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Resumo

As células eucariotas tém a capacidade de montar cilios primarios na sua superficie, os
quais sao criticos para a sinalizacdo e homeostasia celular. Disfuncdes ciliares estdo na
base do desenvolvimento de um conjunto de doencas designadas por ciliopatias.
Recentemente, foi identificada uma nova variante no gene ALMS1 numa populacéo de
individuos obesos caracterizada por uma mutacéo de substituicdo ¢.5552C>T. O gene
ALMSL1 codifica para uma proteina que se localiza no centrossoma e no corpo basal,
sendo importante para a montagem dos cilios. Mutacbes neste gene tém sido
frequentemente associadas ao desenvolvimento da Sindrome de Alstrém, uma
ciliopatia.

Foram objetivos deste trabalho avaliar o papel dos cilios na resposta a niveis elevados
de glucose em células hTERT-RPE-1. Foi também nosso objetivo avaliar se a via de
sinalizacdo Hippo, que estd associada a cilios primérios, seria afetada. Para isso,
estudamos o impacto nos niveis celulares de um dos membros desta via, a proteina
reguladora YAP. Pretendemos ainda avaliar como a variante do gene ALMS1
¢.5552C>T influencia a montagem e funcéo dos cilios, estabelecendo uma relagdo com
0 metabolismo da glucose e com os niveis e localiza¢éo do YAP na célula.

Para alcancar 0s nossos objetivos montamos um setup no qual as células hTERT-RPE-
1 foram expostas a diferentes concentracdes de glucose (5 mM, 25 mM, e 5 mM
glucose+ 20 mM de manitol). A exposi¢cdo a glucose ocorreu ap0s a inducdo da
montagem de cilios priméarios por remogéo de soro, ou alternativamente, a montagem
destas estruturas foi induzida apds a exposigéo a glucose. Observdmos que a presenca
de cilio primario, antes da suplementagdo com glucose, tem um impacto na regulagéo
dos niveis da YAP, apresentando uma menor tendéncia para as células progredirem no
ciclo celular como analisado por fluxocitometria. Adicionalmente, sabendo que a
variante de histona y-H2AX é um marcador de danos na molécula de DNA e de
senescéncia celular, e que os niveis de YAP estdo associados a regulacdo da
senescéncia, estuddmos a localizacdo e a intensidade da marcagdo por
imunofluorescéncia da y-H2AX no setup acima descrito. Observamos que a presenca
dos cilios primarios antes da exposicdo a glucose parece aproximar a expressao da y-
H2AX ao observado nas células controlo, mas também diminuir o tamanho e a
granularidade celular. Resultados preliminares obtidos com um mutante de ALMS1 que
gera uma proteina truncada criado por CRISPR/Cas 9 revelaram a auséncia de
microtubulos acetilados, o que podera ter impacto na ciliogénese.

Este trabalho suporta a ideia de que o cilio priméario funciona como um importante

regulador da homeostasia em resposta a niveis elevados de glucose em células hTERT-
v



RPE-1. Mostra ainda, que a truncagem da proteina ALMS1 pode condicionar a

acetilacdo de microtibulos, uma observacao até aqui desconhecida.

Cilio, ciliopatia, glucose, YAP, ALMS1



Abstract

Eukaryote cells have the ability to assemble primary cilia on their surface, which is critical
for cell signaling and homeostasis. Ciliary dysfunctions are the basis for the
development of a set of diseases collectively designated by ciliopathies. Recently, a
new variant in the ALMS1 gene characterized by a substitution mutation ¢.5552C>T was
identified in a population of obese individuals. The ALMS1 gene encodes a protein that
localizes at the centrosome and basal body, being important for the assembly of cilia.
Mutations in this gene have often been associated with the development of Alstrom
Syndrome, a ciliopathy.

The main objectives of this work were to evaluate the role of primary cilia in the response
to high glucose levels in hTERT-RPE-1 cells. It was also our objective to evaluate
whether the Hippo signaling pathway, which is associated with primary cilia, would be
affected, studying for this, the impact on the levels of one of the members of this pathway,
the regulator YAP. We also assessed how the ALMS1 c.5552C>T gene variant
influences the assembly and function of the cilia, establishing a relationship with glucose
metabolism and with the levels and localization of YAP in the cell.

To achieve our objectives, we establish a setup in which hTERT-RPE-1 cells were
exposed to different glucose concentrations (5 mM, 25 mM, and 5 mM glucose+ 20 mM
of mannitol). Exposure to glucose occurred after induction of the assembly of primary
cilia by removal of serum from the culture medium, or alternatively, the assembly of these
structures was induced after exposure to glucose. We observed that the assembly of
primary cilia before glucose supplementation has an impact on the regulation of YAP
levels, with a lower tendency for cells to progress in the cell cycle as analyzed by flow
cytometry. On the other hand, knowing that the histone variant y-H2AX is a marker of
DNA damage and cellular senescence, and that YAP levels are associated with
senescence regulation, we studied the location of y-H2AX in the above-described setup.
We observed that the presence of the primary cilia, before exposure to glucose, seems
to approximate the expression of y-H2AX to that observed in control cells, as well as a
decrease in cell size and granularity. Preliminary results obtained with an ALMS1 mutant
created by CRISPR/Cas 9 that generates a truncated protein revealed that these cells
lost the ability to acetylate microtubules, which may have an impact on ciliogenesis.
This work supports the idea that the primary cilia is an important regulator of homeostasis
in response to high glucose levels in hTERT-RPE-1 cells. It also shows that the
truncation of the ALMS1 protein may dramatically affect the acetylation of microtubules,

a previously unknown observation.

Cilia, ciliopathy, glucose, YAP, ALMS
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1. Introducéo

1.1. Cilios e ciliopatias
As células séo a unidade basica dos organismos, por isso sdo capazes de manter e
integrar uma variedade de diferentes funcbes que permitem a sua sobrevivéncia,
crescimento e constante adaptacdo ao ambiente em mudanca (Azevedo et al., 2008).
Ha& uma multiplicidade de distintos recetores celulares que recebem sinais do ambiente
exterior, tais como hormonas, fatores de crescimento, neurotransmissores ou citocinas,
e estes sdo responsaveis pela regulacdo de variadas funcbes celulares induzindo a
célula a dividir, ajustar o seu metabolismo, diferenciar, mover ou morrer. Esta
sinalizacdo é fundamental para as células e, consequentemente, para os tecidos e
orgédos funcionarem corretamente (Ribeiro et al., 2008).
As células eucariotas tém a capacidade de montar organelos complexos na sua
superficie que sdo criticos para a sinalizacdo celular, designados por cilios, que
concentram sinais do meio ambiente funcionando como antenas. Estes complexos
compartimentos celulares sao constituidos por microtibulos que se projetam para o
exterior da superficie celular e desempenham func¢des sensoriais, sinalizadoras e de
motilidade, sendo fundamentais na embriogénese, polaridade e diferenciacao celular, e,
portanto, essenciais para a homeostasia de células e tecidos (Anvarian et al., 2019; Satir
& Christensen, 2007).
Os cilios podem ser categorizados em dois grupos, cilios primarios e cilios moéveis. Os
cilios moveis sdo responsaveis pela promoc¢do do movimento celular ou do fluxo de
fluidos e pensa-se que tenham também fungBes sensoriais. Exemplos destes cilios no
corpo humano sédo as células epiteliais do trato respiratério, onde os cilios sao
importantes para reter particulas e bactérias, impedindo-as de entrar no trato respiratério
profundo, e para criar um fluxo de muco para excretar estas particulas. Da mesma
forma, os ependimdcitos que revestem os ventriculos do cérebro desempenham um
papel critico na homeostase do fluido cerebrospinal, no metabolismo cerebral e na
eliminacé@o dos residuos do cérebro. O trato reprodutivo feminino também é revestido
de cilios que permitem a migracéo de od6citos e embrides para o Utero e, ainda o flagelo
dos espermatozoides que permite o seu movimento caracteristico (Ishikawa & Marshall,
2011; Satir & Christensen, 2007).
Os cilios priméarios sdo fundamentais em processos sensoriais, nomeadamente, em
resposta a estimulos mecanicos (fluxo de fluidos, forgas mecénicas) (Ley & AbouAlaiwi,
2019; Nauli et al.,, 2013) e quimicos (variacbes osmdticas, de pH, oxigénio, luz)
(Anvarian et al., 2019; Hildebrandt et al., 2011) e em processos de sinalizacdo, que sdo
fundamentais para o controlo da diviséo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Satir &
Christensen, 2007).



Apesar de desempenharem diferentes fungdes nas células, tanto o cilio mével como o
cilio primério tém a mesma estrutura basica que consiste num axonema que deriva do
corpo basal que esta ancorado na membrana plasmatica, e sdo delimitados por uma
membrana especializada que esta em continuidade com a membrana plasmatica (Reiter
& Leroux, 2017).

Como o nome indica, a estrutura base do cilio € o corpo basal, que deriva de um
centriolo-mae do centrossoma. O centrossoma € o principal centro organizador de
microtubulos e é fundamental na organizacdo de actina em células animais. Este é
constituido por dois centriolos, o centriolo-mde e o centriolo-filho, e uma matriz de
proteinas designada matriz pericentriolar. Os centriolos sédo constituidos por 9 tripletos
de microtubulos, e cada tripleto é constituido por um microtibulo A completo, composto
por 13 protofilamentos, um microtibulo B e um microtibulo C, estes dois incompletos e
compostos por 10 protofilamentos. Cada protofilamento € constituido por subunidades
de a e B-tubulina, que formam o heterodimero de tubulina, unidade béasica da
constituicdo dos protofilamentos (Bettencourt-Dias & Glover, 2007; Jana, 2021).
Tipicamente, o cilio primario é formado em células pés-mitéticas (G1 ou GO) em
resposta a sinais especificos de desenvolvimento ou do meio ambiente. Como resultado
destes sinais, vesiculas derivadas do complexo de Golgi, designadas vesiculas pré
ciliares acoplam-se a extremidade distal do centriolo-mae, que apresenta estruturas
especializadas, tais como apéndices subdistais e apéndices distais (Chen et al., 2021;
Ishikawa & Marshall, 2011; Satir & Christensen, 2007). Estas vesiculas fundem-se
originando uma vesicula ciliar maior e rica em ARL13B, constituintes da cascata Rab8-
Rabl1l e outros componentes que sédo fundamentais na diferenciagdo do centriolo-méae
em corpo basal (Erro! A origem dareferénciando foi encontrada.. A, B) (Chenetal., 2
021).

Posteriormente, o centrossoma migra em direcdo a membrana celular onde a vesicula
ciliar se funde, e onde os apéndices distais e subdistais permitem a ancoragem do corpo
basal & membrana celular e consequente extensdo dos microtibulos do axonema ciliar
para o exterior da célula (Figura 1.1. B) (Keeling et al., 2016). Antes da extenséo do
axonema é formada uma zona de transi¢cao constituida por Y-links, fibras em forma de
Y, que demarcam a transicdo entre os tripletos de microtubulos do corpo basal e os
dupletos do axonema. Estas fibras ligam os dupletos de microtibulos do axonema a
membrana ciliar e permitem criar uma barreira entre o cilio e o resto da célula e um
controlo apertado da entrada e saida de proteinas e outros compostos para o organelo
(Anvarian et al., 2019; Goncalves & Pelletier, 2017).

O axonema € entdo constituido por 9 dupletos de microtibulos estaveis que sao

montados a partir da zona distal do corpo basal. Cada dupleto é constituido por um
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microtubulo A completo e um microtibulo B incompleto. Para ocorrer extenséo do cilio
€ necessario importar a e 3-tubulina do citoplasma para a extremidade do cilio, através
do transporte intraflagelar (Ishikawa & Marshall, 2011; Satir & Christensen, 2007; Tobin
& Beales, 2009).

