o vetor expressando Fbx117, como controle positivo de interagdo, uma vez que a
proteina SUFU foi caracterizada como substrato do complexo SCF(Fbx117) (Raducu et al.,
2016). Os resultados demonstraram que SNRPB2 eluiu juntamente com o pcDNA3, mas o
sinal referente a essa proteina foi detectado de forma mais intensa no eluido correspondente a
co-transfec¢do com Fbx117 (Figura 26). Embora tenha sido detectado interagdo inespecifica
de SNRPB2 com a resina utilizada na IP, quando comparamos a interacdo inespecifica da
SUFU, substrato caracterizado do complexo SCF(Fbx117), observamos que o padrio de
ambas as interagdes era compativel. Pelo fato de a SNRPB2 apresentar um sinal de interagdo
com Fbx117 mais intenso do que a interacdo inespecifica com a resina, decidimos prosseguir
com os ensaios de validacdo e avaliar se a SNRPB2 era ubiquitinada pelo complexo

SCF(Fbx117) em célula. De forma similar ao ocorrido para SIP1, novos ensaios em condigdes
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mais estringentes devem ser realizados com o objetivo de minimizar interagdes inespecificas

com as resinas utilizadas nos experimentos de IP.

pcDNA3 + o+ - + -

Flag-FbxI117 - -+ -+

SNRPB2-11A + + - -

SUFU-HA - - - + o+

A MM (KDa) MM (KDa)
1B: anti-Flag [100 el ]‘;gg * FbxI17
75 4 s
IP: anti-Flag
) 3710 75 SUFU
IB: anti-HA 25 | SNRPB2 50

374
IB: anti-HA

B IB: anti-Flag 1,(7)2 * Fbhx117 ’ ]gg

75
SNRPB2 E SUFU
25 ==

Figura 26. Ensaio de interacdo entre SNRPB2 e Fbxl17 - Células HEK293T foram
transfectadas com os plasmideos em destaque. A) Eluidos provenientes das
imunoprecipitacdes usando resina agarose anti-FLAG. B) Extrato total. A resolugdo foi feita
por western blot usando os anticorpos indicados.

Para o ensaio de ubiquitinacdo utilizamos células HEK293T co-transfectadas com
SNRPB2-HA e as constru¢des de Fbx117 ou com o vetor vazio pcDNA3 e ubiquitina-myc
(Figura 27). Utilizamos neste ensaio o inibidor de proteassoma MG132 antes de ser feita a
lise celular, para permitir o acimulo de todas as proteinas ubiquitinadas, incluindo as proteinas
que seriam destinadas a degradadas via proteassoma (Kisselev & Goldberg, 2001). As fracdes
eluidas foram avaliadas por western blot e observamos que a revelacdo da incubagdo da
membrana com o anticorpo anti-myc, que detecta ubiquitina através do Myc fag, ndo detectou
sinal de arraste referente a poliubiquitinacdo de SNRPB2 (Figura 27, linha 4).
Posteriormente, incubamos essa mesma membrana das amostras do eluido com o anticorpo
anti-HA para verificar se a IP tinha sido eficiente ao puxar SNRPB2, que apresenta o HA tag
em sua estrutura. Como esperado, verificamos sinal referente 8 SNRPB2 em todas as amostras
do eluido onde houve transfeccdo dessa proteina indicando que a IP foi bem-sucedida (Figura
27). De modo a garantir que as constru¢des de Fbx117 também foram devidamente expressas,

foi feita a incubag@o da membrana do extrato total com o anticorpo anti-FLAG para detecgdo
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das construgdes de Fbxl17 que possuiam o tag FLAG. Apos as revelagdes, constatamos que
todas as construcdes estavam sendo devidamente expressas na linhagem de célula utilizada.
Desta forma, concluimos que SNRPB2 apesar de sugestivamente interagir com Fbx117, ela

ndo ¢ substrato do complexo SCF(Fbx117).

Eluido Input
peDNA3 + + + - - - + + + - - -
Flag-FbxI117 - - -+ - - - - -+ -
Flag-Fbx117-A3LRR - + - - - -
Flag-Fbx117-AF-box - - + - - - -+
SNRPB2-HA + o+ + - o+ o+ o+
Ub-mye +  + + -+ + 4+ o+ o+
MG132 + + + o+ + + + + 4+ + +
MM (KDa) MM (KDa)
“7’2 IB: anti-Flag ‘ l‘7”5)- * Construgdes FbxI17
50 = — —
IB: anti-Myc| 34 IB: anti-HA ‘ 25 .
25 B X R ‘ 0 1
: anti-GAPDH | 37 GAPDH
IP: anti-HA
1B: allA

- SRNPB2

Figura 27. Ensaio de ubiquitinagdo de SNRPB2 e Fbxl17 em células HEK293T. Células
HEK?293T foram transfectadas com os plasmideos em destaque. Os eluidos provenientes das
imunoprecipitagcdes usando resina agarose anti-Flag a esquerda e extrato total (inpuf) pode ser
observado a direita. A resolucao foi feita por western blot usando os anticorpos indicados.

4.2.3 Avaliacio da interacdo entre HMCES e FbxI117

Posteriormente HMCES foi escolhida para prosseguir com os ensaios de validacdo.
Essa ¢ uma proteina nuclear que apresenta cerca 40,575 kDa de massa molecular e atua na
preservagdo da integridade gendmica agindo como sensor de sitios abasicos em fita simples
de DNA (ssDNA) (Mohni et al., 2019).

O ensaio de interagdo também foi realizado em células HEK293T co-transfectadas
com vetor vazio ou Fbxl17-FLAG em conjunto com HMCES-HA ou com o controle positivo
SUFU-HA. Observamos que nas amostras dos eluidos, ha a presenca de HMCES na fra¢do
contendo Fbxl17, sugerindo uma interacdo entre estas proteinas (Figura 28). No entanto, a
intensidade de sinal referente 8 HMCES ¢ muito fraca, consequentemente este experimento

foi reproduzido e obtivemos o mesmo padrio na intensidade de sinal correspondente a
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HMCES co-transfectada com FbxI17 (dados nao fornecidos). Observando o resultado da
interacdo do controle positivo SUFU, foi possivel constatar que o ensaio de imunoprecipitagido
foi eficiente. Apesar de HCMES apresentar uma interagcdo aparentemente fraca com Fbxl117,

prosseguimos para o ensaio de ubiquitina¢do em células HEK293T (Figura 29).

pcDNA3 + + - + -

Flag-FbxI117 - - -+

HMCES-HA -+ + - -

SUFU-HA - - - + o+
100 £

IB: anti-Flag ‘ 751

50
IB: anti-HA 37 ! HMCES

IP: anti-Flag

\
B IB: anti-Flag ‘ ],(7)2 - * Fbxl17
IB: anti-HA ‘ 50 SUFU

HMCES

1B: anti-GAPDH ‘ 37 garpH 37 i GArpH

Figura 28. Ensaio de interacdo entre HMCES e FbxI17. Células HEK293T foram
transfectadas com os plasmideos indicados. A) Os eluidos provenientes das
imunoprecipitacdes usando resina agarose anti-FLAG ou fragoes totais (B) foram resolvidas
em SDS-PAGE e western blot. Ensaio realizado em duplicata.

Ao analisarmos os eluidos de HMCES na presenga de Fbx117, ndo observamos sinal
de poliubiquitinacdo desta proteina (Figura 29, linha 2). Confirmamos que o processo de IP
foi eficiente, visto que houve detec¢@o de sinal referente 8 HMCES nas amostras do eluido,
também podemos notar ao analisamos as amostras dos inputs que as constru¢des de Fbx117
foram devidamente expressas. Sendo assim, os resultados sugerem que HMCES, embora seja
capaz de interagir de forma fraca com Fbxl17, ndo é substrato do complexo SCF(Fbx117).
Ensaios posteriores serdo realizados para avaliar as consequéncias funcionais da interagao

entre estas duas proteinas.
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Eluido Input

pcDNA3 + - - + - -
Flag-FbxI117 - + - - + _
Flag-Fbxl17-AF-box - - + - - +
HMCES-HA + + + o+ o+ o+
Ub-Mye + + o+ o+ o+ o+
MG132 + + o+ o+ o+ o+
MW (KDa)
-, -
116
IB: anti-Myc 66,2
45
35
IP: anti-HA 45 I
IB: anti-HA — — s wews we-HMCES
35+
e ¥ * | * Construcdes Fbxl17
i C T —
IB: anti-Fbx117 66,2+ : B
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IB: anti -GAPDH - —— —

35

Figura 29. Ensaio de ubiquitinagdo de HMCES por Fbx117 em células HEK293T. Células
HEK293T foram transfectadas com os plasmideos indicados. Fracdes eluidas provenientes
das imunoprecipitagdes usando resina agarose anti-Flag a esquerda e extrato total (input)
foram reveladas com os anticorpos indicados.

4.2.4 Avaliacio da interacdo entre LSM4 e FbxI17

LSM4 atua no splicing do pré-mRNA como componente do complexo U4/U6-US tri-
snRNP, crucial para a montagem do spliceossomo (Achsel et al., 1999). Essa proteina
apresenta massa molecular de 15,350 kDa e encontra-se localizada no nticleo celular (Bertram

etal., 2017).

O ensaio foi realizado em células HEK293T superexpressando LSM4-myec,
juntamente com FLAG-FbxI17 selvagem ou o vetor vazio pcDNA3. Os resultados
demonstraram que LSM4 foi eluida na presenc¢a do vetor vazio ou Fbxl17, apresentando sinal
mais intenso quando co-transfectada com Fbx117 (Figura 30). Este resultado é semelhante ao
obtido para o SNRPB2, entretanto, observamos neste caso que o input contendo Fbx117 e
LSM4 apresentava maior expressdo deste alvo, o que pode explicar o sinal mais intenso na
fragdo do eluido referente a este imput. Ensaios posteriores devem ser realizados com
condicdes de IP diferentes com o objetivo de minimizar as interacdes inespecificas com as

resinas utilizadas.
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Eluido Input

pcDNA3 + + - + + _
Flag-Fbxl17 - -+ - - +
LSM4-Myc -+ o+ - + +
MM (KDa) MM (KDa)
s 254 25
IB: anti-Myc B
184, =——G» 18.4 e L LSM4
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Figura 30. Ensaio de interacdo entre LSM4 e Fbx117. Células HEK293T foram transfectadas
com os plasmideos indicados. Os eluidos provenientes das imunoprecipitacdes usando resina
agarose anti-FLAG a esquerda e extrato total a direita (inpuf) pode ser observado a direita
foram revelados com os anticorpos indicados acima.

Como pudemos observar nos resultados de interacdo com SIP1/GEMIN?2 (Figura 25)
e SNRPB2 (Figura 26), este alvo selecionado apresentou um padrdo de interacdo ndo-
especifica com a resina muito similar ao que vimos anteriormente. Portanto concluimos que
provavelmente a interacdo com FbxI17 ndo ocorreu de forma especifica, e decidimos assim

ndo prosseguir com ensaios de validagdo adicionais com LSM4.

4.2.5 Avaliacio da interacdo entre SRSF9 e Fbx117

O proximo alvo selecionado foi o fator de splicing SRSF9 (Serine/arginine-rich
splicing fator 9) que desempenha papel no splicing constitutivo, sendo capaz de modular a
selecdo de sitios alternativos de splicing (Ha et al., 2021). Essa proteina possui cerca de 25,542

kDa e é encontrada no nucleo celular.

Utilizamos uma construc¢do desta proteina em fus@o com GFP na regido C-terminal,
totalizando uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa deste alvo. Os resultados do
ensaio de co-imunoprecipitacdo demonstraram que SRSF9 foi eluida juntamente com Fbx117
e ndo na presenga do vetor vazio, indicando que este alvo possivelmente interage com Fbx117
na cé¢lula (Figura 31). Devido a isso, o ensaio de ubiquitinagdo em célula foi realizado usando

este substrato em potencial na presenca de Fbxl17 ou do vetor vazio pcDNA 3.
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Eluido Input

pcDNA3 + + - + 4+ -
GFP + - - + - -
Flag-Fbxl17 - - 4+ .-
SRSF9-GFP -+ + -+ o+
MM (KDa) MM (KDa)
66,2 e | SRSF9
45,
66‘2-_
~= ==| SRSF9
== SHC ] . . GFP
IB: anti-GFP | 451 HC 25 .
1 GFP
IP: anti-Flag 25 [ — T e
116 L FbxI17 116 | Fbxl17
IB: anti-Fbxi17 | 66:2 = 662+ =
IB: anti-GAPDH | 35 - L GAPDH

Figura 31. Ensaio de interacdo entre SRSF9 e Fbx117. Células HEK293T foram transfectadas
com os plasmideos em destaque na figura acima. Os eluidos proveniente das
imunoprecipitagdes usando resina agarose anti-Flag a esquerda e extrato total (inpuf) pode ser
observado a direita. As membranas de western blot foram revelados usando os anticorpos
indicados. As marcagdes das cadeias leve (L.C) e pesada (HC) do anticorpo presente na resina
estdo destacados na imagem. Contornado em vermelho esta a marcagio referente 8 SRSF9.

Como SRSF9 esta em fusdo com GFP, para este ensaio de ubiquitinagdo em célula, foi
usada a resina anti-HA e ubiquitina contendo o tag HA. Neste cendrio, houve
imunoprecipitacdo de todas as proteinas poliubiquitinadas e a revelagdo foi feita com o
anticorpo anti-GFP para detectarmos a presenca de SRSF9 poliubiquitinada. Avaliando as
amostras do eluido ndo foi possivel identificar sinal de arraste caracteristico de
poliubiquitinacdo em SRSF9 quando co-transfectada com Fbx117 quando a membrana foi
incubada com o anticorpo anti-GFP. Este dado indica que ndo houve poliubiquitinacdo desta
proteina na presenga de Fbxl17 (Figura 32). Com a andlise do extrato total foi possivel
concluir que as construcdes de Fbxl17 bem como SRSF9 encontravam-se expressas nas
células usadas para o ensaio. Desta maneira, podemos concluir que apesar de SRSF9 interagir

com Fbxl17, essa proteina ndo ¢ substrato do complexo SCF(Fbx117).
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Eluido Input

pcDNA3 + - -+ - -
Flag-Fbxl117 -+ - -+ -
Flag-Fbxl17-AF-box - - + - - +
SRSF9-GFP + o+ + o+ o+ o+
Ub-HA + + + + + +
MG132 o+ o+ o+ o+ o+
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Figura 32. Ensaio de ubiquitinagdo de SRSF9 por Fbxl17 em células HEK293T. Células
HEK293T foram transfectadas com os plasmideos indicados acima. Eluidos provenientes das
imunoprecipitagdes usando resina agarose anti-HA a esquerda e extrato total (input) foram
submetidos a western blot com os anticorpos indicados.

4.2.6 Avaliacio da interacio entre RAD51AP1 e FbxI17

Tendo em vista que a grande maioria dos alvos associados ao processo de splicing ndo
apresentaram os resultados de interagdo e ubiquiti¢do esperados, decidimos selecionar outro
alvo fora desta via. A proteina RADS1AP1 (RADS51 associated protein 1) recentemente foi
identificada com expressdo elevada em linfomas e carcinomas agressivos por meio de um
screening génico (Modesti et al., 2007). RADS1AP1 é uma proteina de ligacdo ao DNA, e
encontra-se envolvida no processo de reparo do DNA por meio da promogao da recombinagéo
homologa mediada por RADS1. Esta proteina se encontra-se localizada no nucleo celular e

apresenta massa molecular de aproximadamente 38,457 kDa (Parplys et al., 2015).

Avaliando o resultado obtido pelo ensaio de interacdo com a Fbxl17, foi possivel
observar que RAD51AP1-HA ndo ¢ capaz de interagir com Fbxl17, embora essa proteina
tenha sido expressa de forma eficiente na linhagem celular escolhida (Figura 33).

Observamos também que os plasmideos foram expressos conforme visto nas analises dos
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inputs onde foi feita a incubagdo com os anticorpos anti-HA, para visualizagdo de

RADS51API1, e anti-FbxI17.

Eluido Input
EGFP + - + -
Flag-FbxI17 - + - +
RADSIAPI-HA  + + + +
MM (KDa)
66,2
*J
IB: anti-HA 45 4
—-‘ RADSI1AP1
35 4
IP: anti -Flag
IB: anti-Fbx17 | O]
: anti-Fbx ﬁ ".* -
7
662 Fbxll
IB: anti-GAPDH 351 W [ GAPDH

Figura 33. Ensaio de interacdo entre RADS5S1AP1 e Fbxl17. Células HEK293T foram
transfectadas com os plasmideos indicados acima. Os eluidos provenientes das
imunoprecipitagdes usando resina agarose anti-Flag a esquerda ou extrato total (imput) a
direita foram submetidos a western blot com os anticorpos indicados.

4.2.7 A proteina DDB1

A presenca de defeitos no sistema de reparo do DNA culmina em instabilidade
gendmica que pode ocasionar na etiologia de algumas doencas. Quando ocorre danos no DNA
ocasionados por radiacdo ultravioleta (UV), o sistema de reparo do DNA ¢ ativado, tendo
inicio através do reconhecimento de sitios de lesdo. Esse reconhecimento ¢ possibilitado
através do complexo DDB (DNA-binding protein complex) que € constituido por duas
proteinas, DDB1 e DDB2, conhecidas também como p127 e p48 respectivamente (Cang et
al., 2007). O complexo DDB ¢ capaz de reconhecer foto-produtos de pirimidina-pirimidona
induzida por radiacdo UV, bem como dimeros de pirimidina de ciclobutano, que sdo os tipos
de lesdes mais frequentes no DNA quando ocorre exposi¢ao prolongada a radiagdo UV (Iovine
etal., 2011).
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Em condigdes normais, DDB1 encontra-se majoritariamente no citosol, no entanto,
quando ha exposi¢do a radiacdo UV, DDBI ¢ translocada para o nucleo se ligando a DDB2
para formacdo do dimero DDB (lovine et al., 2011). Além de sua func¢do no reconhecimento
de sitios de lesdes no DNA, DDB1 também ¢ componente do complexo E3 ubiquitina-ligase
denominado Cul4A-RING (CRL4). Este complexo ¢ constituido por DDB1, DDB2, CUL4A
e ROCI1, e DDBI atua desempenhando papel como proteina adaptadora para associagdo de
Cul4A (Cullin 44) e DCAFs (CUL4-associated factors) (Sugasawa, 2009). Cullin-RING E3
ubiquitina-ligases (CRLs) sdo os tipos de E3 ligases mais abundantes em eucariotos mediando
a ubiquitinacdo de uma gama de substratos envolvidos na regulacdo do ciclo celular,
transducdo de sinal, integridade gendmica e desenvolvimento embrionario, dentre outras
(Sang et al., 2015). CTD1 (Chromatin licensing and DNA replication fator 1), componente
fundamental para a formagdo do complexo de pré-replicagdo, ¢ um substrato do complexo
CRL4 na presenca de radiagdo ionizante (Fouad et al., 2019). Adicionalmente, foi observado
que os niveis de CRL4 em cancer de ovario sdo elevados, e que o knockdown desse complexo
levou a inibi¢do da proliferacdo celular e migracdo, bem como o aumento no processo de

apoptose em células de cancer de ovario resistente a cisplatina (Hu et al., 2019).

DDB1 ¢ uma proteina conservada composta por 1.140 residuos de aminodcidos,
apresentando massa molecular de aproximadamente 127 kDa, e o gene humano que codifica
para essa proteina € situado no cromossomo 11q12-q13 (Tang & Chu, 2002). Essa proteina ¢
capaz de interagir com diversas proteinas virais, incluindo a proteina V de SV5
(Paramyxovirus simian virus 5), e as proteinas V do virus da caxumba, da parainfluenza
humana do tipo 2 e o virus do sarampo (Lin et al., 1998; Lin & Lamb, 2000; Tang & Chu,
2002). Adicionalmente, DDBI ¢é capaz de interagir com a proteina X do virus da hepatite B
(HBx), importante para o processo de multiplicagdo viral in vivo, bem como na transativacao

de diversos promotores virais e celulares.

A DDBI1 ¢ capaz de se associar ao dominio citoplasmatico de APP (Alzheimer’s
amyloid precursor protein), e em condicdes de disfuncdo metabdlica APP pode levar ao
aumento dos niveis da proteina B-amiloide contribuindo para o surgimento da doenca de
Alzheimer (Watanabe et al., 1999). Estudos anteriores reportaram que pacientes portadores
da doenca de Alzheimer apresentavam baixa atividade na via de reparo do DNA, o que pode

contribuir para a degeneracdo neuronal (Tang & Chu, 2002).
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Danos no DNA também tém sito relatado como uma das causas para o surgimento de
diversos tipos de cancer. Quando o sistema de reparo ndo funciona de forma efetiva propicia
o surgimento de mutacdes ou aberragdes cromossomicas em oncogenes € em Ssupressores
tumorais, auxiliando no crescimento e desenvolvimento tumoral (Torgovnick & Schumacher,
2015). E interessante ressaltar que mediante tratamentos de quimioterapia e radioterapia o
sistema de reparo de DNA também desempenha papel chave na eficacia da terapia adotada.
A baixa atividade do sistema de reparo de DNA em células tumorais as tornam mais sensiveis
ao tratamento, ao passo que células ndo tumorais podem ser afetadas por mutagdes decorrentes

no DNA que ndo esta sendo devidamente reparado (Kiwerska & Szyfter, 2019).

Ha relatos de que algumas proteinas do tipo F-box sdo capazes de interagir com DDB1.
Foi avaliado por meio de screening de siRNA um complexo E3 ubiquitina-ligase atipico
composto por CUL4B/DDB1 em associa¢do com a Fbxo44 mediando a degradagdo de RGS2
(Regulator of G protein signaling 2), fator essencial para reducdo da amplitude e o periodo de
duracdo da sinalizacdo através de receptores acoplados a proteina G (Sjogren et al., 2015).
Também foi verificado que o dominio F-box presente em Fbxo44, que ¢ crucial para interagdo
com SKP1 e formagdo do complexo SCF, ¢ essencial também para associagdo com CUL4B-
DDBI, pois a dele¢ao desse dominio impossibilita a interagdo com CUL4B/DDB1. Em outro
estudo, foi observado que pelo menos duas FBPs contendo o dominio WD40, Fbxw5 e Fbxws§,
sdo capazes de interagir com CUL4A/DDB1. Embora tenha sido constatado que o dominio F-
box em FbxwS5 nao seja crucial para interacdo com o complexo, uma vez que a sua delecdo
ndo afetou na associacdo dessa proteina com CUL4A/DDB1(He et al., 2006). Também foi
evidenciado que SKP2 (ou Fbxl1) ¢ capaz de interagir com DDB1 (Chen et al., 2019). Embora
haja relatos descritos de interagdo entre DDBI e proteinas do tipo F-box, as consequéncias

funcionais desse tipo de interagdo ainda permanecem pobremente estudadas.

4.2.8 Avaliacio da interacdo entre DDB1 e Fbx117

Resultados preliminares obtidos pelo grupo da Dra. Laman em um ensaio de
espectrometria de massas, indicaram interagdo entre DDB1 e FbxI17. O contato com a Dra.
Heike Laman foi possivel através do Programa Print/CAPES/PPGGEv onde tive a
possibilidade de trabalhar em seu laboratorio pelo periodo de 6 meses na University of
Cambridge/UK. Como mencionado acima, proteina DDB1 atua na manuten¢ao da integridade

genOomica por meio da via NER de reparo de DNA, localizada em sua maior propor¢ao no
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nucleo da célula sendo componente do heterodimero DDB1/DDB2 que se associam ao DNA
apos danos causados por luz-ultravioleta (Lovejoy et al., 2006). DDB1 também se encontra
associada ao processo de ubiquitinagdo em proteinas sendo parte do complexo DCX (DDBI1-

Cul4-X-box) (Hu et al., 2004).

DDBI1 ndo apareceu em nossas tabelas finais de potenciais substratos do Protoarray
porque seus spots apareceram ubiquitinados em somente uma das replicatas dos slides onde
foi usado o complexo selvagem (Figura 16) e (Figura 34B). Para validar a intera¢do entre
estas duas proteinas, realizamos ensaios de co-imunoprecipitagio em células U20S co-
transfectadas com DDB1-FLAG e Fbxl17-HA. Os resultados demonstraram que DDB1 foi
co-eluida com Fbx117, mas ndo com o vetor controle pcDNA3 (Figura 34A). Os inputs
demonstraram a expressdo de Fbxl17 e DDBI, sugerindo que Fbxl17 interage com DDBI
nesta linhagem celular (Figura 34A). Outro dado interessante observado nos inputs foi que a
co-transfeccdo de DDB1 com o vetor vazio apresentou sinal referente 8 DDB1 mais intenso
em comparacdo ao sinal dessa proteina co-transfectada com Fbxl17. Sugerindo que Fbx117

possivelmente estaria regulando os niveis intracelulares de DDB1.