O transporte intraflagelar € um sistema que permite o transporte de componentes
especificos tanto em direcao a extremidade do cilio, anterégrado, como em direcédo ao
corpo da célula, retrégrado. Este transporte é fundamental para a montagem e
manutencédo da estrutura ciliar e € composto por dois grandes complexos, IFT-A e IFT-
B (Figura 1.1. E). O complexo IFT-A é constituido por 6 proteinas (IFT43, 122A,
122B,139,140,144) e é fundamental no transporte retrégrado, promovido por um
complexo motor de dineina-2, importante no transporte de moléculas de sinalizacao
recebidas ou de recetores que ja ndo sao necessarios, para transmissao de sinais para
0 nucleo ou para degradacéao, respetivamente. O complexo IFT-B é constituido por 11
proteinas (IFT20, 27, 46, 52, 57, 72, 74, 80, 81, 88, 172) e participa no transporte
anterodgrado, promovido por um complexo motor de cinesina-2, sendo fundamental na
montagem do cilio e no transporte de outras moléculas para a extremidade do cilio.
Apesar dos complexos estarem associados a transporte em diferentes direcdes, estes
migram ao longo do axonema em conjunto. H4 também um complexo de 8 proteinas
BBS, o BBSoma, que funciona como um adaptador IFT, principalmente associado a
exportagdo ciliar de proteinas de sinalizacdo. A Sindrome de Bardet-Biedl demonstra a
importancia deste complexo, pois a mutagéo de proteinas do BBSoma leva a alteragfes
no funcionamento do IFT dando origem a esta sindrome (Anvarian et al., 2019; Ishikawa
& Marshall, 2011).

Quando a extensao do cilio estd completa continua a haver incorporagéo de tubulina na
extremidade do cilio, mantendo um turnover constante que permite a manutencéo do
tamanho do cilio. A a e B-tubulina dos microtibulos sofre diversas modificacdes pos-
traducionais, como por exemplo, acetilagédo, glutamilagéo, glicacdo e destirosinacao,
gue sdo fundamentais para a estabilizacdo dos microtibulos e montagem do cilio
(Gaertig & Wloga, 2008).

Os cilios moveis apresentam ainda um par central de microtibulos, e por isso sao
comumente referidos como cilios "9+2", estes também possuem projecdes radiais que
ligam os dupletos centrais aos exteriores, bracos de dineina internos e externos, e

complexos nexina-dineina, todos estes requeridos para gerar 0 seu movimento
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com as proteinas de turnover direcionadas ao corpo celular e 0 BBSoma. Adaptado de Chen et al., 2021 e

Reiter & Leroux, 2017.



Figura 1.1. C). Ao contrério dos cilios moveis, os cilios primarios ndo possuem o par
central de microtubulos nem proteinas auxiliares de movimento, na maioria dos casos,
sendo referidos como cilios "9+0" (Figura 1.1. D). Uma excecao a esta estrutura classica
sdo os cilios do né primitivo que apresentam estrutura “9+0”, mas possuem bracos de
dineina e apresentam movimento rotacional. Estes cilios estdo envolvidos na formacao
do fluxo nodal que determina a assimetria direita-esquerda em vertebrados (Satir &
Christensen, 2007).

A membrana ciliar apresenta uma composicdo significativamente diferente da
membrana plasmatica devido a compartimentacdo carateristica do cilio, que é mantida
pela existéncia da zona de transicdo e de fibras de transi¢do (apéndices distais) que
permitem o controlo da passagem de componentes para o interior e exterior do cilio. A
composicao ciliar é também controlada pelo transporte ativo de moléculas presentes no
citoplasma ou de proteinas derivadas do Golgi, que sofrem modificacdes pos-
traducionais de forma a serem direcionadas especificamente para o corpo basal, onde
aumentam a sua concentragdo e séo depois transportadas pelos complexos IFT. Todos
estes mecanismos de controlo de trafego de moléculas enriquecem o cilio com
diferentes complexos que permitem a detecéo e transducgéo de sinais de forma eficaz,
tais como recetores, canais de ibes, proteinas efetoras e fatores de transcricdo
(Anvarian et al., 2019; Song et al., 2018).

Os cilios primérios podem ser desmontados antes da mitose, permitindo a libertagdo do
centriolo para formar o fuso mitético. A fase exata de reabsor¢édo dos cilios varia de
célula para célula, ocorrendo algumas vezes na fase S, enquanto noutras ocorre na
transicdo G2/Mitose. O comprimento, montagem do axonema e reabsorcao dos cilios é
controlado por varias cinases e através do IFT, coordenando o ciclo celular com a
ciliogénese (Ishikawa & Marshall, 2011; Satir & Christensen, 2007). Algumas das
proteinas associadas a reabsor¢cdo do cilio sdo a proteina Pitchfork e HEF1, que
interagem com a Aurora A Cinase (AURKA), que por sua vez catalisa a fosforilagéo e
ativa a histona desacetilase 6 (HDACG6), responsavel pela desacetilagdo da tubulina e
instabilidade dos microtubulos. Também a PLK1, uma cinase de fase G2/M, esta
associada a desmontagem do cilio, pois ativa a cinesina KIF2A, que durante a
ciliogénese ¢é degradada, e quando ativada promove a despolimerizacdo de
microtubulos. Da mesma forma a cinesina KIF24 é ativada pela NEK2, cinase expressa
na fase S e G2, que leva a despolimerizacao dos microtibulos (Chen et al., 2021;
Plotnikova et al., 2009).

Diferentes genes codificam proteinas associadas a estruturas ciliares como o0 corpo

basal, zona de transigdo, IFT, centrossoma ou fuso mitético. Visto que os cilios podem
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estar presentes em virtualmente todas as células, uma muta¢do num destes genes pode
levar alteracfes na fungao e estrutura ciliar e a fenotipos sistémicos afetando diferentes
orgaos. As ciliopatias englobam um conjunto de doencas associadas a alteracfes
ciliares e podem ser classificadas como motoras ou ndo-motoras/primarias (Anvarian et
al., 2019; Hildebrandt et al., 2011; Tobin & Beales, 2009). As ciliopatias motoras estdo
muitas vezes associadas a infertilidade, hidrocefalia e deficiéncias respiratérias, sendo
um exemplo a discinesia ciliar primaria. Quanto as ciliopatias primarias, apresentam
carateristicas em comum como obesidade, diabetes mellitus tipo 2, polidactilia, défice
cognitivo, situs inversus, doenca hepatobiliar, quistos renais, degeneracdo da retina,
defeitos no tubo neuronal e anomalias esqueléticas. Como estdo associadas a
alteracdes no cilio primario alguns destes fenoétipos poderdo ser consequéncia da
desregulacdo de vias de sinalizacdo e sensoriais relacionadas com o cilio. Sdo
exemplos destas ciliopatias a Sindrome de Bardet-Biedl (BBS), de Senior-Loken
(SNLS), de Meckel (MKS), de Joubert (JBTS), Oro-facial-digital tipo | (OFD1), Ellis van
Creveld (EVC), de Jeune (JATD) e de Alstrom (ALMS) (Tobin & Beales, 2009).

Recentemente foram identificadas novas variantes em genes relacionados a ciliopatias
numa populacdo de individuos obesos, nomeadamente no gene ALMS1, BBSI1,
CCDC28B e TMEM67 (Ginete et al., 2021). Neste trabalho decidimos focar-nos no
estudo da Sindrome de Alstrom e perceber melhor o impacto funcional de variantes no
gene ALMS1 e como estas contribuem para o desenvolvimento de alteracdes

metabdlicas através da disfunc¢éo dos cilios.

1.2. Sindrome de Alstrom: A funcdo da proteina ALMS1 nas células

A Sindrome de Alstrém é uma doenca hereditaria recessiva muito rara, causada pela
mutagdo no gene ALMS1. A maioria dos individuos sdo homozig6ticos ou
heterozig6ticos compostos, isto é, cada progenitor doa um alelo com muta¢des em
diferentes locais do gene (Marshall et al., 2015). Esta sindrome tem uma incidéncia de
1/1.000.000 na Europa e América do Norte, podendo aumentar em regides com elevada
consanguinidade. Atualmente foram identificados no total cerca de 1000 casos
(Orphanet), numero que tem vindo a aumentar significativamente nos Gltimos anos, em
provavel relacdo com o maior conhecimento e diagnéstico da patologia. Os sintomas da
Sindrome de Alstrém resultam da alteracao na expressao do gene ALMS1, que codifica
uma proteina localizada nas extremidades proximais dos centriolos e no corpo basal,
com possivel papel na formacéo e manutengéo dos cilios priméarios (Hearn et al., 2005;
Kang, 2021; Waters & Beales, 2011).
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amino&cidos. Adaptado de Castro-Sanchez et al., 2015.

Os doentes com Sindrome de Alstrém a semelhanga de outras ciliopatias tém um
espectro de caracteristicas que pode afetar diversos 6rgaos, sendo as principais

carateristicas obesidade infantil, resisténcia a insulina, distrofia retiniana, hipoacusia
neurossensorial bilateral, cardiomiopatia dilatada com insuficiéncia cardiaca congestiva,
doenca hepética e renal e fibrose em diversos 6rgdos. Os fenoétipos metabodlicos sédo
especialmente graves e cerca de 95% dos doentes desenvolvem obesidade infantil nos
primeiros 5 anos de vida, apresentando resisténcia a insulina, hiperinsulinémia,
hiperleptinémia, hiperlipidémia, levando a diabetes mellitus tipo 2 (Kang, 2021; Paisey
et al., 2003). O grau de resisténcia a insulina € muito mais grave em pacientes com
variantes no ALMS1 em comparac¢do a outras causas genéticas de obesidade, como a
BBS, indicando que esta afeta um ponto crucial do mecanismo que mantém a
sensibilidade a insulina, como a fungao das células B-pancreaticas ou a sinalizacdo de
insulina. Em contrapartida doentes com ALMS néo parecem apresentar neuropatia
carateristica da diabetes, indicando que esta sindrome possa proteger de alguma forma
contra a neuropatia (Castro-sanchez et al., 2015; Girard & Petrovsky, 2011; Kang, 2021).
Alteracbes enddcrinas sdo comuns, tais como hipotiroidismo, hipogonadismo em
homens, bem como hiperandroginismo em mulheres, levando a que a maioria dos
doentes sejam inférteis (Paisey et al., 2003).0 gene ALMS1 localiza-se no bracgo curto
do cromossoma 2 (2p13) e possui 23 exdes, codificando uma proteina de 461 kDa, com
4169 residuos aminoacidos. O exdo 1 codifica uma regido de poliglutamina entre o
amino&cido 13 e 29 e entre o aminoacido 30 e 36 uma regido de polialanina. O ex&o 8
codifica cerca de 40% da proteina, e entre os residuos de aminoécidos 520 e 2201

existe uma regido de 34 repeticbes em tandem imperfeitas de 45 a 50 residuos de
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aminodcidos, seguida de um leucine zipper entre os residuos de aminoécidos 2480 e
2501, que sugere um papel importante da proteina em interacdes proteina-proteina ou
proteina-DNA. Existe ainda uma regido rica em serinas € um motivo conservado na
extremidade C-terminal, que parece ser fundamental na funcéo da proteina (Figura 1.2.)
(Girard & Petrovsky, 2011; Marshall et al., 2015).

A maioria das variantes descritas neste gene encontram-se se a jusante do exao 7,
principalmente no exao 8 (49%), 10 (17%) e 16 (19%), que sdo considerados hotspots
para mutacdes de ALMS1. A maioria das mutacdes associadas a Sindrome de Alstrom
sdo nonsense ou frameshift, normalmente insercdes e dele¢cdes que levam ao
encurtamento da proteina, ndo tendo a por¢cdo C-terminal da proteina, indicando que
esta terd um importante papel na funcao celular. Mutagbes missense sdo mais raras e
0 seu impacto clinico ainda néo é claro, pois a sequéncia da proteina é mantida, mas a
consequéncia funcional da troca dos residuos de aminoacidos ainda ndo é conhecida
(Marshall et al., 2015).