Eluido  Input
pcDNAJ + -
Fbx117-HA - + - +
A DDBI1-Flag + + o+ o+
; B
MW (KDa)
116 4 ]
DDBI (B12R12C11(12)
S ;
IB: anti-HA - FbxI17 Slide WT 1
66,2
IP: anti-Flag
IB: anti -Flag — - DDB1
116
66,2 1
TB: anti -p-Tubulina | | B-Tubulina

Figura 34. Ensaio de interacdo entre DDB1 e Fbxl17 em U20S. A) Células U20S foram
transfectadas com os plasmideos em destaque. Eluidos provenientes da co-imunoprecipitagdo
usando resina agarose anti-FLAG a esquerda e extrato total (inpuf) pode ser observado a
direita. A resolugdo foi feita por western blot usando os anticorpos indicados. B) Imagem dos
spots em duplicata referente 8 DDB1 — Os spots estavam presentes no slide denominado WT1
(Wild Type I) onde a ubiquitinagdo foi feita usando o complexo selvagem SCF(Fbx117). A
coordenada dos spots no slide € no bloco 12 (B2 - Block 12), linha 12 (R12 — Row 12) e nas
colunas 11 ¢ 12 (C11(12) — Column 11 and 12).
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Em sequéncia, performamos outro ensaio de interagdo com o plasmideo expressando
a proteina DDBlem células HEK293T co-transfectadas também com Fbx117-A3LRR ou
Fbx117-AF-box para verificacdo da capacidade de interacdo de DDB1 com estas construgoes
mutantes (Figura 35). As trés ultimas colunas do eluido e do input foram as amostras onde
foi feita co-transfeccdo de DDB1 com as construgdes de FbxI17 selvagem e as versdes
mutantes Fbxl17-A3LRR e Fbxl17-AF-box, respectivamente. Detectamos a presenca de
DDBI1 co-eluindo com Fbx117 selvagem e com suas versdes mutantes (Figura 35A). SUFU
foi utilizada como controle positivo de interacdo, apresentando sinal intenso onde houve co-
transfec¢@o com Fbxl117, SUFU também interagiu de forma inespecifica com a resina, embora,
em propor¢do menor. Curiosamente, os niveis de DDB1 na presenga de Fbx117 selvagem foi
menor em comparagdo com a co-transfec¢do dessa proteina com Fbx117-A3LRR ou FbxI17-
AF-box, indicando que Fbx117 pode ser responsavel pela regulagdo dos niveis deste substrato
(Figura 35A). Este mesmo procedimento de transfec¢do foi reproduzido em uma segunda
analise, onde foi feita a IP reversa, usando a resina anti-HA para interagdo com DDBI.
Novamente pudemos identificar a presenca de Fbxl117, e as versoes mutantes Fbx117-A3LRR
e Fbxl17-AF-box, co-eluindo com DDBI1 (Figura 35B). Este dado estd de acordo com o
resultado obtido anteriormente no ensaio de interacdo de DDB1-Flag e Fbxl17-HA, onde foi

feita a IP usando a resina anti-FLAG para interagdo com DDB1 (Figura 34A).
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Figura 35. Ensaio de interacdo entre DDB1 e Fbxl17 em HEK293T.Células HEK293T foram
transfectadas com os plasmideos em destaque. Eluido proveniente da imunoprecipitagdo
usando resina anti-Flag a esquerda e extrato total (input) pode ser observado a direita. A
resolucdo foi feita por western blot usando os anticorpos indicados.

Adicionalmente, observamos que DDBI1 ¢ capaz de interagir com todas as construcdes
de Fbx117 utilizadas no experimento (Figuras 35). J4 foi reportado que esse dominio € crucial
para interacdo de DDB1 com Fbxo44 (Sjogren et al., 2015). Porém, com base em nossos
resultados obtidos concluimos que o dominio F-box ndo é essencial para interagdo de Fbx117
com DDB1, uma vez que a delegdo presente em Fbxl17-AF-box ndo impactou sua interagdo
com DDBI1 (Figura 35A — coluna 7, Figura 35B — coluna 8). Também somos capazes de

afirmar que a delecdo presente no dominio LRR em Fbxl17-A3LRR ndo impossibilitou a
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interacio dessa constru¢io com DDBI1. E possivel observar também que a intensidade de sinal
referente a DDB1 nas amostras co-transfectadas com FbxI17-A3LRR e Fbxl17-AF-box foi
mais forte quando comparado com o sinal obtido na amostra co-transfectada com Fbxl117
(Figura 35). Esse dado nos levou a hipdtese de que as constru¢cdes mutantes estariam
promovendo a prote¢do de DDBI contra degradacdo via proteassoma por meio da interacao
com essa proteina. No entanto estudos adicionais de estabilidade e ubiquitinagdo sdo

necessarios para confirmar essa teoria.

Sendo demonstrada a interagdo de DDB1 com Fbx117 em dois tipos celulares distintos,
realizamos ensaios de ubiquitinagio de DDB1 mediado por SCF(Fbxl17) em células
HEK293T (Figura 35). Observando as fragdes eluidas, notamos que onde foi feita a co-
transfeccdo de DDB1 com Fbxl17 o sinal de arraste referente a poliubiquitinagdo de DDBI
foi mais intenso do que quando comparamos ao sinal emitido na amostra usando o vetor vazio
com DDB1 (Figura 36, coluna 2 e 3). Foi preparado um controle de poliubiquitinagdo para
garantir que o sinal observado era referente a DDB1, onde foi feita a co-transfeccao de Fbx117
com o vetor vazio, uma vez que o complexo SCF(Fbxl17) tem a capacidade de se auto-
ubiquitinar. E possivel notar que ndo houve sinal de arraste referente a poliubiquitinagdo neste
controle, indicando que o sinal observado em DDB1 com Fbxl17 se tratava de ubiquitinagdo
especifica em DDB1 (Figura 36, coluna 1). Esses resultados sugerem fortemente que DDBI1
além de interagir com FbxIl17, ¢ um substrato do complexo SFC(FbxI17) em células

HEK?293T.

Para determinar que DDB1 ¢ um substrato candnico de SCF(Fbx117), ensaios de
estabilidade utilizando cicloheximida serdo realizados com o intuito de avaliar o tempo de
meia vida do alvo na presenca ou auséncia de Fbxl17. Tendo validado esta hipotese,
trataremos as células co-transfectadas com DDB1 e FbxI17 com o inibidor de proteassoma
MG132, para avaliar se este inibe a degradagdo de DDBI, indicando que seria um substrato

candnico da via ubiquitina-proteassoma.
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Figura 36. Ensaio de ubiquitinagdio de DDBI1 por Fbxl17. Células HEK293T foram
transfectadas com os plasmideos indicados. Os eluidos provenientes da imunoprecipitagdo
usando resina agarose anti-FLAG a esquerda e extrato total (inpuf) podem ser observados a
direita. A resolugao foi feita por western blot usando os anticorpos indicados.
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5 Conclusiao

Concluimos que o complexo mutante SCF(Fbxl17-A3LRR) é menos estavel que o
complexo selvagem SCF(Fbxl17), além de possuir uma atividade catalitica reduzida. Isso
sugere que o dominio LRR presente em Fbx117 é crucial para formacdo e estabilidade do

complexo SCF(Fbx117).

Ap6s a analise de enriquecimento funcional dos potenciais alvos de SCF(Fbx117) foi
possivel observar que os alvos obtidos em ambas as andlises se agruparam de forma
majoritaria na via de processamento do RNA, especialmente na modulagao do splicing do pré-
mRNA, e apresentaram sua localizag@o celular na intercessao nicleo-citoplasma em sua maior

propor¢ao.

Nossos resultados indicaram que Fbx117 ndo atua na via de modulagdo do splicing do
minigene E7A4, sendo necessario a utilizacdo de outro gene reporter de splicing para verificar
se Fbxl17 de fato ndo atua no processamento do splicing do pre-mRNA. Embora as listas
geradas com o ensaio do protoarray sugerem que uma grande variedade dos possiveis

substratos do complexo SCF(Fbx117) atuem regulando o splicing do pré-mRNA.

Os dados obtidos com os ensaios de interagdo e ubiquitinacdo indicaram que as
proteinas SNRPB2 e¢ SRSF9 foram capazes de interagir com Fbxl17, porém ndo foram
ubiquitinadas pelo complexo SCF(Fbx117). Adicionalmente, foi verificado que a proteina
DDBI também foi capaz de interagir com Fbxl17 e foi ubiquitinada em células HEK293T
pelo complexo SCF(Fbx117). Desta forma, este trabalho apresentou trés novos ligantes de

Fbx117 e um novo substrato do complexo.
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6  Perspectivas futuras

As listas de possiveis substratos presente nesse estudo podem ser utilizadas como
ferramenta na busca de novos ligantes e substratos para o complexo SCF(Fbx117) em estudos
futuros. O processo de validagdo de substrato para E3 ubiquitina-ligases especificas ¢ um
processo laborioso, tendo em maos uma lista que promove o direcionamento de quais alvos

poderia ser utilizada nos ensaios de validacao facilitaria o processo.

Como a grande maioria dos alvos identificados neste trabalham se agruparam na via de
modulagdo do splicing do pré-mRNA, seria interessante testar o papel de Fbx117 utilizando
outro gene reporter de splicing. Embora Fbx117 ndo apresentou papel na regulacao do splicing
do pré-mRNA do minigene E7A4, poderiamos obter um resultado diferente utilizando um gene

reporter de splicing distinto.

Ensaios adicionais para determinar as consequéncias funcionais da interagdo de Fbxl17
com SNRPB2 e SRSF9 sao necessarios. E ensaios de estabilidade usando cicloheximida serdo
realizados em estudos futuros para verificar como Fbxl17 e suas construgdes mutantes afetam
o tempo de meia vida de DDB1. Adicionalmente, para verificar se a ubiquitinagdo de DDBI
em célula ¢ afetada pela mutag@o presente no dominio LRR em Fbxl17-A3LRR, ensaios de

ubiquitinag¢do em célula serdo realizados futuramente.
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Apéndice

Tabela 7. Tabela de alvos detectados positivos para SCF(Fbxl17) subtraindo-se os positivos
para Fbxl17-AF-box. Obedecendo a p<0,001.