A funcdo exata da proteina ALMS1 e os mecanismos moleculares que esta envolve
ainda nado sao totalmente conhecidos, mas alguns estudos teorizam sobre a sua funcao,
sendo que o facto de se localizar nos centriolos, sugere funcbes associadas a
organizacao de microtubulos, trafego de vesiculas, controlo do ciclo celular e divisdo, e
montagem e funcao do corpo basal e do cilio primario (Andersen et al., 2003; Hearn et
al., 2005; Zulato et al., 2011), podendo torna-la fundamental para processos sensoriais
e de sinalizacdo associados ao cilio (Girard & Petrovsky, 2011; Marshall et al., 2015;
Shenje et al., 2014).

Pensa-se que a semelhanca da Sindrome de Bardet-Biedl também a Sindrome de
Alstrom esteja relacionada com altera¢des no transporte intraflagelar, nomeadamente a
ALMS1 pode ligar-se a proteinas no complexo de Golgi sendo fundamental no seu
transporte para a base do cilio e para formar complexos de IFT para transporte de carga
dentro do cilio, revelando a sua importancia nha manutengdo de vias de sinalizacdo
associadas ao cilio (Figura 1.3.) (Collin et al., 2005; Girard & Petrovsky, 2011). A
proteina ALMS1 parece interagir também com proteinas associadas ao citoesqueleto,
maioritariamente isoformas de a-actinina, podendo estar associada a endocitose e
exocitose de vesiculas (Collin et al., 2012), sendo que em modelos de ratinho ALMS1™"
verifica-se acumulacdo de vesiculas de rodopsina na retina (Collin et al., 2005) e
ratinhos fat aussie (ALMS1 foz/foz) com a ALMSL1 truncada, apresentam hipertrofia das
ilhotas pancreéticas (Arsov et al., 2006), que é uma carateristica em doentes com
Sindrome de Alstrom que pode dever-se a acumulacao de vesiculas de insulina nas
células B pancreaticas. A ALMSL1 relaciona-se ainda com o trafego endossomal de

transferrina (Collin et al., 2012), Notchl (Leitch et al., 2014) e GLUT 4 (Favaretto et al.,
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2014), este ultimo um transportador de glucose dependente de insulina, abundante nas
membranas celulares do musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo. Estas
alteracdes no transporte de insulina e de GLUT4 poderao justificar em parte como a
proteina ALMS1 mutada contribui para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2

nos doentes com Sindrome de Alstrém (Romano et al., 2008).
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Figura 1.3. Representac¢ao da possivel fun¢do da proteina ALMS1.

(A) A proteina ALMSL1 pode estar envolvida no transporte intracelular de vesiculas do complexo de Golgi
para outras regides da célula, nomeadamente para o cilio primario, e no transporte intraflagelar, sendo
fundamental na regulacéo de transmisséo de sinais do cilio para o nacleo e manutencéo da homeostasia.
(B) Mutantes de ALMS1 originam proteinas com estrutura e fungéo alterada que impede o transporte de
recetores e eventualmente outros componentes para o cilio, resultando no comprometimento sinalizagao
celular e no desenvolvimento de fendétipos carateristicos da Sindrome de Alstrdm. Adaptado de Girard &
Petrovsky, 2011.

Pensa-se também que a ALMS1 tenha um papel fundamental na diferenciacdo de
diferentes tipos de células, nomeadamente na adipogénese, sendo que existe uma
elevada expressdo de mRNA ALMS1 em pré-adipdcitos (3T3-L1) que vai diminuindo
progressivamente com a maturacdo em adipécitos. Os pré-adipdcitos apresentam cilios
primarios transientes durante a diferenciacdo e alteragbes na expressdo de ALMS1
durante esta fase podem influenciar a funcdo deste cilio priméario e contribuir para o
desenvolvimento de obesidade (Marion et al., 2008; Romano et al., 2008). Em
cardiomidcitos de ratinhos com knockdown do gene que codifica a ALMS1 verificou-se
também um comprometimento da diferenciacdo, sendo que existe um aumento da
densidade e numero de células, potencialmente relacionado com a incapacidade de

bloguear o ciclo celular (Shenje et al., 2014). Em fibroblastos de pacientes de ALMS
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verificou-se um aumento do tempo do ciclo celular e uma regulacdo negativa de genes
de progressao do ciclo celular e de replicacao (Zulato et al., 2011). A espermatogénese
também parece estar comprometida em ratinhos fat aussie, parecendo estar
especialmente condicionado o alongamento dos espermatidios, um processo
dependente de microtubulos e relacionado com o0 momento da formacgdo do axonema

dos espermatozoides (Arsov et al., 2006).

A perda de ALMS1 est4 associada também a perda de coesédo entre os centriolos o que
pode dificultar a estabilidade do corpo basal e posterior formacéao do cilio (Knorz et al.,
2010). Estudos em células do epitélio renal de ratinhos (Li et al., 2007) e em hTERT-
RPE1 (Graser et al., 2007) com supressdo da expressdo de ALMS1 mostram uma
atrofia no cilio primario destas células. Outro estudo realizado em hTERT-RPE1
(Alvarez-Satta et al., 2021) demonstra cilios primarios com tamanho aumentado e
alteracdes na sua morfologia, com angulos e enrolamento atipicos. Em contrapartida,
um estudo em fibroblastos mostra formacao de cilios aparentemente normal, sugerindo
gue a ALMS1 seria mais importante para a funcéo ciliar que para a sua morfologia
(Hearn et al., 2005). Um estudo em ratinhos foz, mostrou a auséncia do corpo basal em
neuronios hipotalamicos indicando perda de cilios primarios nestes neurénios. O cilio
primario no hipotalamo parece ter um papel importante na regulacdo de sinais de
saciedade, sendo que a sua desregulacdo pode levar a hiperfagia, carateristica em
doentes de ALMS, que contribui para o agravamento da obesidade (Castro-sanchez et
al., 2015; Girard & Petrovsky, 2011; Heydet et al., 2013; Yang et al., 2021).

Ainda que néo sejam claros 0os mecanismos pelos quais a ALMS1 contribui para a
ciliogénese e manutencdo do cilio, sabe-se que a sua alteragdo compromete o
funcionamento do cilio e, potencialmente, de algumas vias de sinalizagdo a ele

associadas, contribuindo para o desenvolvimento da Sindrome de Alstrém.

1.3. Sinalizagéo através do cilio: via Hippo
Como mencionado anteriormente, o controlo do cilio primario € influenciado por e
influencia uma multiplicidade de vias de sinalizacéo, tais como as vias de sinalizacéo
Hedgehog (Hh) e Wnt, que estdo associadas ao desenvolvimento embrionério e a
organizacdo de tecidos, estando componentes de ambas as vias associadas ao
transporte intraflagelar e a ciliogénese. Para além destas fungbes, estas vias
relacionadas com o cilio tém sido associadas a func6es metabdlicas, sendo que tanto a
via Hh como a Wnt séo inibidoras da adipogénese e estdo associadas ao metabolismo

da glucose e a diferentes vias de sinalizacdo de insulina. Cada vez mais evidéncias
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apontam para uma relagédo entre anomalias de sinalizac&do nestas vias e as ciliopatias
(Satir & Christensen, 2007; Song et al., 2018).

Outra via de sinalizacdo associada ao cilio € a via Hippo. Esta via € responsavel pelo
controlo da proliferacéo e tamanho celular, embriogénese, diferencia¢éo, sobrevivéncia,
reparacdo e homeostasia celular. Sabe-se que esta via pode ser regulada por varios
estimulos a montante tanto biomecéanicos como bioguimicos, o que é fundamental para
que a célula ndo se divida em resposta a estimulos fisicos sem as condicbes de
oxigénio, nutrientes e energia necessarias para o fazer (lbar & Irvine, 2020; Zheng &
Pan, 2019).

A via de sinalizacdo Hippo desencadeia uma cascata de ativacdo de cinases. A cinase
MST1/2 é trans-autofosforilada ou ativada pela fosforilagdo mediada pela cinase TAOK.
Um dimero de SAV1 forma um heterotetramero com duas MST1/2 permitindo a ativacao
e localizagdo de MST1/2 na membrana. A MOB1/2 liga-se aos locais fosforilados da
MST1/2 e facilita a sua interagdo com a LATS1/2, que catalisa a fosforilacdo do seu
dominio HM e leva a autofosforilagdo da LATS1/2, proteinas da familia MAP4K, também
parecem contribuir para a fosforilacdo do dominio HM. A MOB1/2 permite ainda
alteracdo conformacional LATS1/2 fundamental para a progressao da sinalizacdo. Esta
via culmina na fosforilacéo e inativagdo do complexo YAP/TAZ (Yes-associated protein
1/Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) que, ou se liga ao complexo 14-3-
3, levando ao seu sequestro citoplasmatico ou é encaminhado para degradagéo,
impedindo a sua entrada para o nucleo e a ativa¢do da transcrigdo dos genes-alvo. Esta
via é regulada por um mecanismo de feedbacknegativo, sendo que a MST1/2 ativada
recruta um complexo de fosfatases STRIPAK PP2A que inativa a MST1/2 (Figura 1.4).
Por outro lado, quando a via Hippo é inativada, o YAP/TAZ encontra-se desfosforilado,
podendo entrar para o nucleo e interagir com fatores de transcrigdo (Karaman & Halder,
2018; Totaro et al., 2018; Zheng & Pan, 2019).
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Figura 1.4. Cascata de ativacdo da via Hippo.

A cinase MST1/2 é ativada por fosforilagdo mediada pela TAOK ou autofosforilada. A SAV1 forma um
heterotetramero com as cinases MST1/2, que sao ativadas e dirigem-se para a membrana plasmatica. A
MOBL liga-se as regides fosforiladas da MST1/2 e permite a interacdo entre MST1/2 e LATS1/2, que é
entdo ativad, catalisando a fosforilagdo do complexo YAP/TAZ, levando a sua retencéo citoplasmatica e

eventual degradac¢do. Adaptado de Zhang et al., 2018.

Quando o complexo YAP/TAZ entra no nucleo interage com diversos fatores de

transcricdo, nao se ligando diretamente ao DNA, sendo assim um modulador indireto de
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expressao genética. Desta forma, o seu impacto na célula vai variar consoante 0s
fatores de transcricdo a que se associa. Mais frequentemente o complexo YAP/TAZ
interage com os fatores de transcricao TEAD (1,2,3 e 4) (TEA domain family member
1,2,3 e 4), que por sua vez interagem com o DNA levando a transcricdo de genes de
proliferacdo e sobrevivéncia celular como ciclina E (regulador de ciclo celular), diapl
(inibidor de morte celular) e microRNA bantam (pro-proliferativo e anti-apopt6tico) e
genes relacionados com migracdo celular, organizacdo de matriz extracelular e de
citoesqueleto. O complexo YAP/TAZ pode ainda interagir com a p73, a ERBB4, a EGR-
1, a RUNXs e as SMADs (M. K. Kim et al., 2018; Zheng & Pan, 2019).

Esta é considerada a via Hippo candnica, mas pensa-se que vias alternativas possam
contribuir para o funcionamento da mesma, sendo que altera¢cées num dos elementos
da cascata de sinalizacdo néo leva necessariamente a sua disfuncéo, indicando que
existem outras moléculas a contribuir para a sua manutencao, ainda que ndo seja algo
totalmente conhecido (Zheng & Pan, 2019).

A via Hippo esta descrita como sendo fundamental na mecanotransdugéo, recebendo
estimulos mecanicos do exterior, tais como forcas de estiramento, fluxo de fluidos ou
tensédo do citoesqueleto, e adaptando a sinalizagéo interna em funcéo desses estimulos.
Esta via pode entdo ser influenciada pelo contacto célula-célula e densidade celular,
sendo que um maior numero de dominios de membrana plasmaticas como juncdes
aderentes, juncdes de oclusédo e desmossomas, e proteinas associadas, tais como,
Crumbs, E-caderina, Angiomotina, a e B-Catenina, normalmente promovem a ativagao
da via Hippo e inibem a ativagdo do complexo YAP/TAZ (Misra & Irvine, 2018; Rausch
& Hansen, 2020). O aumento da rigidez da matriz extracelular esta associado a um
aumento da transmisséo de forgas mecéanicas através de ades0fes focais e integrinas na
membrana celular e a uma reorganizacdo e aumento da tensdo do citoesqueleto de F-
actina. Este fenébmeno leva a ativacéo de cinases de adesao focal (FAK) que ativam a
tirosina cinase SRC e, por sua vez, leva a inativacdo da LATS1/2 e migragcdo do
YAP/TAZ para o nucleo. Uma vez no nucleo, a YAP promove a transcricdo de genes
gue codificam componentes das adesbes focais (Rausch & Hansen, 2020; Totaro et al.,
2018). Esta descrito também que a reducado de proteinas da familia das espectrinas,
que incluem a a-actinina, a-espectrina, p-espectrina, distrofina e utrofina, leva a uma
reorganizacao atipica do citoesqueleto de F-actina e consequentemente a ativacao
anormal do YAP/TAZ (Fletcher et al., 2015; Nicolas et al., 2014).