Gene.Symbol

WT _25nM_1 pval

WT _25nM_2 pval

Delta3 1 pval

Delta3 2 pval

DeltaFbox_1 pval

DeltaFbox_2 pval

ABCF3 0,00305 0,00265 0,0154 0,0275 0,0455 0,0743
ABLI 0,00168 0 0,0122 0,0177 0,0307 0,0743
ABR 0,00168 0,00568 0,0162 0,0308 0,0396 0,0743
ADH4 0,00885 0,00909 0,0332 0,0476 0,0633 0,0891
AFAPIL2 0,00046 0,00568 0,00247 0,0144 0,0324 0,0466
AFF4 0,00305 0,00136 0,0162 0,0476 0,0563 0,0866
AGGF1 0,00474 0,00286 0,0232 0,0463 0,0731 0,0866
ANLN 0,00106 0,00438 0,0064 0,0233 0,0128 0,0257
ANP32B 0,00168 0,00265 0,0145 0,0353 0,0455 0,0695
ARHGAPI2 0,000263 0,00409 0,0122 0,0275 0,0158 0,0198
BATF 0,00334 0,00286 0,0255 0,0476 0,0834 0,128
BCCIP 0,00764 0,005 0,0305 0,0451 0,0968 0,141
BCL11A 0,00305 0,00438 0,0171 0,0476 0,0941 0,0792
C100rf84 0,00764 0,00604 0,0318 0,0451 0,0455 0,0866
Cllorf58 0,004 0,00308 0,0221 0,0365 0,0807 0,109
Cllorf74 0,00655 0,0086 0,0733 0,0254 0,0518 0,122
C160rf80 0,00951 0,00308 0,0332 0,0595 0,0435 0,104
Clorfl16 0,00606 0,00767 0,0279 0,0152 0,018 0,0466
C2orfl3 0,000626 0,00162 0,00735 0,0169 0,0455 0,0647
C3orf26 0,00474 0,00468 0,0102 0,0254 0,0435 0,0647
C3orf37 0,0015 0,000357 0,00378 0,0275 0,0782 0,104
C6orf60 0,00823 0,00724 0,02 0,0377 0,0111 0,06
C8orf33 0,00207 0,00041 0,00956 0,0365 0,0158 0,0554
C8orf53 0,00606 0,00643 0,0487 0,068 0,125 0,188
C90rf150 0,00207 0,00909 0,00596 0,0152 0,0415 0,0671
C9orf82 0,00187 0,00533 0,00515 0,0102 0,0307 0,0363
CACNBI 0,00168 0,00331 0,00409 0,0137 0,0518 0,0172
CACYBP 0,00708 0,00767 0,0171 0,0451 0,0807 0,109
CAST 0 0,00812 0,00186 0,00737 0,0968 0,117
CBX5 0,000116 0,000923 0,0064 0,0186 0,0396 0,0647
CCDC106 0,00885 0,00604 0,0292 0,0582 0,0518 0,102
CCDC25 0,00187 0,00438 0,00378 0,0152 0,0415 0,0509
CCDCT2 0,0012 0,00382 0,019 0,0755 0,0633 0,0509
CCDCY5 0,000626 0,000151 0,00787 0,0223 0,0192 0,0554
CCNB3 0,00885 0,00959 0,00787 0,0786 0,0914 0,0241
CDC25A 0,00054 0,00308 0,00735 0,00843 0,0169 0,0184
CENTB2 0,00606 0,00124 0,021 0,0528 0,0782 0,102
CGI-38 0,004 0,00286 0,0243 0,0353 0,0941 0,138
CHD2 0 0,00192 0,0115 0,00843 0,0205 0,0326
CIP29 0,00823 0,00149 0,0154 0,0264 0,0111 0,0403
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CLUAPI 0,0000765 0,00331 0,00247 0,00194 0,0148 0,0344
CNNM1 0,00278 0,00643 0,0318 0,009 0,0169 0,0695
COPS7B 0,00951 0,00767 0,0221 0,0451 0,0377 0,0532
CSPP1 0,00559 0,00959 0,0108 0,0195 0,0415 0,0743
DCLKI 0,00305 0,000529 0,0115 0,0377 0,0158 0,0403
DCUN1D3 0,00168 0,00192 0,00956 0,0186 0,026 0,0695
DDX21 0,00252 0,00724 0,0108 0,0319 0,0307 0,0532
DKK4 0,00515 0,00682 0,0292 0,0476 0,128 0,194
DNAJCS 0,00278 0,00382 0,0375 0,0489 0,0941 0,141
DOK 0,004 0,00568 0,0145 0,0637 0,0158 0,0363
DPF2 0,00655 0,00724 0,039 0,068 0,145 0,161
DPPA4 0,00951 0,00568 0,0375 0,0609 0,0731 0,122
DRAPI 0,000826 0,00959 0,0064 0,0308 0,0246 0,0647
DYRK3 0,00823 0,00409 0,0346 0,0637 0,0609 0,0916
EAF1 0,00366 0,00767 0,0232 0,0451 0,102 0,136
EDC3 0,00823 0,00192 0,0437 0,0401 0,0887 0,141
EDN3 0,00515 0,00724 0,0171 0,0342 0,0275 0,0487
EIF2A 0,00106 0,00124 0,0595 0,0186 0,0111 0,0308
ERICHI 0 0,00209 0,00687 0,00372 0,0158 0,0198
FAMI26B 0,00823 0,000669 0,021 0,0264 0,0231 0,0466
FAMI28B 0,00168 0,00209 0,0137 0,0308 0,0231 0,06
FAMI30A2 0,00305 0,000747 0,00687 0,0177 0,0205 0,0466
FAMA44A 0,00366 0,000832 0,0115 0,0286 0,018 0,0647
FAMG4A 0,00764 0,00124 0,0145 0,0169 0,0111 0,029
FAM92A1 0,00168 0,00604 0,02 0,0129 0,0307 0,0554
FGF16 0,00305 0,00767 0,0487 0,0342 0,0586 0,107
FGFR10P 0,0000765 0,00909 0,0145 0,00596 0,0968 0,115
FHL3 0,00764 0,00959 0,054 0,0568 0,113 0,185
FLI21908 0 0,00767 0,00515 0,00404 0,0435 0,01
FLI35767 0,004 0,00812 0,0292 0,0195 0,0192 0,0403
FMNL2 0,00708 0,00533 0,0332 0,0476 0,0609 0,115
FRA10ACI 0 0,00533 0,0027 0,00404 0,0111 0,0326
GAK 0,00885 0,000832 0,0232 0,0401 0,0148 0,0257
GNLI 0,00606 0,000832 0,019 0,0264 0,0246 0,0624
GRHL3 0,00515 0,005 0,0279 0,0377 0,0887 0,109
HIF0 0,00168 0,000264 0,00787 0,0264 0,0169 0,0444
HMGBI 0,000263 0,00136 0,0137 0,0169 0,0657 0,107
HNRPC 0,00764 0,0086 0,0487 0,0365 0,0995 0,17
HSPC148 0,00054 0,00682 0,00515 0,00688 0,0205 0,0403
HTF9C 0,00366 0,00468 0,0558 0,0401 0,0586 0,122
ING1 0,0015 0,00136 0,0115 0,0296 0,054 0,0671
IRF2 0,0012 0,000669 0,0108 0,0204 0,0681 0,104
ITAC 0,00278 0,00209 0,0162 0,0214 0,0359 0,0792
ITGB3BP 0,00885 0,00245 0,0162 0,0389 0,0657 0,0941
KIAA0859 0,00366 0,00162 0,018 0,0389 0,0324 0,0577
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KIAA1143 0,00207 0,00265 0,0122 0,0233 0,0681 0,115
KIAA1189 0,00366 0,000467 0,018 0,016 0,0324 0,0577
KIAA1618 0,00334 0,00331 0,00841 0,0214 0,0275 0,0403
KIF2C 0,00016 0,00604 0,019 0,00737 0,0246 0,0172
KIFC3 0,00951 0,00192 0,0243 0,0438 0,054 0,104
KPNA2 0,00474 0,00162 0,0171 0,0438 0,0455 0,0624
LARP7 0,00229 0,00682 0,0267 0,0319 0,0359 0,0743
LIG3 0,000388 0,0086 0,00442 0,00959 0,0246 0,0308
LOC399763 0,00207 0,00604 0,00409 0,0102 0,0231 0,029
LOC653972 0,00305 0,00227 0,0108 0,0401 0,0415 0,0671
LOC93349 0,00606 0,00909 0,0243 0,0426 0,0633 0,0423
LRRC48 0,00885 0,00767 0,0883 0,0438 0,0341 0,0487
LRRC6 0,0000406 0,0086 0,00225 0,009 0,0128 0,0127
LSM4 0,00764 0,00286 0,018 0,0451 0,0563 0,0719
MAB21L2 0,00823 0,00308 0,0243 0,0609 0,0324 0,0647
MAP3K2 0,00885 0,00382 0,0318 0,0528 0,0633 0,102
MAPKSIP2 0,000826 0,00331 0,013 0,0152 0,0138 0,0383
MCM10 0,00135 0,00767 0,0154 0,0709 0,0169 0,0423
MEOX]1 0,00334 0,000596 0,0162 0,0451 0,0307 0,0866
MLLT6 0,000939 0,00227 0,019 0,0342 0,026 0,0308
MNDI 0,00515 0,000596 0,0122 0,0195 0,0455 0,0916
MORN3 0,00252 0,00286 0,00687 0,0204 0,0102 0,0273
MPP1 0,00334 0,000832 0,00956 0,0342 0,0324 0,0532
MSL3LI 0,00106 0,00909 0,00735 0,077 0,0192 0,0326
N/A 0,00016 0,00959 0,00247 0,00737 0,0148 0,0148
NA 0,00229 0,00245 0,018 0,033 0,0415 0,0866
NAPILI 0,00229 0,00192 0,0115 0,0233 0,0563 0,0768
NAPIL2 0,00207 0,00177 0,0162 0,0177 0,0455 0,0941
NCAPG 0,00334 0,0000644 0,00841 0,0137 0,0231 0,0509
NCF2 0,00606 0,00682 0,019 0,0568 0,054 0,775
NCKI1 0,00515 0,00812 0,0243 0,0377 0,0563 0,0841
NEURODI 0,00229 0,00468 0,0122 0,0243 0,0192 0,029
NIP30 0,00054 0,005 0,0243 0,0223 0,0359 0,0743
NOLCI 0,0000765 0,00162 0,00442 0,0152 0,47 0,0403
NVL 0,00187 0,00909 0,0405 0,0319 0,054 0,112
ODF2 0,00207 0,00767 0,0032 0,0129 0,0128 0,0241
OFD1 0,00951 0,00209 0,0332 0,0502 0,0706 0,107
ORIA2 0,00885 0,00245 0,0243 0,0476 0,0377 0,0647
OTUD6B 0,0012 0,00959 0,039 0,0275 0,0807 0,0743
PAIP2 0,00168 0,000357 0,00515 0,0195 0,0341 0,0991
PAK6 0,00559 0,000467 0,0221 0,0401 0,0246 0,0671
PARG 0,00334 0,00568 0,018 0,0296 0,0609 0,0671
PESI 0,000722 0,00812 0,00554 0,009 0,0138 0,0198
PGBD4 0,00515 0,00192 0,0122 0,0319 0,0324 0,0577
PHF23 0,0000406 0,00767 0,0032 0,00194 0,0102 0,0109
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PI4KB 0,00252 0,000529 0,0108 0,0296 0,0341 0,0532
PLEKHCI 0,00046 0,00382 0,0122 0,0115 0,0415 0,0363
PLEKHF2 0,00168 0,00245 0,0108 0,0233 0,0435 0,0624
PPFIBP2 0,00168 0,00209 0,021 0,0275 0,0609 0,0991
PPPIRI10 0,00135 0,0000905 0,00787 0,0254 0,0138 0,0532
PRKCA 0,0012 0,00331 0,0032 0,0108 0,0148 0,0172
PRKCBI 0,000626 0,00468 0,02 0,0152 0,0341 0,0554
PRKCZ 0,00708 0,0086 0,00478 0,0204 0,0291 0,0344
PRPF38A 0,00305 0,00112 0,00554 0,0243 0,018 0,029
PSCD4 0,00606 0,00724 0,102 0,0451 0,0706 0,0817
PSMAS 0,00474 0,00162 0,0154 0,0401 0,0128 0,0257
RAD51API 0,00135 0,00682 0,00442 0,0177 0,0205 0,0326
RAPGEF4 0,00366 0,00409 0,0171 0,0414 0,0968 0,15
RBM23 0,000939 0,00112 0,0064 0,0214 0,018 0,0383
RDBP 0,0000083 0,00767 0,0032 0,00641 0,0111 0,0127
RFX5 0 0,00568 0,00378 0,0144 0,0192 0,0344
RGS14 0,00229 0,0000644 0,00735 0,0264 0,0291 0,128
RIMS3 0,00655 0,00724 0,0279 0,0438 0,0169 0,0326
RIOK 1 0 0,00177 0,000667 0,00141 0,0102 0,016
RPH3AL 0,00305 0,00533 0,0346 0,0342 0,018 0,0257
RPL23A 0,00278 0,000119 0,00956 0,0353 0,018 0,0647
RPL31 0,00334 0,00468 0,0346 0,0582 0,113 0,15
RPS19 0,00054 0,00112 0,0232 0,0204 0,0415 0,0817
RPS20 0,00366 0,00767 0,0115 0,0308 0,0307 0,0444
RPS6KBI 0,00305 0,00409 0,0115 0,0186 0,0128 0,0403
RSLIDI 0,00951 0,00767 0,0305 0,0528 0,0518 0,112
RSRC2 0,000722 0,00112 0,0122 0,0308 0,0341 0,0792
RUFY4 0,00764 0,00643 0,039 0,0438 0,0834 0,128
SAFB2 0,00187 0,000596 0,00897 0,0177 0,0377 0,0532
SAMSNI1 0 0,000357 0,00554 0,00474 0,0169 0,0383
SFRS5 0,00168 0,00533 0,00956 0,0223 0,0158 0,0383
SFRS6 0,00606 0,00265 0,00409 0,0195 0,0138 0,775
SFRS9 0,00559 0,00409 0,0232 0,0365 0,0307 0,0866
SIP1 0,00708 0,00227 0,0267 0,0214 0,0307 0,0344
SLC4A1AP 0 0,00286 0,00137 0,00737 0,0111 0,0118
SMARCAS5 0,000116 0,000747 0,00841 0,0186 0,0396 0,0532
SMNDCI 0,00252 0,00724 0,0437 0,0414 0,0518 0,0768
SNRPAI 0,00366 0,000669 0,0108 0,0243 0,018 0,0487
SNRPB2 0,00559 0,00331 0,0267 0,0414 0,0359 0,0817
SPATS2 0,004 0,00767 0,0243 0,0296 0,0633 0,0841
SRPK2 0,000939 0,0086 0,00841 0,0195 0,0476 0,0719
STK33 0,000323 0,00767 0,021 0,0115 0,0341 0,0866
SUHW2 0,000323 0,00767 0,0232 0,0129 0,0275 0,0344
SURF2 0,000826 0,00177 0,0162 0,0264 0,0377 0,0647
TADA3L 0,0012 0,00568 0,00186 0,00688 0,0497 0,0118
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TARS 0,00823 0,00959 0,0558 0,0651 0,128 0,182
TBPLI 0,00515 0,00533 0,00687 0,0286 0,026 0,0466
TIAM2 0,00334 0,00959 0,0292 0,0342 0,0586 0,0966
TNRCS 0,00252 0,0086 0,00787 0,0308 0,0435 0,0487
TRATI 0,00135 0,00136 0,0122 0,0254 0,0377 0,0695
TSGA10 0,00515 0,00643 0,0292 0,0377 0,0497 0,107
TTLL7 0,00515 0,000529 0,018 0,0365 0,0324 0,0866
UPF3A 0,000722 0,000747 0,0108 0,221 0,0169 0,0768
USP45 0,00187 0,00209 0,019 0,0319 0,0563 0,104
WASL 0,000209 0,000669 0,00554 0,016 0,0586 0,0695
WBSCR22 0,00708 0,00356 0,0405 0,0609 0,0497 0,0841
WDR4 0,00764 0,005 0,0232 0,0414 0,0396 0,0466
YYI 0,00606 0,000669 0,00956 0,0186 0,0158 0,0403
ZBTBI4 0,00474 0,00331 0,0243 0,0254 0,0324 0,0577
ZFANDI 0,00951 0,00959 0,013 0,0286 0,0377 0,0444
ZHX2 0,000826 0 0,00294 0,741 0,0341 0,06
ZKSCAN4 0,00366 0,000529 0,021 0,0414 0,0476 0,0624
ZNF428 0,00229 0,00568 0,0243 0,0296 0,0455 0,0941
ZNF706 0,00655 0,00724 0,018 0,0463 0,0586 0,0768

Tabela 8. Tabela de alvos detectados positivos para SCF(Fbx117) subtraindo-se os positivos
para SCF(Fbx117-A3LRR) e Fbxl17-AF-box. Obedecendo a p<0,001.

Gene.Symbol

WT 25nM 1 pval

WT 25nM 2 pval

Delta3 1 pval

Delta3 2 pval

DeltaFbox 1 pval

DeltaFbox 2 pval

ABR 0,00168 0,00568 0,0162 0,0308 0,0396 0,0743
AFF4 0,00305 0,00136 0,0162 0,0476 0,0563 0,0866
AGGF1 0,00474 0,00286 0,0232 0,0463 0,0731 0,0866
ANP32B 0,00168 0,00265 0,0145 0,0353 0,0455 0,0695
BATF 0,00334 0,00286 0,0255 0,0476 0,0834 0,128
BCCIP 0,00764 0,005 0,0305 0,0451 0,0968 0,141
BCLI11A 0,00305 0,00438 0,0171 0,0476 0,0941 0,0792
C100rf84 0,00764 0,00604 0,0318 0,0451 0,0455 0,0866
Cllorf58 0,004 0,00308 0,0221 0,0365 0,0807 0,109
Cllorf74 0,00655 0,0086 0,0733 0,0254 0,0518 0,122
Clorfl16 0,00606 0,00767 0,0279 0,0152 0,018 0,0466
C3orf26 0,00474 0,00468 0,0102 0,0254 0,0435 0,0647
C8orf53 0,00606 0,00643 0,0487 0,068 0,125 0,188
CCDC106 0,00885 0,00604 0,0292 0,0582 0,0518 0,102
CENTB2 0,00606 0,00124 0,021 0,0528 0,0782 0,102
CGI-38 0,004 0,00286 0,0243 0,0353 0,0941 0,138
COPS7B 0,00951 0,00767 0,0221 0,0451 0,0377 0,0532
DCLK]1 0,00305 0,000529 0,0115 0,0377 0,0158 0,0403
DDX21 0,00252 0,00724 0,0108 0,0319 0,0307 0,0532
DKK4 0,00515 0,00682 0,0292 0,0476 0,128 0,194
DNAJCS 0,00278 0,00382 0,0375 0,0489 0,0941 0,141
DOKI 0,004 0,00568 0,0145 0,0637 0,0158 0,0363
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EAF1 0,00366 0,00767 0,0232 0,0451 0,102 0,136
EDC3 0,00823 0,00192 0,0437 0,0401 0,0887 0,141
EDN3 0,00515 0,00724 0,0171 0,0342 0,0275 0,0487
FAMI26B 0,00823 0,000669 0,021 0,0264 0,0231 0,0466
FAMI28B 0,00168 0,00209 0,0137 0,0308 0,0231 0,06
FAM44A 0,00366 0,000832 0,0115 0,0286 0,018 0,0647
FAM92A1 0,00168 0,00604 0,02 0,0129 0,0307 0,0554
FGF16 0,00305 0,00767 0,0487 0,0342 0,0586 0,107
GAK 0,00885 0,000832 0,0232 0,0401 0,0148 0,0257
GNLI 0,00606 0,000832 0,019 0,0264 0,0246 0,0624
GRHL3 0,00515 0,005 0,0279 0,0377 0,0887 0,109
HMGBI 0,000263 0,00136 0,0137 0,0169 0,0657 0,107
HTF9C 0,00366 0,00468 0,0558 0,0401 0,0586 0,122
ING1 0,0015 0,00136 0,0115 0,0296 0,054 0,0671
IRF2 0,0012 0,000669 0,0108 0,0204 0,0681 0,104
ITGB3BP 0,00885 0,00245 0,0162 0,0389 0,0657 0,0941
KIAA0859 0,00366 0,00162 0,018 0,0389 0,0324 0,0577
KIAA1143 0,00207 0,00265 0,0122 0,0233 0,0681 0,115
KIAA1189 0,00366 0,000467 0,018 0,016 0,0324 0,0577
KPNA2 0,00474 0,00162 0,0171 0,0438 0,0455 0,0624
LARP7 0,00229 0,00682 0,0267 0,0319 0,0359 0,0743
LOC653972 0,00305 0,00227 0,0108 0,0401 0,0415 0,0671
LSM4 0,00764 0,00286 0,018 0,0451 0,0563 0,0719
MAPKSIP2 0,000826 0,00331 0,013 0,0152 0,0138 0,0383
MEOXI1 0,00334 0,000596 0,0162 0,0451 0,0307 0,0866
MNDI 0,00515 0,000596 0,0122 0,0195 0,0455 0,0916
NAPILI 0,00229 0,00192 0,0115 0,0233 0,0563 0,0768
NAPIL2 0,00207 0,00177 0,0162 0,0177 0,0455 0,0941
NCF2 0,00606 0,00682 0,019 0,0568 0,054 0,775
NCK1 0,00515 0,00812 0,0243 0,0377 0,0563 0,0841
NEURODI 0,00229 0,00468 0,0122 0,0243 0,0192 0,029
NIP30 0,00054 0,005 0,0243 0,0223 0,0359 0,0743
OFDI 0,00951 0,00209 0,0332 0,0502 0,0706 0,107
ORIA2 0,00885 0,00245 0,0243 0,0476 0,0377 0,0647
PAK6 0,00559 0,000467 0,0221 0,0401 0,0246 0,0671
PGBD4 0,00515 0,00192 0,0122 0,0319 0,0324 0,0577
PLEKHCI 0,00046 0,00382 0,0122 0,0115 0,0415 0,0363
PLEKHF2 0,00168 0,00245 0,0108 0,0233 0,0435 0,0624
PPFIBP2 0,00168 0,00209 0,021 0,0275 0,0609 0,0991
PRKCBI 0,000626 0,00468 0,02 0,0152 0,0341 0,0554
PSCD4 0,00606 0,00724 0,102 0,0451 0,0706 0,0817
PSMAS 0,00474 0,00162 0,0154 0,0401 0,0128 0,0257
RIMS3 0,00655 0,00724 0,0279 0,0438 0,0169 0,0326
RPH3AL 0,00305 0,00533 0,0346 0,0342 0,018 0,0257
RPL31 0,00334 0,00468 0,0346 0,0582 0,113 0,15
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RPS19 0,00054 0,00112 0,0232 0,0204 0,0415 0,0817
RPS20 0,00366 0,00767 0,0115 0,0308 0,0307 0,0444
RPS6KBI 0,00305 0,00409 0,0115 0,0186 0,0128 0,0403
RSRC2 0,000722 0,00112 0,0122 0,0308 0,0341 0,0792
RUFY4 0,00764 0,00643 0,039 0,0438 0,0834 0,128
SFRS5 0,000626 0,005 0,0102 0,0233 0,0158 0,0363
SFRS9 0,00559 0,00409 0,0232 0,0365 0,0307 0,0866
SNRPAI 0,00366 0,000669 0,0108 0,0243 0,018 0,0487
SNRPB2 0,00559 0,00331 0,0267 0,0414 0,0359 0,0817
SPATS2 0,004 0,00767 0,0243 0,0296 0,0633 0,0841
STK33 0,000323 0,00767 0,021 0,0115 0,0341 0,0866
SUHW2 0,000323 0,00767 0,0232 0,0129 0,0275 0,0344
SURF2 0,000826 0,00177 0,0162 0,0264 0,0377 0,0647
TIAM2 0,00334 0,00959 0,0292 0,0342 0,0586 0,0966
TRATI 0,00135 0,00136 0,0122 0,0254 0,0377 0,0695
TSGA10 0,00515 0,00643 0,0292 0,0377 0,0497 0,107
TTLL7 0,00515 0,000529 0,018 0,0365 0,0324 0,0866
USP45 0,00187 0,00209 0,019 0,0319 0,0563 0,104
WBSCR22 0,00708 0,00356 0,0405 0,0609 0,0497 0,0841
WDR4 0,00764 0,005 0,0232 0,0414 0,0396 0,0466
ZBTB14 0,00474 0,00331 0,0243 0,0254 0,0324 0,0577
ZFANDI 0,00951 0,00959 0,013 0,0286 0,0377 0,0444
ZKSCAN4 0,00366 0,000529 0,021 0,0414 0,0476 0,0624
ZNF428 0,00229 0,00568 0,0243 0,0296 0,0455 0,0941
ZNF706 0,00655 0,00724 0,018 0,0463 0,0586 0,0768
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Ubiquitin-proteasome system (UPS) and E 3 ligases

The ubiquitin-proteasome system (UPS) is the major responsible for intracellular proteolysis
having a central role in regulating many cellular processes such as cell cycle progression,
apoptosis, immune response, differentiation, signal transduction, and protein quality control
[1]. This system was described by Aaron Ciechanover, Avram Hershko, and Irwin Rose, who
received the Nobel Prize in Chemistry in 2004.

The ubiquitin is a small protein composed of 76 amino acids with approximately 8.5 kDa,
which is found ubiquitously in most eukaryotic cells [2]. It is attached to a protein substrate
through an isopeptide bond formed between the carboxyl group (COO —) of the ubiquitin’s
glycine 76 and the amino group of the protein target. This posttranslational modification
called ubiquitination involves a three-step enzyme cascade: initially, ubiquitin-activating
enzyme (E1) catalyzes ubiquitin activation in an ATP-dependent reaction; secondly, activated
ubiquitin is transferred to ubiquitin-conjugating enzyme (E2) via a thioester linkage between
E2 cysteine in active site and C-terminal of ubiquitin; finally, ubiquitin ligases (E3) that
specifically binds to the substrate recruits the E2 ~ Ub and catalyzes the transferring of
ubiquitin to the substrate [1] (Fig. 1).

The human genome encodes two E1 enzymes, 37 E2 enzymes, and more than 600 E3
ligases, which are classified in two major families based on their specific domains: HECT
(homologous to E6-associated protein C-terminus) domain or a RING (really interesting
new gene) finger domain. HECT and RING E3 ligases have different mechanisms to
ubiquitinate their substrates. HECTs catalyze substrate ubiquitination in a two-step reaction:

*These authors contributed equally for this work.

Proteolytic Signaling in Health and Disease. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-85696-6.00010-X
Copyright © 2022 Elsevier Inc. All rights reserved. 1 1
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Fig. 1
The ubiquitin-proteasome system. Ubiquitin is activated by E1 in an ATP-dependent reaction and
transferred to an E2. Finally, the E3 ubiquitin ligase transfers the ubiquitin from E2 to a substrate.
Ubiquitination either can direct the polyubiquitinated substrate to the proteasome for degradation
or can alter the function of the target protein. Furthermore, ubiquitinated substrate can be
deubiquitinated by deubiquitinating enzymes.

in the first step, HECT conserved cysteine residue accepts activated ubiquitin from an E2

by a transthiolation reaction; in the second step, the ubiquitin is transferred from the E3
intermediate to a lysine on the target substrate, whereas RING E3s transfer ubiquitin directly
from E2 to substrate [3] (Fig. 2).

Most of the human E3 ligases are RING type with the Cullin RING ligases (CRLs)
superfamily being the most abundant. They are composed of Cullin protein (Cul-1, -2, -3, -4a,
-4b, -5, -7, or -9), a small RING protein (Rbx1/Roc1/Hrtl), and either an adaptor protein(s)
that binds to an interchangeable substrate recognition protein [4]. The most studied class

of CRLs is the SCF (SKP, Cullin, F-box), which is composed of SKP1 (S-phase kinase-
associated protein 1), Cullin 1, Rbx1 (RING box protein 1), and a member of F-box protein
family (Fig. 3A). Rbx1 contains a RING domain that interacts with Cullin 1 and recruits

E2 ~ Ub to be transferred to the substrate. Cullin 1 is a scaffold of the complex, interacting
with Rbx1 at C-terminus and SKP1 at N-terminus. SKP1 works as an adapter linking the
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Fig. 2
Different mechanisms of ubiquitination by two classes of E3 ubiquitin ligases: HECT and RING E3
ligases. HECT E3 ligases catalyze substrate ubiquitination in a two-step reaction: first, ubiquitin is
transferred from E2 to HECT E3, and then, ubiquitin is transferred to substrate, whereas RING E3s
transfer ubiquitin directly from E2 ~ Ub to substrate.

F-box protein to Cullin 1, connecting it with the rest of the complex. Finally, F-box proteins
are characterized by a 4248 amino acid F-box motif that binds SKP1 and also a
carboxy-terminal domain that interacts with substrates, which allow the specificity of
ubiquitination [5].

There are 69 F-box proteins in humans that are classified into three families based on its
substrate-interacting domain: FBXW, with WD40 repeated domain; FBXL, with
Leucine-Rich Repeats (LRR); and FBXO, with either another or no other motif [6] (Fig. 3B).
The SCF complexes regulate cell cycle, immune response, signaling pathways, and
development stages through the ubiquitination of their targets, such as cyclins and p-catenin.
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Fig. 3
(A) The SCF (SKP1, Cullin 1, F-box) E3 ubiquitin ligases. SCF complexes are composed of SKP1,
Cullin 1, Rbx1 and an F-box protein. Rbx1 interacts with Cullin 1 and recruits E2 ~ Ub to be
transferred to the substrate. Cullin 1 is a scaffold of the complex, interacting with Rbx1 and SKP1.
The F-box proteins utilize the F-box domain to interact with SKP1. (B) The three classes of F-box
proteins and the most studied proteins of each class.

Deregulation of SCF-dependent proteolysis can lead to neoplastic transformation, in which
mutations of SCF subunit are found in several breast and ovarian cancer cell lines [7].

The target protein can be monoubiquitinated or multi-monoubiquitinated, where a ubiquitin is
added in multiple lysine residues. Moreover, the first ubiquitin attached to substrate can prime
the attachment of another ubiquitin into the first through their seven lysine residues (Lys6,
Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, and Lys63), resulting in different types of ubiquitin
chains. Each one of them has a unique tertiary structure resulting in different cascade events
in the cells [8] (Fig. 4). Monoubiquitination is involved in cellular recycling, lysosome
degradation of cell-surface receptors, DNA repair, histone regulation, and others. Ub chains
linked via Lys48 or 63 are the most well characterized, while Lys48 polyubiquitinated
destinates the substrate for 26S proteasome degradation, the Lys63 polyubiquitination has a
nondegradative function in different signaling pathways such as endocytosis, DNA repair, and
NF-«B [9].