A via Hippo é também fortemente influenciada pela polaridade apicobasal, existindo um
conjunto de proteinas na regido apical da célula que estdo diretamente relacionadas
com a regulagdo da via, nomeadamente NF2, Kibra e PTPN14, que sdo supressoras

tumorais e regulam a Hippo e as proteinas Crumbs e proteinas semelhantes a
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angiomotina que interagem entre si e ativam a via Hippo e inibem o complexo YAP/TAZ
(Misra & Irvine, 2018; Varelas et al., 2010; Zheng & Pan, 2019). A MOBL1 é uma proteina
central na regulacdo da via Hippo que tem a capacidade de ligar e ativar MST1/2 e
LAST1/2, e foi descrita como um fator critico na definicdo da polaridade celular em
Tetrahymena, criando mais um elo entre o estabelecimento de polaridade celular e a
ativacdo da via Hippo (Soares et al., 2019; Tavares et al., 2012).

Pensa-se que o complexo YAP/TAZ e os cilios primarios se regulem reciprocamente de
uma forma negativa. Na presenca de cilio primario, o0 complexo MST1/2-SAV1 localiza-
se no corpo basal, interagindo com diversas proteinas associadas ao corpo basal como
a NPHP e potencialmente ALMS1, onde se pensa que esta tenha um papel fundamental
no controlo da carga que entra no cilio e no favorecimento da ciliogénese. As proteinas
NPHP4 e NPHP9, associadas a ciliopatia nefronoftise, inibem a via Hippo, através da
inibicdo da LATS1/2 e consequente ativacdo do complexo YAP/TAZ. Ainda que néo
tenham sido identificadas interacdes entre a via Hippo e a ALMSL1 é plausivel que pela
sua proximidade, esta possa ter impacto ou ser influenciada por esta via de sinalizacéo
(Rausch & Hansen, 2020; Wheway et al., 2018).

A ciliogénese também é suprimida por fatores de remodelacdo de actina, como LIMK2
e TESK1, que aumentam a tensdo do citoesqueleto e inibem o trafego de vesiculas em
parte pela ativacdo do complexo YAP/TAZ. Por outro lado, a citocalasina D, leva a
instabilidade da actina e consequente retencéo citoplasmética de YAP/TAZ, induzindo
a ciliogénese e formacéao de cilios maiores (J. Kim et al., 2015; Rausch & Hansen, 2020).
Para além disto, MST1/2 interage com e catalisa a fosforilacdo da AURKA, potenciando
a ciliogénese por outra via, pois inibe a interacdo de AURKA com a HDACS6, que quando
interagem formam um complexo de desmontagem do cilio. Nesta situag&o a via Hippo
esta ativada, sendo que MST1/2 esta fosforilado e o complexo YAP/TAZ também,
ficando retido no citoplasma. No caso inverso, quando o complexo YAP/TAZ é
translocado para o nicleo sédo expressos AURKA e PLK1, fatores de desmontagem do
cilio primario. Isto revela que a via Hippo e, especificamente a cinase MST1/2 e o
complexo YAP/TAZ, tém um papel fundamental no controlo da ciliogénese (M. Kim et
al., 2014; Rausch & Hansen, 2020; Wheway et al., 2018).

A semelhanca das outras vias de sinalizacdo associadas ao cilio, também a via Hippo
parece estar relacionada ao metabolismo celular. A desregulacdo da via Hippo e do
YAP tém sido maioritariamente associados a condicbes celulares atipicas como a
carcinogénese, sendo que nestas situacdes parece haver uma hiperativacdo de YAP no
nacleo, que atua como um oncogene, pois leva a expressdo de diversos genes
fundamentais na mudanca de fosforilacdo oxidativa da glucose para glicélise aerébia,

proliferacdo desregulada das células, transicdo epitelial-mesenquimal e promocao de
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entrada anormal de glucose para as células (Lei et al., 2008; Totaro et al., 2018; Zhang
et al., 2018). Nestas situacles, a atividade do complexo YAP/TAZ é regulada pela
disponibilidade de glucose no meio, em elevadas concentracfes de glucose parece
haver menor fosforilacdo do YAP e aumento da sua atividade nuclear, em contrapartida
em meios sem glucose ou com inibicdo da glicélise observa-se a sua retencdo
citoplasmética (DeRan et al., 2014; Enzo et al., 2015; Mo et al., 2015; Wang et al., 2015).
A fosfofrutocinase, enzima fundamental na glicolise parece potenciar a formacao de
complexos YAP-TEAD no nulcleo e a transcricdo de genes-alvo, como HMMR, TK1,
CTGF e ANKRD1 (Enzo et al., 2015). A via Hippo relaciona-se ainda com a via de
sinalizacdo insulina/fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Stra3burger et
al., 2012), que leva ao aumento da localizagdo nuclear do complexo YAP/TAZ e €&
fundamental no crescimento celular dependente de insulina. Uma vez no nucleo o YAP
permite a transcricdo de genes que também controlam o metabolismo da glucose,
nomeadamente transportadores de glucose GLUT1, GLUT2 (Cox et al., 2018) e GLUT3
(Wang et al., 2015), e parece também regular a expresséo do substrato 1 do recetor de
insulina (IRS1), que promove a translocagédo de GLUT4 para a membrana (Hwang et
al., 2019).

A hiperativagédo do complexo YAP/TAZ também esté associada ao desenvolvimento de
fibrose nos tecidos, carateristica em doentes com Sindrome de Alstrom. O aumento
tensdo no citoesqueleto em consequéncia de maior deposi¢cdo de matriz extracelular
pelos fibroblastos leva & migracdo da YAP para o ndcleo, o que contribui para a
expressao de genes que agravam este cenario de fibrose.

A Sindrome de Alstrom € uma doenga monogénica associada a defeitos ciliares e
potencialmente relacionada com disrup¢ao de vias de sinalizagéo associadas ao cilio,
tendo como consequéncia fenétipos de obesidade, resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2 e fibrose em vérios 6rgdos. Assim, esta doenca constitui um modelo
monogénico para estudo destas patologias ndo s6 para os individuos com Sindrome de
Alstrém, mas também para outras formas de obesidade e diabetes, sendo importante
compreender o0s diversos mecanismos subjacentes a sua patogénese.
Consequentemente, no presente trabalho pretendemos estudar o papel que os cilios
tém na resposta a elevados niveis de glucose em células epiteliais da retina,
estabelecendo uma relagdo com a via de sinalizagdo Hippo e com alteragbes na

proteina ALMS1 que comprometem o seu normal funcionamento.

15



16



2. Objetivo

E concebivel que variantes em genes que conduzam a defeitos ciliares possam estar
associadas ao desenvolvimento de fenétipos metabdlicos através de diferentes
mecanismos, nomeadamente através da disrupcéo de vias de sinalizacdo associadas
ao cilio.

Para perceber melhor como a funcéo ciliar e as vias de sinalizacao estao interligadas,
decidimos estudar a presenca de YAP em diferentes condi¢cfes de suplementag¢do com
glucose na linha celular de epitélio da retina, hTERT-RPE-1.

Em paralelo com o modelo em células epiteliais da retina normais, pretendemos ainda
avaliar como variantes da ALMS1, nomeadamente a variante c.5552C> T ALMS1
identificada por Ginete et al., 2021, influenciam a montagem e fungdo dos cilios,
tentando estabelecer uma relagdo com o metabolismo e com os niveis e localizacdo de

YAP na célula.
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3. Materiais e métodos
3.1. Condicdes de cultura celular

Para realizarmos os ensaios experimentais usamos a linha celular de células epiteliais
pigmentadas da retina humana, imortalizada com Telomerase Reverse Transcriptase
(hTERT-RPE-1) (ATCC, EUA). As células hTERT-RPE-1 formam uma monocamada
epitelial altamente polarizada na parte mais profunda do olho, que assenta na
membrana de Bruch, esta camada € essencial para o desenvolvimento e funcdo dos
fotorrecetores que se localizam logo acima das hTERT-RPE-1, estando envolvidas na
fagocitose do segmento externo do fotorrecetor, reciclagem de componentes do ciclo
visual e controlo do transporte de nutrientes, agua e ides (Figura 3.1.). A degeneracgao
desta camada de células da retina precede a degeneracao dos fotorrecetores, levando
ao desenvolvimento de distrofia retiniana carateristica em variadas ciliopatias,
nomeadamente na Sindrome de Alstrom. Diversos genes associados a ciliopatias estao
associados a funcdo normal das hTERT-RPE-1, tais como BBSS8, IFT88 e CEP290,
indicando que a disfungéo do cilio esta na base da disfungéo destas células. (Gomez et
al., 2022; May-Simera et al., 2018; Sun et al., 2021). A utilizagéo desta linha celular tem
como vantagens a facil visualizacéo do citoesqueleto e o facto de nédo ser tumoral, pelo
que quaisquer resultados observados deverédo ser causados pelas altera¢cdes induzidas
in vitro e ndo por mutacdes caracteristicas da linha celular. Todas estas carateristicas
levaram a escolha das células hTERT-RPE-1 para estudo do papel dos cilios em

resposta a elevados niveis de glucose.
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Figura 3.1. Representacdo esquematica do olho e retina
A retina localiza-se na parte posterior do olho. As células epitelias pigmentadas da retina organizam-se em

monocamada entre a membrana de Bruch e os fotorecetores da retina. Adaptado de Sun et al..

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM enriquecido com F12 e GlutaMAX
(Thermo Fisher Scientific, EUA), que contém aminoécidos, vitaminas, glucose, zinco,

ferro e diversos outros componentes que permitem o crescimento de hTERT-RPE-1,
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suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (FBS) e com 3,5% (v/v) bicarbonato de
sodio.

Foi feita a passagem de células a cada 3-4 dias, garantindo que as células se
encontravam confluentes e em divisdo. Na passagem de células, primeiramente, 0 meio
de cultura foi removido e as células lavadas duas vezes com 5 mL de DPBS (1X)
(Thermo Fisher Scientific, EUA) (137,9 NaCl, 2,7 mM KClI, 8,1 mM Na2HPO4 e 1,5 mM
KH2PO4 pH 7-7,3) para lavar o meio e ides (Mg?* e Ca?*) que interferem com a atividade
enzimatica da tripsina-EDTA 0,05% (v/v), que foi posteriormente adicionada (750 uL) e
espalhada em toda a placa, garantindo que todas as células estavam cobertas pela
enzima, foi retirado o excesso e a placa incubada na estufa durante aproximadamente
3 minutos, para permitir que as células deixassem de aderir & placa. Seguidamente as
células foram ressuspensas em meio de cultura e passadas numa diluicdo de 1:8 para
uma nova placa. Por fim, as células foram incubadas na estufa SnijJders CO190TC-20
(Snijders, Paises Baixos) a 37 °C, 5 % de CO2 e cerca de 80 % de humidade relativa
até a subcultura seguinte. Todo o procedimento foi feito de forma a manter a esterilidade
e usando uma camara de fluxo laminar vertical Danlaf VFRS 1206.

Sempre que necessario fazer um ensaio experimental com nimero de células especifico
as células foram contadas num hemocitometro e foi plaqueado o volume exato de
células. As células foram observadas no microscépio de contraste de fase invertido
Olympus CK40 (Olympus, Japao) e fotografadas com camara compacta CAMEDIA C-
4040Z00M (Olympus, Japao).