The ubiquitination is a reversible process, where ubiquitin can be removed from the substrate
by deubiquitinating enzymes (DUBs). There are approximately 79 DUBs in the human
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Fig. 4
Representation of monoubiquitinated substrate and different polyubiquitin chain types via Lys6,
Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, Lys63, and their respective cellular functions.

genome responsible for removing ubiquitin molecules from the target protein. DUBs are

also called as deubiquitylating or deubiquitinating enzymes and can be subdivided into five
families: ubiquitin C-terminal hydrolases (UCHs), ubiquitin-specific proteases (USPs),
ovarian tumor proteases (OTUS), Josephins, and JAB1/MPN/MOV 34 metalloenzymes.
DUBs’ activities are specific for both substrates and particular ubiquitin chain types, and this
specificity is not restricted to a particular DUB family [10].

In general, DUBs catalyze a proteolytic reaction between a Lys e-amino group and a carboxy
group corresponding to the C-terminal of ubiquitin in a single-step chain removal through
ubiquitinated target sequences in substrates. These DUBs can both remove ubiquitin completely
from substrates or leave them monoubiquitinated, in which most promiscuous DUBs remove
ubiquitin completely, while linkage-specific DUBs might leave them monoubiquitinated. Once
a substrate is monoubiquitinated, it can be extended again, including different types of ubiquitin
chains; therefore, DUBs can also promote ubiquitin chain editing [ 10] (Fig. 5).

Proteasome

The proteasome is the major ATP-dependent protease in eukaryotic cells being the most
downstream element of the UPS, responsible for the degradation of polyubiquitinated
proteins. It plays a central role in many biological processes, such as cell cycle progression,
signal transduction, and protein quality control. This 2.5 MDa protease is constituted by

at least 32 different subunits that form a 20S proteolytic core (PC) and one or two 19S
regulatory particles (RPs) that serve as a proteasome activator with a molecular mass of
approximately 700 kDa (called PA700) (Fig. 6). The 19S RP binds to one or both ends of the
latent 20S proteasome to form an enzymatically active proteasome. The proteasome works
via a multistep mechanism where substrate recognition, deubiquitination, unfolding, and
translocation occur into 19S RP, while peptide bond cleavage occurs in PC [11].
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In Fig. 6, we can observe that the RP 19S particle consists of 20 subunits in mammals that
are subdivided into the lid (Rpn 1-13, Rpn15) and base, which is composed of six ATPases
subunits from the AAA + family (Rpt1-6). Polyubiquitinated proteins are recognized by
Rpn10 and Rpn13 subunits and Rad23, Dsk2, and Ddil through their Ub-like (UBL) domains
and Ub-associated (UBA) domains, respectively. The ubiquitin chains of polyubiquitinated
substrates are first removed by the Rpnl1 and unfolded by the hexameric ring (Rpt1-6) and
subsequently translocated to the inner of CP 20S complex, which is composed by 28 subunits
arranged in four hetero-heptameric rings (x1-7; p1-7; p1-7; a1-7) that are highly conserved
in eukaryotes [11]. The two a rings complexes form a narrow channel that only allow the
traffic of denatured proteins through it. The two inner p rings are the catalytic chamber of 20S
CP, which contains three enzymatically active sites by 1, f2, and 5 classified in caspase-
like, trypsin-like, and chymotrypsin-like, respectively. The final products of proteasome
digestion are a heterogeneous mixture of peptides that in some cases can be biologically
active and functional molecules (Fig. 6).

N - 19S RP

Unfolding and
traslocation;
opening of 208 gate
for substrate entry

T

Substrate
degradation by six
peptidase sites

T

= - 19S RP

Fig. 6
Structure and function of 26S proteasome subunits. 19S regulatory particles (RP) act as a
proteasome activator and are subdivided into the lid (Rpn 3, 5-9, 11, 12, and 15); base, which is
composed of Rpn 1, 2, 10, and 13; and six ATPase subunits (Rpt1-6). The 20S proteolytic core
(PC) is constituted by 28 subunits arranged into four hetero-heptameric rings (a1-7; p1-7; p1-7;
al1-7). 20S CP contains three enzymatically active sites by f1, f2, and B5 classified into caspase-like,
trypsin-like, and chymotrypsin-like, respectively (highlighted in red (dark gray in the print version)).
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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Cell signaling regulation by ubiquitination

Ubiquitin is a key regulator in different cell signaling pathways such as mitophagy, NF-kB
and interferon signaling pathway, cell cycle, and DNA repair. In this section, we will discuss
the role of ubiquitination in each of these processes (Fig. 7).

NF-xB signaling pathway

The NF-kB protein family was discovered as transcription factors that bind to an enhancer
of kappa light genes in B cells—therefore, the name kB, which is the name of the DNA
region they bind. This family comprises five members, responsible for the expression of a
series of genes related to immunity response, acting on cell survival and immunity. All of the
five (p50, p52, p65/RelA, c-Rel, and RelB) possess a Rel homology domain (RHD), which
enables the formation of heterodimers—the functional structure of NF-kB proteins. The
RHD is also important in controlling the activity of these transcription factors, since NF-xB
inhibitors (IkBs) also bind to this region when the signaling pathway is inactive, preventing
dimerization and nuclear translocation from cytoplasm [12, 13].

Ubiquitin stands out as one of the main regulators of NF-kB signaling pathway being
responsible for its activation or inhibition. When the canonical pathway is stimulated
via tumor necrosis factor (TNF), interleukins (ILs), or pathogens products such as

NFxB DNA Repair Legend
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Fig. 7
Cellular processes regulated by ubiquitination. Examples of targets in each process are indicated
with the ubiquitin types conjugated by the E3 ubiquitin ligases.
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lipopolysaccharide (LPS), the signal transduction leads to phosphorylation of IkBs by the IxkB
kinase complex (IKK). The phosphorylated inhibitors are recognized and ubiquitinated by the
E3 ligase SCF(B-TRCP)—also known as SCF(Fbxw1)—which are then destinated to by the
proteasome (Fig. 8). Activation of the noncanonical pathway also relies on the ubiquitination
of own NF-xB proteins. p100, for example, requires a proteasomal treatment that only
degrades its C-terminus region, which acts as an intramolecular inhibitor—it is similar to
IkBs; once this region is removed by the 26S proteasome, the p52 protein is active [12].

Ubiquitination is central in the control of canonical and noncanonical pathways, as several
components of these pathways suffer modifications through ubiquitin. The IKK, for example,
is only fully active when polyubiquitinated by K63—and this process is mediated by the

E2 complex Ubc13/Uev1A and the TRAF6 protein, which contains a RING domain in its
N-terminus region that is able to facilitate the formation of those chains on IKK. Activation of
the pathway through IL-1p (consequently through IL-1 receptor, IL-1R) is completely ablated
when the wild-type ubiquitin pool is replaced by a K63R-mutated ubiquitin within the cell;
more than that, the K63 ubiquitin chains were first discovered as an activator of the NF-xB
pathway [12, 14].

The activation of the pathway can also be reached through a very particular mechanism

of ubiquitination that, so far, has only been described to be performed by one E3 ligase:
linear ubiquitin chains, catalyzed by linear ubiquitin chain assembly complex (LUBAC).
Differently from the ubiquitin chains formed by the addition of a ubiquitin onto another
ubiquitin’s lysine, isopeptide bonds of linear chains occur with the methionine 1 residue

of ubiquitin. LUBAC is recruited after IL-1R or tumor necrosis factor receptor (TNFR)
activation, and depending on the type of receptor stimulated, different response will occur.
Activation of TNFR leads to recruitment and K63 polyubiquitination of RIPK1, which is the
signal for LUBAC:; in turn, LUBAC produces linear chains on RIPK1 and attracts NEMO,
the regulatory subunit of the IKK complex, which is also a target for LUBAC’s linear chains,
responsible for activating IKK and causing a later degradation of IkBs by proteasome
recognition of K48 chains added by SCF(-TRCP). On the contrary, if the cascade starts

via IL-1R, LUBAC will recognize ubiquitinated IRAK1, which was previously recruited by
already modified Myd88 and IRAK4. In this situation, LUBAC is not only able to produce
linear chains but also extends already existing K63 chains, forming hybrid chains. The
simultaneous presence of TAB1-TAB2/3-TAKI in this context completes the requirements
for the activation of IKK complex, which ultimately will cause the expression of the genes
controlled by this pathway [12, 15].

Deubiquitinating enzymes (DUBs) also play a major role in modulating NF-xB pathway

activation avoiding a constant stimulation of NF-xB controlled genes, which could lead to
chronic inflammation. Among them, A20 is one of the most important, as it is specific for
K63 chains on RIPK1 and NEMO, attenuating inflammatory response. Interestingly, A20
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has also an E3 ubiquitin ligase activity introducing K48 ubiquitin chains on those proteins,
leading to their degradation and counteracting NF-«xB activation. The absence of A20 causes
a prolonged stimulation of NF-kB signaling through prolonged phosphorylation of IKK

and increased degradation of IkBs. Other DUBs are also essential for NF-xB control, as, for
example, OTULIN, which is able to directly counteract LUBAC action, hydrolyzing linear
ubiquitin chains and diminishing pathway activation [12, 14, 15].

Mitophagy

Mitochondria are highly dynamic and multifunctional organelles that participate in a broad
array of functions within eukaryotic cells. Besides generate the bulk of ATP in most cell types
through oxidative phosphorylation, mitochondria also metabolize and synthesize complex
macromolecules as lipids, amino acids, and nucleotides; regulate calcium homeostasis and
cellular redox balance; control apoptosis; and play a key role in the innate response to viral
infections, helping to induce antiviral and anti-inflammatory pathways [16]. Mitochondria are
particularly susceptible organelles because their role in energy production exposes them to
damage due to high levels of reactive oxygen species (ROS), a product of energy generation
that can cause mutations in mitochondrial DNA (mtDNA). For this reason, mitochondria have
multiple systems of quality control to ensure the maintenance of a healthy and functional
mitochondrial network to meet the demands of the cell [17].

Mitochondria experiencing global/widespread damage undergo a selective form of autophagy,
called mitophagy [18]. This process requires the ubiquitination of damaged mitochondria,
which is mediated in large part by the E3 ubiquitin ligase Parkin. Most prominent of the
genes involved in mitochondrial maintenance is PINK that encodes the neuroprotective
protein PTEN-induced serine/threonine kinase 1 (PINK1) and PRKN that encodes the E3
ubiquitin ligase Parkin. Mutations in PRKN and PINK genes are linked to autosomal
recessive early-onset Parkinson’s disease [18, 19].

PINK1 is a mitochondrial-targeted protein that contains an N-terminal mitochondrial
targeting sequence (MTS) and a transmembrane domain (TM). In healthy mitochondria,
PINK1 is constitutively imported via translocase of the outer membrane (TOM) and
translocase of the inner membrane (TIM) to the inner membrane (IMM). Translocation of the
MTS through the TIM complex is energetically driven by the electrical membrane potential
(AWm) across the IMM. PINKI reaches the matrix, where it is sequentially cleaved by two
proteases, mitochondrial processing peptidase (MPP) and presenilin-associated rhomboid-
like (PARL). The truncated protein produced is retro translocated to the cytosol, where it

is degraded via proteasomal pathway (Fig. 9, left panel). Under physiological conditions,
PINK1 levels are quite low because it is rapidly degraded [18, 19].

Loss of mitochondrial membrane potential by damages inhibits PINK1 import through
the TIM complex and its proteolytic cleavage inside the matrix, leading to insertion of its
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transmembrane domain (TM) into the outer mitochondrial membrane (OMM). At the OMM,
PINK1 phosphorylates both Parkin and ubiquitin from OMM proteins at Ser65, producing
the Ser65-phosphoUb. The E3 ubiquitin ligase Parkin has a high affinity for phosphorylated
ubiquitin and it is translocated from the cytosol to the surface of damaged mitochondria
under the increase of phosphoUb concentration (Fig. 9, right panel). The identification of
phosphorylated ubiquitin has triggered enormous excitement and research into this and other
chemical modifications functionally important of ubiquitin [ 18, 19].

Structural and biochemical studies revealed that the E3 Parkin is autoinhibited in several
ways, but mainly due to the self-inhibition of its N-terminal Ubl domain that blocks the E2
binding site [20, 21]. A current model for PINK1-mediated activation of Parkin suggests that
PINK1 phosphorylates ubiquitin attached to OMM proteins and the autoinhibited cytosolic
Parkin is recruited by nanomolar affinity to sites of PINK1 activity. The Ser65-phosphoUb
acts as an allosteric regulator, leading to significant conformational changes at Parkin that
release the Ubl domain from the Parkin core, unblocking the E2 binding site, but also enable
PINKT to phosphorylate the Ubl domain. Parkin phosphorylation stabilizes it in its active
form. Active Parkin ubiquitinates OMM proteins, and the newly incorporated ubiquitin is
still phosphorylated by PINK1, which recruits more Parkin from the cytosol to the damaged
mitochondria, in a positive feedback loop. Mitophagy receptors NDP52 and OPTN bind to
ubiquitinated mitochondrial proteins and recruit the autophagy machinery to mitochondria.
The phagophore engulfs mitochondria and fuses with the lysosome to degrade and recycle its
contents [18-21].

Interferon

One of the main mechanisms of innate immunity against viruses is the induction of type I
Interferon (IFNs) by infected cells. These are parts of a large family of cytokines, which are
named this way for their ability to interfere in the viral infection, whose main function is to
inhibit pathogen’s replication [22]. When pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)
are recognized by pattern recognition receptors (PRRs), such as Toll-like receptors (TLRs),
RIG-1-like receptors (RLRs), and cytosolic DNA receptors, several signaling pathways are
activated stimulating the transcription of IFN gene through activation of the transcription
factor (IRF) 3. Through ubiquitination, RING E3s are responsible for accurately regulating
this process to amplify or decrease antiviral response [23, 24].