3.2. Microscopia de imunofluorescéncia
3.2.1. Condic¢Oes experimentais
Para avaliar o impacto da glucose e dos cilios nas células cultivadas, expusemos as
células a diferentes condi¢6es. De uma placa principal de 10 mL subcultivamos 3 placas
diferentes de 24 pocos, em cada placa 4 pocos foram subcultivados com 5x10* células
com 500 uL de meio de cultura em lamelas de vidro. No primeiro poc¢o nao foi adicionada
glucose, no segundo poco foi adicionada glucose até uma concentracgédo final de 5 mM,
simulando a concentragdo normal de glucose nas células, no terceiro poco foi
adicionada glucose até uma concentracao final de 25 mM, cinco vezes o normal e
simulando uma quantidade anormal de glucose, uma concentracdo associada a
hiperglicémia observada em doencas metabdlicas como obesidade e diabetes (Busik et
al., 2008; Maugeri et al., 2017). Por ultimo, foi adicionada glucose até uma concentracao
final de 5 mM em simultdneo com manitol a uma concentracdo final de 20 mM, para
avaliar se os eventuais resultados foram causados devido ao eventual stress osmotico

causado a célula, servindo este como um controlo de stress osmotico, pois as
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membranas celulares sdo pouco permeéaveis ao manitol (Figura 3.2. A) (Bowman &
Levitt, 1977).

Em seguida, cada placa foi submetida a diferentes condi¢cdes. Na primeira placa
adicionamos a glucose e manitol apés 24 horas de incubacdo. Na segunda, ap6s 24
horas de incubacdo removemos o0 DMEM-F12 com FBS 10%, lavamos 0s po¢cos com
DPBS(1X) e adicionaAmos DMEM-F12 sem FBS 10% para permitir a montagem dos
cilios primarios. Seguidamente, as 48 horas de incubacéo adicionamos a glucose e o
manitol aos respetivos poc¢os. Na terceira placa fizemos o inverso, ou seja, as 24 horas
adicionamos glucose e manitol e as 48 horas removemos o soro do meio de cultura de
células. Depois de 72 horas, fixdmos todas as células para avancar para um protocolo
de imunofluorescéncia (Figura 3.2. A).

Ao longo do projeto as condicbes experimentais para imunofluorescéncia foram
alteradas pois achamos que poderiamos melhorar a interpretacéo de resultados tendo
um controlo para cada experiéncia de inducdo de cilios isolada. Assim, manteve-se a
experiéncia onde apos 24 horas de incubagdo removemos o DMEM-F12 com FBS 10%
e substituimo-lo por DMEM-F12 sem FBS 10% para permitir a montagem dos cilios
primarios. Depois de mais 24 horas adiciondmos a glucose e o manitol nas respetivas
condic¢des descritas anteriormente. Simultaneamente, realizdmos uma experiéncia onde
todas as condi¢des se mantém exceto no momento da troca do meio as 24 horas, onde
em vez de se adicionar DMEM-F12 sem FBS adicionou-se DMEM-F12 com FBS (ndo
induzindo a paragem do ciclo celular e montagem do cilio primario). Aplicou-se o mesmo
racional a outra experiéncia, onde na primeira, as 24 horas adicionamos glucose e

manitol e as 48 horas removemos o soro do meio, e na Ultima trocou-se o meio
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mantendo o FBS 10%. Este novo modelo foi usado para a visualizagdo de yH2AX e para
a citometria de fluxo (Figura 3.2. B).
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Figura 3.2. Representacdo esqueméatica das diferentes condicbes experimentais estudadas em
hTERT-RPE-1.

(A) No grupo de estudo 1 adicionamos glucose em diferentes concentra¢des (0 mM glucose,5 mM
glucose,25 mM glucose,5 mM glucose + 20 mM manitol) apds 24 horas em cultura. No grupo 2, apés 24
horas em cultura removemos o soro da cultura e as 48 horas adicionamos as diferentes concentragfes de
glucose. No grupo 3, apds 24 horas de cultura adicionamos diferentes concentra¢des de glucose e as 48
horas removemos o soro do meio. (B) O novo ensaio experimental consistiu em fazer um controlo individual
para cada experiéncia onde era removido soro para inducéo de cilios. No grupo de estudo E2, apés 24
horas em cultura removemos o soro da cultura e as 48 horas adicionamos as diferentes concentragfes de
glucose. No grupo C2, apds 24 horas em cultura adicionamos novo meio de cultura com soro e as 48 horas
adicionamos as diferentes concentragdes de glucose. No grupo E3, apds 24 horas de cultura adicionamos
diferentes concentragfes de glucose e as 48 horas removemos o soro do meio. No grupo C3, apés 24 horas
de cultura adicionamos diferentes concentra¢Bes de glucose e as 48 horas adicionamos novo meio de

cultura com soro. Foram cultivadas 5x10* células por pogo.

3.2.2. Microscopia de imunofluorescéncia
A imunofluorescéncia permite a detecdo de antigénios especificos por anticorpos
marcados com fluorocromos diretamente nas células (Coons et al., 1941). Neste projeto,
utilizdmos a microscopia de imunofluorescéncia indireta, onde o antigénio especifico foi
marcado com um anticorpo primario que foi posteriormente detetado por um anticorpo

secundario marcado com fluorocromos (Suvarna et al., 2013; Weller & Coons, 1954).
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Primeiramente procedeu-se a fixacdo e permeabilizacdo das células, para isso, antes
foi removido o meio e cada poco foi lavado duas vezes com 500 uL de DPBS(1X). No
caso da marcacao das proteinas YAP e da y-H2AX as células foram fixadas com 300
ML de paraformaldeido a 4%, a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Posteriormente, as células foram permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 durante 2
minutos, a temperatura ambiente. Para a marcacao da a-tubulina acetilada a fixacéo e
permeabilizacao foi feita com 300 pL de metanol a -20°C, durante 10 minutos.

Para bloquear ligacGes ndo especificas, as amostras foram incubadas com FBS 10%
(v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apos o bloqueio, as células foram
incubadas com 30 uL de anticorpo primario (ver Tabela 3.1. para dilui¢cdes utilizadas)
diluido em FBS 10%, durante 45 minutos a temperatura ambiente. ApGs esta incubacao
foram feitas trés lavagens com PBS(1X), 5 minutos com agitacdo, e de seguida,
adicionados 30 pL de anticorpos secundarios (ver Tabela 3.1. para diluicdes utilizadas)
diluidos na solugéo de bloqueio e incubadas 45 minutos a temperatura ambiente, sem
exposicao a luz. As células foram novamente lavadas trés vezes com PBS(1X), 5
minutos com agitagdo, sem exposicao a luz. Posteriormente, o DNA foi marcado com
DAPI (1 ug/mL), tendo a incubagé&o ocorrido a temperatura ambiente durante um minuto,
sem exposicao a luz.

As lamelas foram montadas em laminas de vidro com 4 uL de meio de montagem
Vectashield (Vector Laboratories, EUA). As laminas foram observadas no microscopio
Olympus BX41 (Olympus, Japao), com uma objetiva de imerséo de 6leo de 60X. Para
a captura de imagem, foi utilizada a camara DMK 23U274 (The Imaging Source,
Alemanha) e o software IC Capture 2.4 (The Imaging Source, Alemanha). As imagens

foram processadas com o software ImageJ 1.53t (NIH, EUA).

Tabela 3.1. Anticorpos primarios e secundarios utlizados nos ensaios de microscopia de

imunofluorescéncia, com indicagdo do animal onde foi produzido, diluigdo utilizada e fabricante.

Produzido em Diluicéo Fabricante
Anticorpos primarios
Anti-YAP Coelho 1/100 ThermoFisher Scientific
Anti-y-Tubulina Ratinho 1/200 Sigma-Aldrich
Anti-y-H2AX Ratinho 1/200 Sigma-Aldrich
Anti-acetil-a-tubulina Ratinho 1/100 Sigma-Aldrich
Anti-pericentrina Coelho 1/400 Abcam
Anticorpos secundarios
Anti-Ratinho Alexa 488 Cabra 1/500 ThermoFisher Scientific
Anti-Coelho Alexa 594 Cabra 1/500 ThermoFisher Scientific
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3.3. Analise de extratos proteicos
3.3.1. Condicdes experimentais
Para avaliar a presenca e possivel diferenca na expresséo celular de YAP em cada
grupo, subcultivamos 3 placas diferentes de 6 poc¢os, em cada placa 4 poc¢os foram
subcultivadas com 3x10° células em 2 mL de meio de cultura. As condicbes de
suplementacdo foram mantidas a semelhanca das condicBes para a analise por
microscopia de imunofluorescéncia. Apds 72 horas extraimos as proteinas das células

cultivadas (Figura 3.3.).
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3.3.2. Preparacédo de extratos proteicos
Para preparar extratos celulares totais, foi removido o meio de cultura e feitas duas
lavagens com PBS(1X). Adicionaram-se 100 pL de tamp&o de amostra (250 mM Tris-
HCI, pH 6.8; 8% SDS (m/v); 0,1% bromofenol (m/v); 40% glicerol (v/v)) com 0,7 pL de
B-mercaptoetanol para desnaturar as proteinas e 0,5 pL de Pierce Universal Nuclease
for Cell Lysis para a digestdo do DNA/RNA, em cada pogo. As células foram raspadas
e coletadas para um tubo, e incubadas 30 minutos a 37°C com o referido tampéo, e

depois aquecidas a 95°C durante 5 minutos.

3.3.3. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE)
As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel poliacrilamida em condi¢bes

desnaturantes que permitiu a separacdo das moléculas através de um gel vertical e
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descontinuo de poliacrilamida submerso em tampéo de eletroforese Tris-Glicina-SDS
(25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS (m/v), pH 8.3) apds aplicar uma intensidade de
corrente elétrica constante de 20 mA por gel.

Para o efeito, foi utilizado um gel concentrador a 5% (m/v) de poliacrilamida e um gel
resolvente a 10% (m/v). As composi¢des dos géis estdo descritas na Tabela 3.2..

Foi utilizado um sistema de mini-géis (BioRad, EUA), com géis de dimensdo 7 cm x 10
cm x 0,1 cm.

Foram introduzidos 25uL de amostra em cada poco e 4 uL de marcador de massa
molecular NZYColour Protein Marker 1.

Tabela 3.2. Composicao do gel resolvente a 10% (m/v) e do gel concentrador a 5% (m/v) de acrilamida,

com volume final de 10 mL.

Volume adicionado

Reagentes

Gel Resolvente a 10% (m/v)

Gel concentrador a 5% (m/v)

Acrilamida/bisacrilamida (29:1) 40% (m/v)

2,5mL

1,25 mL

Tris-HCI 1,5 M pH 8,9 2,5mL 0,625 mL
SDS 20% (m/v) 50 uL 50 uL
Agua bidestilada 4,85 mL 7,965 mL
Persulfato de amonio 10% (m/v) 32 uL 100 pL
TEMED 10 uL 10 pL

3.3.4. Eletrotransferéncia de proteinas

Apo6s a eletroforese, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose Protran
origem de poro 0,45 um (GE Healthcare, EUA). Para isso, a membrana de nitrocelulose
e o gel foram incubados 30 minutos com agitacdo com tampéo de transferéncia Tris-
Glicina-SDS com metanol (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,0375% SDS (m/v), 20%
metanol (v/v); pH 8,3).

Foram colocados sequencialmente na célula de transferéncia semi-dry Trans-Blot SD
(BioRad, EUA) 3 papéis de filtro 3MM, a membrana de nitrocelulose, o gel de
poliacrilamida e novamente 3 papéis de filtro 3MM, todos com a dimens&o aproximada
de 7x10 cm. A eletrotansferéncia de proteinas foi feita a 15V, 385 mA, durante 45
minutos, com uma fonte de tens&o Electrophoresis Power Supply EPS 601 (Amersham
Biosciences, Reino Unido).

Posteriormente, a membrana foi corada com Ponceau S (Ponceau S 2% (m/v), acido
tricloroacético 30% (m/v) e acido sulfosalicilico 30% (m/v)) para avaliar os resultados da
eletroforese, com 0 marcador de massa molecular como referéncia visual para avaliar a

transferéncia de proteinas.
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3.3.5. Western Blot

Apbs a transferéncia de proteinas, a membrana foi bloqgueada com 5% (v/v) de leite
magro em p6 em PBS (1X), durante 45 minutos, que bloqueia locais ativos ha membrana
para evitar a ligacdo nao especifica do anticorpo a prépria membrana. Em seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-YAP (produzido em coelho),
diluido 1/1000 em solucdo de bloqueio durante 45 minutos, com agitacdo e a
temperatura ambiente. No final da incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com
PBS Tween 0,1%, durante 10 minutos com agitacéo. E depois os complexos antigénio-
anticorpos foram identificados com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase
de rabano (HRP), especifico para a detecdo de imunoglobulinas produzidas em coelho,
numa diluicdo de 1/1000 em solucédo de bloqueio, que foi incubado por 45 minutos, com
agitacdo e a temperatura ambiente. Finalmente, a membrana foi lavada novamente trés
vezes, mas desta vez com PBS (1X), durante 10 minutos com agitacdo. Para detecéo
da proteina foi usado o kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagents, de acordo
com o protocolo do fabricante. Foi feita a revelagéo no instrumento ImageQuant Las 500
(GE Healthcare, EUA).

3.4. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite medir as -carateristicas Gticas, como tamanho,
granularidade e fluorescéncia de uma Unica célula num fluido quando esta passa através
de uma fonte de luz. A quantificacdo destes parametros é feita através da incidéncia de
um laser na amostra, e da consequente dispersdo de luz e emissao de fluorescéncia,
gue estao diretamente relacionadas com as propriedades da célula. A citometria de fluxo
pode ser usada para diferentes fins, nomeadamente avaliagdo do ciclo celular e
proliferacéo celular (Adan et al., 2017).

A semelhanca das condicbes usadas na microscopia de imunofluorescéncia foram
plaqueadas 4 placas de 24 pocos, mas neste caso sem lamela, sujeitas as mesmas
condi¢cBes de suplementacédo e inducdo da montagem de cilios, cada po¢o com 500 pL
de meio DMEM-F12 e 5x10* células (Figura 3.2. B).

Primeiramente, o meio de cultura foi removido e as células lavadas duas vezes com 250
pL de DPBS (1X). Posteriormente foram adicionados 37,5 pL de tripsina-EDTA 0,05%
(v/v), foi retirado o excesso e a placa incubada na estufa durante aproximadamente 3
minutos. As células foram ressuspensas em meio DMEM-F12 e a amostra centrifugada
a 5009 durante 10 minutos, de forma a recolher as células. As células foram novamente
lavadas duas vezes com 500 puL de PBS (1X), ressuspendidas e as amostras

centrifugadas nas mesmas condicdes. Removeu-se 0 sobrenadante e o pellet obtido foi
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fixado em etanol 70° em PBS (1X) durante a noite. Apés a fixacdo as células foram
recolhidas por centrifugacdo e hovamente ressuspensas em PBS (1X) e centrifugadas.
Posteriormente, o pellet celular obtido foi incubado 30 minutos a temperatura ambiente
com 0,1% Triton X-100 em PBS 1X com RNAase (5 pg/mL), para permeabilizar as
células, e logo de seguida incubado com iodeto de propideo (5 pg/mL, ThermoFisher
Scientific, EUA), que se intercala na molécula de DNA. O pellet foi incubado 5 minutos
a temperatura ambiente e protegido da luz.

A leitura das amostras foi feita imediatamente no citbmetro CytoFLEX A00-1-1102
(Beckman Coulter Life Sciences, EUA) com o software CytExpert (Beckman Coulter Life
Sciences, EUA).

3.5. Previsdo da estrutura tridimensional da proteina variante ALMS1
Para avaliar como a variante ¢.5552C>T ALMS1 identificada por Ginete et al., 2021,
recorremos ao servidor AlphaFold2 (ColabFold v1.5.1: AlphaFold2 w/ MMseqs2) (Mirdita
et al., 2022) para prever alteracbes na estrutura tridimensional da proteina variante
c.5552C>T codificada pelo gene ALMS1. Esta andlise teve por objetivo prever
alteracdes nas estruturas tridimensionais da proteina ALMS1 mutada que pudessem dar
informacdes sobre como o seu funcionamento poderia ser afetado. Nesta anélise foram
utilizados os primeiros 2500 residuos de amino&cidos da proteina candnica e da variante

gerada pela mutacéo

3.6. Sistema CRISPR/Cas9 — Recombina¢cdo homodloga
3.6.1. Transfecdo de hTERT-RPE-1 para mutagdo direcionada no gene
ALMS1

O sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) com a
CRISPR-associated protein 9 (Cas9) foi usado para a edicio do genoma
especificamente no gene ALMS1 no sentido de obter uma linha celular de células
hTERT-RPE-1 que expressasse constitutivamente a proteina mutante. O sistema
CRISPR/Cas9 permite a clivagem da cadeia dupla de DNA e a edi¢do direcionada de
genes em células eucaridticas. A clivagem genética é guiada por sequéncias de RNA
guia (sgRNA), constituido por uma sequéncia crRNA em conjunto com um tracrRNA. O
crRNA é um fragmento pequeno de RNA com 20 nucle6tidos complementar a regido do
DNA que queremos clivar, e forma um complexo com o tracrRNA, que tem uma
sequéncia especifica reconhecida pela Cas9 e que permite a ligacdo a mesma. A
clivagem da cadeia de DNA complementar ao crRNA é feita pelo dominio HNH da Cas9
e a cadeia oposta é clivada pelo dominio RuvC da Cas9. Para o sistema funcionar, é

necessario, para além do reconhecimento de complementaridade de bases entre o DNA
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alvo e o crRNA, a presenca de um Protospacer Adjacent Motif (PAM) que como o0 nome
indica se localiza adjacente a sequéncia alvo do DNA, e interage com o dominio C-
terminal da Cas9 na cadeia ndo complementar de DNA e com o primeiro grupo
fosfodiéster da sequéncia de DNA alvo, levando a separacéo das cadeias de DNA. Em
seguida, a maquinaria celular faz uma reparacdo homoéloga desta quebra, neste caso
através da insercdo do DNA de cadeia Unica que foi fornecido e que apresenta a
sequéncia nucleotidica exata para reparacdo igual ao gene ALMS1 com excecao do
nucleétido que queremos alterar (Figura 3.4.) (Tabela 3.3.) (Doudna & Charpentier,
2014; Hsu et al., 2014).

Cas9
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CRISPR/Cas9
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Figura 3.4. Sistema CRISPR/Cas9 e reparacao por homologia direta.

O sistema CRISPR/Cas9 permite a clivagem da dupla cadeia de DNA e a edicdo direcionada de genes em
células eucaridticas. A clivagem genética é guiada por sequéncias de RNA guia (sgRNA), constituido por
uma sequéncia crRNA em conjunto com uma sequéncia tracrRNA. A clivagem da dupla cadeia de DNA é
feita pelos dominios HNH (cadeia complementar a crRNA) e RuvC (fita oposta) da Cas9. O motivo PAM é
fundamental na separacdo das cadeias de DNA. A estratégia usada foi reparacao por homologia direta,
fornecendo uma cadeia de DNA Unica com um nucleétido alterado, para induzir a reparagéo da dupla cadeia
de DNA com a mutacao que queriamos estudar. Adaptado de Doudna & Charpentier, 2014.

Neste caso, direcionamos a clivagem para o nucleétido 5552 no exao 8 do gene ALMS1,
com a intengdo de obter uma mutagdo direcionada onde um nucleétido de citosina
normalmente localizada nesta posi¢do seria substituido por um nucle6tido de timina.
Esta substituicdo resultaria na sintese de um aminoéacido diferente na posi¢cdo 1851,
alterando de prolina para leucina.

Para isso, as células foram cultivadas em placas de 12 pocos, foi subcultivado um poco
com 1x10° células com 1mL de DMEM-F12 sem antibiéticos e incubados durante 24

horas.
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O crRNA (12pmol) e o tracrRNA (12pmol) (Sigma-Aldrich, Alemanha) foram incubados
em gelo durante 10 minutos, depois foi adicionada a Cas9 (Sigma-Aldrich, Alemanha)
durante 30 minutos em gelo. O DNA de cadeia Unica (50 pmol) (Dharmacon, EUA)
(Tabela 3.3.), 100 yL do meio OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, EUA) e 5 uL do
agente de transfecdo trans-IT (Sigma-Aldrich, Alemanha) foram adicionados e
incubados por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Estes foram adicionadas as

células apés a incubacédo de 24 horas, que foram enté@o incubadas por mais 72 horas.

Tabela 3.3. Sequéncia de DNA de cadeia Unica e do RNA guia utilizados no sistema CRISPR/Cas9. A

vermelho indicado o nucleétido alterado.

Reagente Sequéncia

cadeia Unica |TCATTT CTT ATG A

DNA de | GAA TAA ACATCC TGC CCT CTA ATT CCT ACC TAC AGA GAG AGC ACT CTG

RNA guia GTG GGT AGG AAT TAG AGG GCA GG

3.6.2. Isolamento de clones

Para isolar os clones obtidos, apés 72 horas de incubacdo as células foram
ressuspensas em 1 mL de DMEM-F12 e seme&mos 100 células numa placa de Petri de
10mL, as placas foram incubadas e depois observadas diariamente para verificar se
havia novas coldnias celulares. Sempre que foi identificada uma nova col6nia, lavamos
a placa cuidadosamente com DPBS(1X) e colocamos discos com tripsina sobre as
colénias, que foram incubados durante aproximadamente 3 minutos.

Os discos foram entdo incubados numa placa de 12 pogos com DMEM-F12 e
antibioticos. A medida que a densidade celular aumentava, as células foram sendo
subcultivadas em placas com volumes progressivamente maiores.

Para garantir que as células estavam verdadeiramente isoladas, semeamos cada clone
identificado anteriormente numa placa de 96 pocos. Foi incubada aproximadamente
uma célula por pogco com 150 uL do meio DMEM-F12. Como antes, a medida que as
células se tornavam confluentes, subcultivamo-las em placas com volumes

progressivamente maiores.

3.7. Extracdo de DNA dos clones obtidos e PCR
Quando as placas dos clones ficaram confluentes procedemos a extracdo celular do
DNA. Para isso, as células foram raspadas mecanicamente da placa de Petri em 1mL
de PBS 1X e recolhidas por centrifugacdo a 500g durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Sendo que a extracdo de DNA é um processo sensivel ao pH, o pellet de

células obtido foi ressuspendido em 150 pL de Tris-HCI, 5 mM, pH 8.8 para impedir
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variagcfes acentuadas do pH durante a lise celular e extracéo, e depois aquecido a 95°C
durante 10 minutos. Apods arrefecer, foram adicionados 30 ug de Proteinase K para
inativar nucleases e a amostra foi incubada durante 30 minutos a 56°C. A enzima foi
depois inativada durante 10 minutos a 95°C. As amostras foram centrifugadas a 16000
g durante 1 minuto e o sobrenadante que continha o DNA foi recolhido. O DNA obtido
foi quantificado utilizando o espectrofotometro mySPEC.

Em seguida, o DNA extraido foi amplificado por polymerase chain reaction (PCR). Na
reacdo de PCR os primers usados para amplificar foram sintetizados pela STAB VIDA,
Portugal e foi usado o LongAmp® Taq 2X Master Mix (New England Biolabs Inc., EUA).
Foram usados dois conjuntos de primers, o primeiro que produziu um fragmento de
amplificacdo de maior tamanho, e um segundo conjunto de primers que produziu um
fragmento de amplificacdo de menor tamanho e permitiu uma interpretacdo mais facil
da sequenciacao.

A composicdo da mistura para PCR utilizada encontra-se descrita na Tabela 3.4.. As
sequéncias dos primers utilizados encontram-se descritas na Tabela 3.5.. A reacédo de
PCR foi efetuada num termociclador Mastercycler (Eppendorf, Alemanha), nas
condicdes descritas na Tabela 3.6..