Viral nucleic acids are the most potent stimuli for inducing the synthesis of IFNs. RLRs, such
as RIG-1 and MDAJS, which contain caspase activation and recruitment domain (CARD),
detect viral double-stranded RNA in the cytosol by RNA helicase domains and are associated
with mitochondrial antiviral-signaling (MAVS) proteins and TRAF proteins, for activation of
the TANK-binding kinase 1 (TBK1) that promotes phosphorylation and activation of IRF3,
leading to the induction of interferon type I [25-28] (Fig. 10).
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Regulation of RING E3 ligases in RLR signaling. RIG-1 recognizes viral RNA, and it is K63-linked
polyubiquitinated by RNF135 and TRIM25 inducing its interaction with MAVS adaptor protein.
This recruits TRAF3 and TRAF6, being TRAF6 responsible for recruiting NEMO and, consequently,
TBK1, which will activate IRF3. TRIM31 acts as a positive regulator of the pathway by promoting
the aggregation of MAVS, while RNF166 by performing TRAF3 and TRAF6 ubiquitination. On the
contrary, RNF125, RNF5/MARCH-5, and Triad3A are negative regulators by inducing RIG, MAVS,
and TRAF3, respectively, to proteasome degradation.

However, for the interaction between RLRs and MAVS, it is necessary to its ubiquitination
by TRIM25 and RNF135, both RING E3s. RNF135 transfers K63-linked polyubiquitin
chains to the C-terminal domain of RIG-1, leading to the exposure of the CARD’s domains,
which will later be ubiquitinated by TRIM25, also via K63-linked polyubiquitin, thereby
enabling CARD-CARD interactions between RIG-1 and MAVS [25, 29]. This activation
induces the prion-like polymerization of MAVS, recruiting and activating TRAF3 and
TRAF6. TRAF6, in turn, synthesizes polyubiquitin chains that will be recognized by
NEMO, activating NF-kB, and the expression of proinflammatory cytokines. Moreover,
NEMO is responsible for recruiting TBK1, inducing the expression of interferon type I, by
activating the IRF3 [26, 29].
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In addition to the functions mentioned earlier, other RING E3s perform important functions
in this signaling pathway in order to stimulate or inhibit the production of interferon. For
example, TRIM31 acts as a positive regulator of the antiviral response, by promoting the
K63-linked ubiquitination of MAVS, generating greater aggregation of these adaptor proteins
and, consequently stimulating the production of IFN [30]. For the same purpose, RNF166
increases the ubiquitination of TRAF3 and TRAF6 [31]. On the contrary, some RING E3s
such as RNF125, RNF5/MARCH-5, and Triad3A act by negatively regulating this signaling
pathway through the K48-linked ubiquitination of RIG, MAVS, and TRAF3, respectively,
leading them to proteasomal degradation [32, 33].

Cell cycle

The cell cycle consists of an extremely orchestrated sequence of events that control the
cellular life progression in a timely-ordered manner. The main effectors of these events
are cyclins and cyclin-dependent kinases (CDKs), which are counteracted by the CDK
inhibitors (CKIs). The combined activity of those different effectors modulates transition
between different cellular phases, from G1 to S or from G2 to mitosis, for example.
However, cyclins, CDKs, and CKIs are also targets of several controlling mechanisms, in
which ubiquitination is highlighted with an essential role in the development of the cell
cycle [34, 35].

Among more than 600 different E3 ligases expressed in humans, the RING family stands

out in the context of cell cycle control, drawing attention to two classes of CRLs (Cullin
RING ligases): SCFs and APC/Cs (anaphase-promoting complex/cyclosome) ligases. Both
are multiprotein complexes where SCF contains an F-box protein as a substrate-interacting
protein, while APC/Cs bind the substrate via one of two subunits in somatic cells, Cdc20 or
Cdhl (Fig. 11). However, a remarking difference between these two classes of CRLs is the
cell phase that they are active: SCFs act throughout the entire cycle, while APC/Cs are mainly
active between mitosis and the next G1 [34, 35] (Fig. 12).

During the end of a mitotic process, the APC/C(Cdh1) is the main E3 ligase establishing a
new G1-phase, being responsible for ubiquitination and proteasomal degradation of important
factors for replication and mitosis, such as Cdc6, SKP2, Cdc25A, and cyclins A and B. Cdc6
is a protein that mediates the formation of prereplication complexes (pre-RCs), binding to the
origin recognition complex (ORC); Skp2, or Fbxl1, is kept at low levels in order to prevent
the formation of SCF(Skp2), which targets CKIs and causes the cell cycle progression;
Cdc25A removes phosphate groups attached to Cdk1/2, consequently activating them and the
cell cycle; cyclins A and B are extremely important in the mitotic entry, the reason why they
are targeted by APC/C(Cdh1). When the cycle progresses and G1-phase ends, the S-phase
can start, APC/C(Cdh1) promotes ubiquitination of a specific APC/C E2, UbcH10, and
autoubiquitination, decreasing its activity. In parallel, CDKs phosphorylate Cdh1, disrupting
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Fig. 11
Structure comparison of two classes of RING E3 ligases, SCF and APC/C. Scaffold proteins are
indicated in brown (dark gray in the print version) (Cullin 1 and Apc2), RING-containing proteins
in orange (gray in the print version) (Rbx1 and Apc11), adaptors in light yellow (light gray in the print
version) (SKP1 and Apc1/3/9/10/12/16), and substrate-interacting proteins in dark blue (dark gray
in the print version) (F-box and Cdc20/Cdh1). (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

its interaction with the APC/C complex—an interaction that will only be restored at the end
of the next mitosis [35, 36]. APC/C(Cdhl) is also responsible for attaching unusual ubiquitin
linkage chains to its targets, more specifically K11 chains—which also cause targets to

be degraded via proteasome. Synthesis of K11 chains by APC/C(Cdhl) is done with the
assistance of two dedicated E2s, UBE2C and UBE2S, the first responsible for working on
chain initiation and the latter for chain elongation [37] (Fig. 12).

The SCF(SKP2) acts in early interphase, being activated in late G1—after a decrease in Cdhl1
activity—and targeting cell cycle inhibitors promoting cell cycle progression [34, 35]. One
of its targets is p27, an inhibitor of cyclin E-Cdk2 complex. SCF(SKP2) also targets other
CKIs, causing a strengthening in cyclin-CDKs activity and stimulating cycle progression
[36]. Thus, SKP2 is seen as an oncogenic protein and APC/C(Cdhl) a tumor suppressor by
promoting SKP2 degradation [35]. After the entry and progression of S-phase, cyclins D1 and
E are ubiquitinated by two SCF complexes, SCF(Fbxo4)-a/B-crystalline and SCF(Fbxw?7),
respectively. During this phase and later G2, the activity of SCFs is essential in DNA damage
checkpoints: when such an event occurs, Cdc25A is phosphorylated and later ubiquitinated
by SCF(B-TRCP/Fbxwl), arresting cell cycle progression to allow the DNA repair. After
checkpoint recovery, Claspin—a protein that promotes Cdc25A phosphorylation—is
phosphorylated and this modification recruits it to interact with SCF(B-TRCP), which is
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polyubiquitinated and degraded by proteasome. eEF2K, an inhibitor of translation factor eEF2,
is also targeted by this SCF, resuming protein synthesis and cycle progression [35] (Fig. 12).

After DNA replication, secure transitions to G2- and later to M-phases require the activity
of different SCF complexes. SCF(cyclin-F) is active after DNA is duplicated, ubiquitinating
RRM2, a critical enzyme in deoxyribonucleotide synthesis. In addition, SCF(cyclin-F) also
targets CP110 for degradation, a protein responsible for centrosome replication, avoiding
overduplication of this chromosome region [35, 37]. In late G2, SCF(B-TRCP) promotes
cycle progression and mitotic entry as it targets for the degradation of a Cdk1 inhibitor, Weel.
This activity is balanced by SCF(NIPA) during S and G2, which ubiquitinates nuclear cyclin
B and prevents the formation of cyclin B-Cdk1 complex, avoiding an early entry in mitosis.
However, during late G2, NIPA is phosphorylated and the SCF is disrupted, releasing cyclin
B from degradation signal and subsequently accumulating it—promoting its interaction with
Cdk1 and entry in mitosis [35] (Fig. 12).

During mitosis, one of the most critical steps is chromatid separation, in order to guarantee each
daughter cell will receive the same DNA content. One of the mechanisms used to control correct
separation is known as spindle assembly checkpoint (SAC), a protein set that delay mitotic
progression until all chromosomes are properly attached to spindle fibers. MAD2 and BubR1,
SAC components, bind to Cdc20 and inhibit APC/C action; once all duplicated chromosomes
are ready to segregate—and the inhibitor Emil is degraded because of SCF(B-TRCP)
ubiquitination—inhibitory proteins dissociate from Cdc20 and the APC/C complex is released
from inhibition, ubiquitinating checkpoint targets to ensure mitotic progression and exit [35-37].
In parallel, during transition from metaphase to anaphase, SCF(3-TRCP) is also responsible for
controlling cycle progression. It targets Bora for degradation, a protein that regulates spindle
stability when in contact with kinetochores. Degradation of Bora leads the cell to progress into
anaphase and then finishing the division, so the daughter cells can restart the cycle and SCFs as
well as APC/Cs can again orchestrate the process [35].

DNA repair

The DNA contains all the necessary information for a functional cell; thus, the cell employs
several mechanisms to protect its DNA and also to repair it under any damage. In eukaryotes,
DNA is structured in association with many proteins that among several functions, compact it
into the cell nucleus. However, when DNA is damaged, those same proteins are targeted for
posttranslational modifications that help to indicate there is a need to activate mechanisms of
DNA damage repair (DDR) in a certain region of the genome [38]. One of the most destructive
types of DNA damage is a double-strand break (DSB)), which causes break in both DNA strands.
In order to repair DSBs, the main strategies used by the cells are homologous recombination
(HR) and nonhomologous end joining (NHEJ). Both mechanisms, even though different, rely on
ubiquitin and ubiquitination to function properly and to repair the DNA [39, 40].
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When facing a DSB, the cell activates the ataxia telangiectasia-mutated (ATM) kinase, which
is dependent on the action of two E3 ligases: SCF(SKP2) that adds K63-linked ubiquitin
chains onto NBS 1—responsible for later activating ATM; and UBRS, capable of modifying
ATMIN, an interactor of ATM and competitor for NBS1 interaction (Fig. 13). ATM then

is able to phosphorylate histone H2A.X generating the y-H2A.X, which is able to recruit
MDC1, a mediator that, after phosphorylated, brings to the region close to the DSB site the
UBC13 complex, which contains an E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) and the E3 ligase
RNEFS. This E3 then modifies histone H1, generating a signal for another ligase, RNF168,
to be recruited to the damage site, ubiquitinating the histones H2A and y-H2A.X. RNF168
modification occurs through monoubiquitination, either on lysine 13 or on lysine
15—followed by the action of RNFS, which extends these modifications to K63-linked
chains and accumulate RNF168 near to the break site, as both ubiquitin chain and
monoubiquitination are able to amplify the signal [39-41].

Ubiquitinated histones are able to recruit factors in the context of DDR, among them
BRCAI1 e 53BPI, proteins that antagonize each other during the repair process. K63-
linked ubiquitin chains recruit BRCA1-A, a multiprotein complex that includes the dimer
BRCA1/BARDI1—that possess E3 ligase activity—and RAPS80, a protein that helps to
decide the type of repair will be utilized. BRCA1/BARDI is able to ubiquitinate H2A at
lysines 127/129, which leads to RADS1 attraction and DNA-end resection, a critical step
for establishment of HR. The ubiquitination of lysines 127/129 displaces 53BP1 from DSB,
which diminishes the NHEJ activity. On the contrary, ubiquitination of H2A/H2A.X at
lysine 15 selectively causes the activation of 53BP1 recruiting it to NHEJ. The choice on
which mechanism will be used to repair the DNA is also connected to the cell cycle phase
active during the repair, as HR is only possible during S/G2, when the other DNA double
strand is available to function as a template; in the meanwhile, NHEJ occurs through every
phase except for mitosis [39-41].

Finally, deubiquitinating enzymes (DUBs) are also part of these well-orchestrated events,
executing crucial actions on the control of DDR. USP7 and USP34 remove ubiquitin from
RNF168, stabilizing it and allowing ubiquitination of H2A and H2A.X. Other DUBs,
such as DUB3, BAP1, and USP3, act directly on histones, removing ubiquitin from H2A/
H2A X/H2B. They are also parts of BRCA1-A complex, as the BRCC36 DUB is able

to regulate which DDR pathway the cell will follow, since its absence may favor the
establishment of HR instead of NHEJ [39, 41].