Tabela 3.4. Composicao da mistura utilizada para a amplificacdo do DNA extraido dos clones produzidos
através do sistema CRISPR/Cas9.

Reagentes usados Volume
LongAmp® Taq 2X Master Mix 12,5 yL
Primer forward (10 pM) 1L
Primer reverse (10 yM) 2 uL
DNA dos clones ~500ng
Agua MiliQ perfazer até 25uL

Tabela 3.5. Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo e sequenciacdo do DNA extraido dos clones

produzidos através do sistema CRISPR/Cas9.

Primers Sequéncia
ALMS1 F 5- GCC CAT TACTTT CTA CCG GC-3'
ALMS1 R 5'- AAG GGT AGC TGC TGG AAA CT-3'
ALMS1 F v2 5- CCC ATT GTT TCC TAC CAG CG-3'
ALMS1 R v2 5-CTC AGT CTT CCG GTCACCTT-3
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Tabela 3.6. Condi¢bes utilizadas na amplificacdo por PCR do DNA extraido dos clones produzidos por

CRISPR/Cas9.

Temperatura Tempo Numero de
Fase ciclos
Primers v1 Primers v2 Primers v1 Primers v2
Desnaturacdo inicial 94°C 94°C 30s 30s 1
Desnaturacgéao 94°C 94°C 30s 30s
Annealing 59°C 55°C 1 min 1 min 30
Extenséo 65°C 65°C 1min 20s 30s
Extenséo final 65°C 65°C 10 min 10 min 1

3.8. Eletroforese de DNA em gel de agarose
A eletroforese do gel agarose permitiu a analise de fragmentos de DNA através da sua
migragdo ao longo de um gel horizontal submerso em tampéao TAE 1X (40 mM Tris-
Acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 80 V e durante aproximadamente 1 hora.
Para a analise de fragmentos de DNA, utilizamos um gel de agarose de 3% (m/v) em
tampao TAE 1X com 1 pyL de GreenSafe Premium (NZYTech, Portugal) por 50 mL de
gel.
A cada amostra adicionamos 6 yL de tampao de amostra (glicerol 30% (v/v), azul de
bromofenol 0,25% (m/v)) e introduzimos 25L de cada amostra em cada pogo € 4 pL de
marcador de massa molecular NZYDNA Ladder Ill.
As bandas correspondentes aos fragmentos de DNA obtidas foram observadas num
transiluminador Syngene GX-2020SL-E60 UV. O fragmento de DNA foi entdo excisado
e purificado utilizando o Kit de Extracdo de Gel QIAquick. Posteriormente, foi feita uma
analise num gel de agarose a 1% (m/v) com o marcador de massa molecular NZYDNA

Ladder Il para confirmar a presenca do DNA antes do seu envio para sequenciacao.

3.9. Analise de dados

Para quantificar a y-H2AX e YAP em imagens de imunofluorescéncia foi utilizado o
software CellProfiler (Broad Institute, USA). Para quantificacdo de Western Blot foi
utilizado o software ImageJ 1.53t (NIH, EUA). Para interpretacédo de resultados de
citometria de fluxo utilizou-se o software CytExpert (Beckman Coulter Life Sciences,
EUA) e FlowJo 10.8.1. (BD Life Sciences, EUA).

Para validar os resultados experimentais obtidos procedeu-se a sua analise estatistica
com recurso ao Microsoft Excel (Microsoft, EUA). Em todos os casos utilizou-se o teste

t de Student com exceg¢éo da avaliagéo do ciclo celular onde o teste estatistico utilizado
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foi o qui-quadrado. Em qualguer um dos casos, considerou-se que uma amostra seria

significativamente diferente do controlo quando o valor de p obtido foi inferior a 0,05.
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4. Resultados

4.1. Impacto de diferentes condi¢cbes de glucose na expressdao de YAP em

hTERT-RPE-1

Como referido anteriormente as ciliopatias estdo associadas a diversas alteracfes
metabdlicas que podem resultar no desenvolvimento de obesidade e diabetes. Pensa-
se que a causa destas alteracdes metabolicas possa estar relacionada com alteracdo
no funcionamento normal de vias de sinalizacdo associadas ao cilio primério,
nomeadamente a via Hippo (Hildebrandt et al., 2011; Wheway et al., 2018). Quando a
via Hippo é inativada, sabe-se que a proteina reguladora YAP migra para o nucleo. Esta
translocacéo responde a uma variedade de fatores biomecéanicos e bioquimicos que
condicionam a sua ativacdo. Em células tumorais e embrionarias a presenca de
elevadas concentracdes de glucose no meio leva a translocacdo de YAP para o nucleo
e ativa os fatores de transcrigdo que induzem divisdo e proliferagdo celular, pelo
contrario, em caso de privacao de glucose ou inibicdo da glicélise o YAP parece ficar
retido no citoplasma (DeRan et al., 2014; Enzo et al., 2015; Mo et al., 2015; Wang et al.,
2015).

Para estabelecer uma potencial relacéo entre a regulagéo metabdlica da glucose e a via
Hippo através do cilio, estudamos a expressdo de YAP em células epiteliais
pigmentadas da retina humana sujeitas a diferentes concentracdes de glucose (0 mM,
5 mM, 25 mM e 5 mM+20 mM manitol) e em diferentes condi¢des de formacéo de cilios
(Suplementacéo, Cilios + Suplementacdo, Suplementacdo + Cilios), como descrito no
ponto 3.2.1 no capitulo Materiais e Métodos. O complexo YAP/TAZ inclui dois efetores
a jusante da Hippo, que apesar terem fungbes Unicas individualmente, tém muitos
aspetos da sua regulacéo e funcéo partilhados (Varelas, 2014), por isso visualizamos
apenas o0s niveis de YAP celular. Avaliamos os niveis de expressdo de YAP na célula
por imunofluorescéncia, usando para isso anticorpos anti-YAP e anti-y-tubulina, um
marcador centrossomal. Através da marcacao dos nucleos com DAPI pudemos delimitar
o compartimento nuclear e inferir a fracdo nuclear, enquanto a marcacao da y-tubulina

conjuntamente com o DAPI permitiu estimar a fragcdo citoplasmética de YAP.

Na experiéncia onde ndo foram induzidos cilios, adicionamos somente as diferentes
concentracdes de glucose e mantivemos as células em cultura 24 horas, para perceber
se esta variagdo da glucose tinha impacto na expressao de YAP nas hTERT-RPE-1. Ao
adicionar concentracdes equiparadas as fisiolégicas na célula (5 mM) verifica-se um
aumento dos niveis totais de YAP celular, bem como dos seus niveis no compartimento
nuclear e citoplasmatico (Figura 4.1. A, B). Quando adicionados 20 mM de manitol com
5 mM de glucose observa-se a mesma tendéncia, indicando que niveis de YAP na célula
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aumentam em funcdo da adicdo de glucose e ndo de manitol (Figura 4.1. A, B). O
manitol podera estar a contrariar ligeiramente o efeito da glucose, tornando o seu efeito
menos evidente, uma vez que, apesar da tendéncia ser a mesma, 0s niveis de aumento
da fluorescéncia sdo menores. Em contrapartida, quando adicionAmos concentracdes
de glucose representativas de condi¢cdes patolégicas (25 mM) verifica-se um
decréscimo dos niveis do YAP celular e também dos seus niveis no compartimento
nuclear e no citoplasma (Figura 4.1. A, B). Ao adicionar 25 mM, verifica-se ainda uma
diminuicao ligeira na percentagem de marcacao nuclear em comparacao as células ndo
sujeitas a suplementacao de glucose, e nas sujeitas a adicdo de 5 mM de glucose, ainda
que nao seja significativa (0 mM — 35%; 5 mM — 36%; 25 mM — 33%; 5+20 mM — 36%)
(Figura 4.1. C) (Figura 4.4.).

Células nao ciliadas e suplementadas com glucose

YAP DAPI Sobreposicéao
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Figura 4.1. Intensidade de YAP em células suplementadas.

(A) Imagens representativas da marcacéo de YAP em células hTERT RPE-1 quando suplementadas com
0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol. Para analise destas células
utilizaram-se os anticorpos anti-YAP e anti-y-tubulina. O DNA foi marcado com DAPI. (B) Representacao
grafica da intensidade de fluorescéncia relativa de YAP na célula, no compartimento nuclear e no citoplasma
nas mesma condi¢des que em (A). (C) Representacgao gréafica da percentagem dos niveis nucleares de YAP
nas diferentes condic¢des. Os dados estdo representados como média + intervalo de confianca a 95% de 3
experiéncias independentes. A variacéo foi considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01
(**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

De acordo com o descrito na literatura, ao adicionar glucose ao meio observou-se uma
maior expressao de YAP na célula, no entanto, quando a concentragdo de glucose
aumenta significativamente observamos um efeito inverso. Podemos considerar que
possa existir um intervalo em que o aumento de glucose esteja diretamente relacionado
ao aumento da expressdo de YAP, mas que acima de uma dada concentracdo de
glucose possa haver um efeito inverso, podendo haver alguma forma de retrocontrolo
negativo, que impede a hiperativacdo de YAP no nucleo, levando eventualmente a sua

degradacgédo e/ou menor sintese.

Para perceber se a presenca de cilio primario tinha algum impacto na resposta celular
do YAP as diferentes concentracbes de glucose testadas, complementdmos a
experiéncia induzindo a formacé&o de cilios através da remoc¢éao de soro, antes e depois
da suplementacdo com a glucose. Para confirmar a formacao de cilios adicionamos uma
lamela controlo em cada experiéncia, onde apés 24 horas em cultura removemos o0 soro
e lavamos as células com DPBS (1X), adicionando depois novo meio de cultura sem
soro, no fim marcamos as células com anticorpos anti-acetil-a-tubulina, marcador dos
microtibulos do axonema ciliar, e anti-pericentrina, como marcador do
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centrossoma/corpo-basal. A percentagem de células ciliadas variou entre a 8,9% e
17,5% (Figura 4.5. A).

Ao induzir a formacado de cilios antes da suplementacdo com glucose a tendéncia da
variacdo dos niveis celulares de YAP é semelhante a das células ndo ciliadas (Figura
4.2 A, B) (Figura 4.5. B), no entanto, observdmos que o aumento de YAP celular e dos
seus niveis no compartimento nuclear e citoplasmatico diminuiam relativamente aos
niveis encontrados nas células onde nao houve formacao de cilio (Figura 4.5. B). Isto
foi observado tanto quando eram adicionados 5 mM como 25 mM de glucose. Esta
observacdo podera ser devida a ativacdo do complexo MST1/2-SAV1 aquando da
formacdo do cilio primario, que leva a retencdo citoplasmatica de YAP e a sua
degradacdo, impedindo a ativacdo de genes como consequéncia do aumento de
glucose no meio. Deste modo a presenca de cilio parece impedir o aumento da
expressao celular de YAP quando adicionados 5 mM de glucose e acentuar a diminuicdo
dos seus niveis quando adicionados 25 mM de glucose. Por outro lado, no controlo com
manitol, que é um controlo de stress osmotico, pois as membranas celulares sdo pouco
permedaveis ao manitol, a fluorescéncia devida a marcagdo com o anticorpo especifico
para o YAP parece aumentar na presenca do cilio primario, indicando que de alguma
forma a presenca do manitol, potencia, através do cilio, uma maior expressao de YAP,
e que, ao contrario da glucose, na presenca de manitol a célula quando monta o cilio
primario ndo tem a capacidade de atenuar a expressao de YAP (Figura 4.2. A, B) (Figura
4.5. B).