Diseases

E3 ubiquitin ligases do not only confer specificity to the ubiquitin-proteasome system but
also play an important role in mediating different cellular processes. Therefore, deregulation
in this system underlies the etiology of several diseases (Fig. 14). Mutations in E3 ligase
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Fig. 14
Mutations found in E3 ubiquitin ligase leading to different types of diseases. The E3 ubiquitin ligase
related to each kind of disease is found on the edge of the figure.

complex that do not interfere in vital pathways can generate various types of phenotypes. The
pathological state caused by these mutations can be divided into two groups. The first one
implicates in the stabilization of several proteins, which is caused by mutations resulting in
either loss of function of E3 ligases or compromising its substrate recognition motif and the
other group leads to a decrease in protein half-life due to E3 ligase gain of function promoting
an acceleration of protein degradation rate [42].
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Muscular atrophy

The maintenance of muscle tissue underlies the balance between anabolic and catabolic
processes. When protein degradation overcomes, its synthesis generates the loss of muscle mass.
Muscular atrophy is a debilitating condition that impacts mobility, whole-body metabolism,
disease resistance, and quality of life. There are three major protein degradation pathways
present in eukaryotic cells: apoptosis, autophagy-lysosomes, and ubiquitin-proteasome system.
Regarding muscular atrophy, it is known that the ubiquitin-proteasome system is crucial for
protein degradation and two E3 ubiquitin ligases are essential in this process: muscle atrophy
F-box (MAFbx)/atrogin-1 (Fbxo32) and the muscle ring-finger (MuRF-1/Trim63) [43]. These
proteins are markers for skeletal muscle atrophy due to its high expression found in this tissue
and in many atrophy-inducing conditions [44] (Fig. 15).

Atrogin-1 is an F-box protein found in cardiac and skeletal muscle and has its expression
regulated by the family of transcription factors called forkhead, for example, FoxO. Loss of
FoxO expression results in inhibition of Atroginl and MuRF1 expression. It was discovered
that defects in atrogin-1 are also associated with susceptibility to dilated cardiomyopathy,
which can result in heart failure and arrhythmia [45]. The other marker for muscle atrophy

Stress stimuli

e. g. neural inactivity, oxidative stress, malnutrition

Transcriptional mediators

FOX01/FOX03a, NF-«xB, C/EBP B, KLF15, Smad3,
glucocorticoid receptors

YN

MuRF1 MAFbx

N

Muscle atrophy

Fig. 15
Muscle RING finger 1 (MuRF1) and muscle atrophy F-box (MAFbx) expression in skeletal muscle
under stress conditions regulating muscle atrophy.
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MuRF]1 localizes in the M-line and Z-disk in the sarcoma and is involved in the mechanical
stress sensors via its interaction with titin [46]. Both proteins are induced in response to
myostatin/TGFp signaling [47].

Neurodegenerative diseases

The ubiquitin-proteasome system is important to maintain cell homeostasis; when this system
fails, it contributes to generate the formation of protein aggregates, which is one of the most
common hallmarks in neurodegenerative diseases. Dysfunction in ubiquitination pathway

has been found in some neurodegenerative diseases that are responsible for causing a severe
decline in cognitive ability capable of interfering with daily life and that include Alzheimer’s
disease, Parkinson’s disease, and Huntington’s disease [48].

Huntington’s disease

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant progressive brain disorder, and the
earliest neuropathologic modifications in HD patients are found in the striatum and in the
cerebral cortex that frequently compromises the movement, cognitive, and psychiatric
skills with a broad spectrum of signs and symptoms [49]. HD is caused by the expansion of
CAG trinucleotide repeat in exon 1 of the huntingtin gene (HTT) coding for poly-glutamine
(Poli-Q) in the N-terminus of the Huntington protein (HTT). Usually, in health individuals
the HTT gene contains up to 18 CAG triplets, however, individuals with 35 CAG repeats is
considered critical as a disease-causing allele, and above 40 repeats the disease is pervasive
with the CAG repeats length increasing directly correlated to the rate of pathogenesis [50].
The HTT is ubiquitously expressed in eukaryotic cells and is important as an antiapoptotic
protein and has importance in embryonic development, vesicle transport, and transcriptional
regulation. The expanded poly-Q present in HTT is prone to aggregation that contributes to
the development of neurodegeneration due to the accumulation of the mutant HTT fibrils
and its intermediate oligomers formed during the aggregation/disaggregation process [51].
HTT accumulation can be toxic to the cell due the interference caused in cell-specific gene
expression, posttranslational modifications, and protein-protein interaction.

Recently, it was identified by a genome-wide association analysis of several genetic
modifiers for age of onset of HD, and among these data, it was found the E3 ubiquitin
ligase UBRS is a genetic modifier for HD. UBRS is a component of the HECT class of
ubiquitin ligases and it is known to be involved in important cellular pathways including
DNA damage response, cell signaling, and apoptosis. The HECT domain shows a structural
particularity in the C-lobe that does not have a surface for noncovalent ubiquitin binding;
instead, the ubiquitin interacts with UBRS by the UBA domain [52]. It was observed that
UBRS downregulation is associated with dysregulation of HTT levels resulting in the
aggregation of poly-Q-expanded HTT in Huntington’s disease immortalized pluripotent
stem cell line [51].
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Another E3 ligase related to HD is Ube3A, which is also part of the HECT family and it
played a crucial role in experience-dependent cortical and neurocortical plasticity. Ube3A
is capable of selectively redistributing the nuclear aggregates of mutant HTT. Also, its
solubility is reduced in different regions of HD mice brain. Moreover, deficiency in Ube3A
culminates in increased levels of HTT aggregates in mice brain [53]. A third E3 ligase
component of the HECT family was also discovered regulating the levels of HTT in HD.
The WWP1 (WW domain-containing E3 ubiquitin protein ligase 1) was first identified

by its WW domain and belongs to the Nedd4-like family. Data showed high levels of
expression of WWP1 in mice and in N2 cells expressing mutant HTT [54]. And finally, it
was observed in filtration retardation assays that overexpressing SCF(Fbxo25) but not its
mutant Fbxo25 without F-box domain of interaction with SKP1, decreases the aggregation
of poly-Q-HTT, indicating that ubiquitin ligase activity of SCF(Fbxo25) prevents the
aggregation of HTT [55].

Parkinson’s disease

Parkinson’s disease (PD) is known to be the second most ordinary neurodegenerative disease,
which is characterized by the degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra
pars compacta that results in the pathophysiologic changes in downstream basal ganglia
circuit, albeit, it is not restricted to this region. The clinical syndrome caused by PD is called
“parkinsonism” that includes resting tremor, imbalance, a slow shuffling gait, cogwheel
rigidity, and bradykinesia [56]. The major part of PD cases is present in men with an average
age of onset of 68 years.

Regarding the genetic factors found in PD patients, mutations in a variety of genes, including
a mitochondrial protein kinase PINKI and two E3 ubiquitin ligases: Parkin (PARK2) and
FBXO7 (F-box only protein 7/PARK15), were found to be associated with familial PD [57].
Parkin is an E3 ubiquitin ligase part of the RING finger family and is localized in the cytosol
unless mitochondrial depolarization occurs. Once it happens, Parkin is translocated to the
mitochondrial outer membrane (MOM) where it ubiquitinates several proteins resulting

in the induction of mitophagy. Therefore, Parkin plays an essential role in maintaining
mitochondrial quality control and mutation in its gene is one of the major causes of autosomal
recessive form of PD [58].

The other protein associated with a familial form of PD is Fbxo7, which is one of the 69
F-box proteins present in humans that is a component of the E3 ubiquitin ligase SCF (Fbxo7)
[59]. Fbxo7 interacts with Parkin to regulate mitophagy and point that mutations in FBXO7
were found in several families with sporadic PD and autosomal recessive early onset of PD
[60]. The direct role of Fbxo7 in PD pathology is still unclear, but one hypothesis is that these
mutations disable Fbxo7 enzymatic activity triggering toxic accumulation of some unknown
protein causing the pathology [61].
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Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease (AD) is the most common brain disorder that causes dementia in older
adults. A number of pathologic changes found in AD patients may occur several years
before symptom onset, which leaves a reasonable time for implementation of prevention
strategies for the earliest stages of AD. The causes of neurodegeneration are attributed

to mitochondrial dysfunction, impairment of cerebral glucose metabolism, synaptic
dysfunction, formation of neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau, and toxic
amyloid oligomers [62].

Dysfunction in ubiquitin-proteasome pathway plays an important role in AD development. In
patients with AD, ubiquitinated proteins are accumulated and this is capable of overwhelming
the proteasome in neurons. A reduction of 50% was found in proteasome activity in neurons
isolated from amyloid precursor protein (APP) transgenic mice, which is an animal model for
AD, compared to neurons isolated from wild-type mice [63, 64].

The accumulation of f-amyloid is involved in the early AD pathogenesis, and it was
discovered a ring finger E3 ubiquitin ligase called RNF182 that is overexpressed in
postmortem brain tissue of AD patients. In normal conditions, RNF182 is a cytoplasmic
protein expressed preferentially in the brain at low levels [65]. RNF182 targets ATP6VOC
(C-subunit of the VO sector of the vacuolar proton ATPase) for degradation by the ubiquitin-
proteasome system. ATP6VOC is crucial in the formation of gap junction complexes and
neurotransmitter release channels, for instance, it is known that acetylcholine, serotonin, and
dopamine are released if ATP6VOC is expressed in cultured cells [66].

Cancer

Cancer 1s a multifactorial disease where the activity of several E3 ubiquitin ligases is
deregulated due to epigenetic and genetic pathways and/or by altered posttranslational
modification. Since E3 ubiquitin ligase is involved in several cellular processes, the
malfunctioning of this type of enzyme can lead to uncontrolled cell proliferation, DNA
damage causing genomic instability contributing to malignant transformation, drug resistance
therapy, and tumor progression by modulating the balance between cell growth and survival
signals [67].

F-box proteins (FBP) assemble with SKP1, Cullin 1, and Rbx1 forming the SCF-type E3
ubiquitin ligase complex that is a part of the RING-type family. FBPs are known to be
associated with a number of types of cancers. For instance, somatic mutations in FBXW7
(F-box/WD repeat-containing protein 7) were found in a variety of human cancers. This
protein acts as a tumor suppressor by promoting the degradation of oncoproteins such as
cyclin E, MYC, JUN, mTOR, and NOTCH, which are responsible for regulating crucial
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cellular processes [68]. Moreover, studies showed that mice with Fbxw7 depletion developed
a predisposition for cancer in a series of tissues [69].

Another FBP protein associated with cancer is SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2),
which is best known for mediating the degradation of cell cycle regulators via
ubiquitin-proteasome system, including p27 and p21. Additionally, it was found that SKP2
is involved in tumorigenesis because it is responsible to ubiquitinate and promote the
degradation of tumor suppressor proteins such as p27, p21, p130, and FOXO1 (forkhead box
protein O1) [68]. Also, mutated Skp2 mice models developed breast tumors and the
overexpression of SKP2 in a cohort of human cancer supports the idea of SKP2 acting as a
proto-oncoprotein [68, 70].

Interestingly, an FBP was discovered acting as both an oncogenic and a tumor suppressor.
B-TRCP1 (B-transducin repeat-containing protein 1) and f-TRCP2 (B-transducin
repeat-containing protein 2) can execute both functions depending on the cellular context

and in a tissue-specific way [68]. In mice, mutation in B-TRCPI showed predisposition in
developing mammary, ovarian, and uterine carcinomas and mutation in -TRCP2 presented

a decrease in inflammatory response in skin and hyperplasia, suggesting a possible role of
B-TRCP2 in skin cancer [71, 72]. There are several substrates of f-TRCP1 and -TRCP 2
described, some of those act promoting cell cycle, such as CDC25 and others function in cell
cycle arrest and that include Weel e EMI1 [68]. Therefore, to conclude how B-TRCP is going
to play a role, we need to consider the whole cellular context.

The fate of a substrate will depend on the topology of the ubiquitin chains added on it.
Hence, a more detailed comprehension of the E3 ubiquitin ligase regulation in tumorigenesis
can contribute to the identification of prognostic markers enabling the development of
anticancer therapies. Inhibition of the proteasome, for example, has been emerging as an
interesting method for cancer treatment. Malignant cells are more prompt to suffer from the
cytotoxic effects of proteasome inhibition compared to normal cells [73]. One explanation
for this effect is the increased metabolism found in tumor cells raising the levels of protein
synthesis that would turn these cells more susceptible to the cytotoxic effects of proteasome
inhibition.

Bortezomib was the first proteasome inhibitor to be used in clinical practice. It is a peptide
boronate inhibitor that acts as a specific inhibitor of the chymotryptic activity of the
proteasome that generates cytotoxic effects on tumor cells. Bortezomib is used as a first-line
treatment usually combined with other drugs to treat patients with multiple myeloma and
malignant lymphoma. It inhibits NF-xB, which is a transcription factor for anti-apoptotic
proteins, including Bcl-2, c-IAP2, and surviving, additionally, bortezomib acts stabilizing
cell cycle proteins such as p53, p21, and p27 [74]. Understanding the control of checkpoints
may be crucial to identify new targets to increase the efficacy of proteasome inhibitor drug
development in cancer treatment.
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Conclusion

E3 ubiquitin ligases are an abundant family of enzymes composed of more than 600 proteins

responsible for the conjugation of ubiquitin to the target substrate regulating numerous
cellular responses through proteolytic or nonproteolytic actions in different signaling
pathways, such as NF-kB, mitophagy, interferon response, cell cycle, and DNA repair.
Because of their pleiotropic actions in cellular regulation, the E3 ligases are therapeutic
targets for the treatment of different diseases, such as muscular atrophy, cancer, and
neurodegenerative diseases (Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, and Huntington’s

disease). Only a small number of the human E3 ubiquitin ligases have been characterized, and
expanding the research of this class of enzymes is necessary to understand their role in human
health and diseases.
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