Em comparagcdo a experiéncia onde ndo foram induzidos cilios, a tendéncia da
percentagem de YAP no ndcleo parece inverter-se, sendo que as células sujeitas a 25
mM de glucose apés a formacao de cilios sdo as que apresentam maior percentagem
de marcacao nuclear em comparacao as outras condi¢cdes analisadas, ainda que as
variagdes ndo sejam significativas, parecendo haver uma aproximacao dos valores de
YAP nuclear em células suplementadas e em células ndo suplementadas (0 mM — 33%;
5 mM — 33%; 25 mM — 34%; 5+20 mM — 32%) (Figura 4.2. C) (Figura 4.4.). Para as
restantes condi¢cdes analisadas, que ndo os 25 mM, parece haver um decréscimo dos

niveis nucleares do YAP, comparativamente as células nao ciliadas (Figura 4.4.).
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Figura 4.2. Intensidade de YAP em células ciliadas antes da suplementacdo com glucose.
(A) Imagens representativas da marcacéo de YAP em células hTERT RPE-1 quando ciliadas as 24 horas

e suplementadas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol as 48
horas de cultura. Para analise destas células utilizaram-se os anticorpos anti-YAP e anti-y-tubulina. O DNA
foi marcado com DAPI. (B) Representagdo grafica da intensidade de fluorescéncia relativa de YAP na
célula, no compartimento nuclear e no citoplasma nas mesma condi¢des que em (A). (C) Representagéo
grafica da percentagem dos niveis nucleares de YAP nas diferentes condi¢cdes. Os dados estdo
representados como média + intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A variagédo foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

Nas células em que induzimos a montagem de cilios, apds 24 horas de suplementacao
com glucose e manitol, observa-se um aumento geral dos niveis de imunofluorescéncia
de YAP celular em comparacao as células que ndo foram expostas a glucose (Figura
4.3.A, B), as células que apenas estiveram expostas a glucose sem formacao de cilio e
em relacdo as células onde foi induzida a formacao de cilios antes da suplementacéo

com glucose (Figura 4.5. B).

A semelhanca da experiéncia onde as células foram apenas suplementadas com
glucose, ao adicionar 5 mM de glucose observamos um aumento, mas aqui
significativamente maior dos niveis de YAP na célula e nos seus compartimentos
nucleares e citoplasmaticos (Figura 4.3. A, B) (Figura 4.5. B). As diferencas entre os
niveis de YAP em condicdes de 25 mM de glucose € significativa, pois inverte a
tendéncia observada tanto na experiéncia onde s6 houve suplementagdo como na
experiéncia onde as células foram ciliadas antes da suplementacdo, havendo um
aumento significativo da expressao de YAP em todos os compartimentos celulares
estudados (Figura 4.3. A, B) (Figura 4.5. B). Na presenc¢a de 20 mM de manitol observa-
se um aumento extraordinario na expressao de YAP, em provavel relagdo com o efeito
osmdtico causado pelo manitol Figura 4.3. A, B) (Figura 4.5. B). O resultado observado
pode dever-se ao tempo que passou desde que as células foram expostas a glucose,
sendo que comparativamente a experiéncia onde s6 foi adicionada glucose e manitol e
a experiéncia onde as células foram ciliadas antes da suplementacao, estas células
foram suplementadas ap6s 24 horas em cultura, mantendo-se mais 48 horas em cultura
apos a suplementacao para permitir a inducao de cilios. Este resultado indica ainda que
a presenca de cilios ap6s a adicdo de glucose nao é suficiente para impedir o aumento
expressao de YAP na célula, ao contrario do que se verificou quando estdo presentes
cilios antes da suplementacdo com glucose. Em termos de percentagem dos niveis de
YAP no compartimento nuclear, verificamos uma tendéncia semelhante a das células
ciliadas antes da suplementacdo, onde em todas as condi¢cdes estudadas observa-se

uma diminuicdo de YAP, com excecdo dos 25 mM em que aumenta em comparacao as
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células nas outras condigBes de suplementacdo (0 mM — 32%; 5 mM — 32%; 25 mM —
35%; 5+20 mM — 33%) (Figura 4.3. C) e em relacdo a experiéncia onde sé foi feita

suplementacéo, sem inducéo de cilios (Figura 4.4.).
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Figura 4.3. Intensidade de YAP em células ciliadas apds suplementacéo com glucose

(A) Imagens representativas da marcacéo de YAP em células hTERT-RPE-1 suplementadas com 0 mM, 5
mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol as 24 horas e ciliadas as 48 horas de
cultura. Para andlise destas células utilizaram-se os anticorpos anti-YAP e anti-y-tubulina. O DNA foi
marcado com DAPI. (B) Representacao gréafica da intensidade de fluorescéncia relativa de YAP na célula,
no compartimento nuclear e no citoplasma nas mesma condi¢es que em (A). (C) Representagdo gréafica
da percentagem dos niveis nucleares de YAP nas diferentes condi¢cGes. Os dados estdo representados
como média + intervalo de confianca a 95% de 3 experiéncias independentes. A variacéo foi considerada
significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

Apesar de observarmos tendéncias diferentes entre as experiéncias verifica-se que em
termos percentuais, os hiveis nucleares YAP mantém-se sempre entre os 32% e 0s
36%, ndo havendo variacdes significativas entre os grupos. Porém, observa-se uma
tendéncia em ambas as experiéncias com cilios para uma diminui¢cdo geral dos niveis
nucleares desta proteina com exce¢éo de um ligeiro aumento no compartimento nuclear
aquando da adicdo de 25 mM de glucose comparativamente ao controlo (Figura 4.4.).
A manutengdo dos niveis do YAP no compartimento nuclear, mesmo quando
observamos variagfes na expressdo de YAP na célula, sugere a existéncia de uma
regulagdo apertada dos niveis deste regulador no compartimento nuclear onde se
espera que ele atue. De facto, a hiperativacdo de YAP no nldcleo estd associada a
condic¢des patolégicas como tumorigénese e ao desenvolvimento embrionéario (Enzo et
al., 2015; Santinon et al., 2016; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2017). A observacao
de que os niveis de YAP nos diferentes compartimentos variam de forma semelhante
sugere que devera estar a ocorrer um controlo a nivel da sintese da proteina ou da sua

degradacdo, e ndo necessariamente translocacdo do YAP entre compartimentos

celulares.
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(A)

hTERT-RPE-1

Figura 4.4. Representacdo grafica da percentagem de YAP nos compartimentos citoplasmatico e

nuclear da célula.
Quando as células sédo apenas suplementadas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose

com 20 mM de manitol ou quando foram induzidas a montar cilios primarios as 24 horas e depois
suplementadas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol as 48
horas ou quando suplementadas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de

manitol as 24 horas e depois induzidas a montar cilios primarios as 48 horas.

Em suma, os dados obtidos demonstram que parece haver um intervalo em que o
aumento de glucose leva ao aumento da expressédo de YAP na célula, no entanto, em
condicbes de glucose elevada (25 mM) esta relacdo deixa de existir, invertendo-se,
indicando a possibilidade de existir um mecanismo de retrocontrolo negativo que leva a
degradacdo ou menor sintese de YAP e que ndo € dependente da presenca de cilio
primario. No entanto, a presenca de cilio primario parece atenuar o aumento dos niveis
de YAP quando é adicionada glucose ao meio, mostrando que a eventual ativacéo da
via Hippo aquando da formacéo do cilio primério, que leva a inativagdo e degradacgéo
do YAP, possa estar relacionado com a modulagédo da resposta da célula a glucose,
mas 0 mesmo hao sera verdade para a resposta ao stress osmético. Apesar do cilio
parecer ter um papel na atenuacédo da resposta do YAP na presenca de glucose, este
s6 parece ser relevante quando esta presente antes da adi¢éo da glucose ao meio. No
caso da inducdo da formacéo do cilio apés a exposi¢do a glucose ndo se observa esta
atenuacdo da resposta, verificando-se, pelo contrario, um aumento da expressao de
YAP na célula, que pode ser causado também pelo facto da suplementacéo ter sido feita

mais cedo, as 24 horas, e as células terem sido mantidas em cultura mais 48 horas.

Pericentrina DAPI Sobreposic¢éo
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Figura 4.5. Intensidade de YAP nas hTERT-RPE-1 nas diferentes condi¢des experimentais.

(A) Imagens representativas da marcagdo de a-tubulina-acetilada (axonema) e pericentrina
(centrossomal/corpo basal), 24 horas ap6s remocéo do soro. As setas indicam os cilios. (B) Representacéo
grafica da intensidade de fluorescéncia relativa de YAP na célula, no compartimento nuclear e no
citoplasma, quando as células foram ciliadas antes ou depois da suplementacdo. Os dados estdo
representados como média + intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A variagao foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

Para complementar os resultados obtidos por imunofluorescéncia quantificAmos os
niveis de YAP celular através de Western Blot em extratos totais de células epiteliais
pigmentadas da retina humana sujeitas a diferentes concentracdes de glucose (0 mM,
5 mM, 256 mM e 5 mM+20 mM manitol) e em diferentes condicbes de inducdo de
montagem de cilios primarios (Suplementacdo, Cilios + Suplementacao,
Suplementacéo + Cilios), como descrito no ponto 3.3.1 no capitulo Materiais e Métodos.
A utilizag&o do Western Blot, mostrou que nos extratos proteicos totais as varia¢cdes dos
niveis de YAP ndo sdo muito acentuadas, no entanto, quando adicionada glucose ao
meio, parece haver uma ligeira diminuigdo de YAP celular em todas as concentragdes
de glucose analisadas. Quando € induzida a montagem de cilio antes da adicdo de
glucose a tendéncia parece ser contréria, havendo um ligeiro aumento nos niveis de
YAP celular, em especial na condicdo com 20 mM de manitol. Quando o cilio € montado
depois da adicdo de glucose este ligeiro aumento observado parece manter-se, ndo

sendo, no entanto, tdo acentuado aquando da adi¢cdo de manitol (Figura 4.6. A, B).

Desta forma, percebemos que ndo ha variagbes significativas nos extratos totais de
proteina. Para melhorar os resultados seria importante no futuro refazer as experiéncias
de imunofluorescéncia e Western Blot, integrando um controlo individual por
experiéncia, que permitisse avaliar o comportamento das células quando sujeitas a
suplementacédo simultaneamente e mantidas 0 mesmo tempo em cultura, para distinguir
se os efeitos celulares observados sao devidos a presenca/auséncia de cilio ou devidos
aos diferentes tempos de suplementacdo do meio com glucose e tempo de cultura nas

diferentes experiéncias.

(A)
M o‘Q 405
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vap W L St e PP — ~Q-ﬁHbo
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Figura 4.6. Analise por Western Blot dos niveis relativos de YAP celular em extratos totais de hTERT

RPE-1.
(A) Analise por Western Blot dos niveis relativos de YAP celular em extratos totais de hTERT-RPE-1

submetidas a 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol, e sujeitas a
inducdo de montagem de cilios primarios antes e depois da suplementagédo. M representa 0 marcador de
massa molecular. (B) Representacéo grafica dos niveis proteicos relativos de YAP celular nas condigdes
descritas em (A). Os resultados foram normalizados aos niveis de f3-actina. Os dados representados

correspondem a uma experiéncia.

4.2. Impacto de diferentes condi¢cfes de glucose no ciclo celular em hTERT-
RPE-1

Visto que a interacdo entre 0 YAP e os seus efetores no ndcleo esta associada a
expressao de genes de progressdo do ciclo celular, diferenciacdo e proliferacdo
decidimos avaliar o impacto de diferentes concentracdes de glucose e de montagem de
cilios primarios no ciclo celular das hTERT RPE-1. A analise do ciclo celular foi feita por
citometria de fluxo de acordo com o descrito no ponto 3.3. no capitulo Materiais e
Métodos. Para tentar relacionar a expressao de YAP na célula com o ciclo celular
avalidmos as hTERT RPE-1 em condigBes semelhantes as descritas anteriormente, no
entanto para otimizagéo da interpretacéo de resultados optdmos por fazer alteragdes na
estrutura do ensaio tendo agora um controlo para cada experiéncia isolada, isto &,
manter a experiéncia onde apos 24 horas de incubagédo removemos o DMEM-F12 com
FBS 10% e substituimo-lo por DMEM-F12 sem FBS 10% para permitir a montagem dos
cilios primérios, e depois as 48 horas adicionamos a glucose e o manitol (Cilios +
Suplementacéo) e o respetivo controlo (Nao inducéo de cilio + Suplementac&o) onde
todas as condi¢cdes se mantém tirando no momento da troca do meio, onde em vez de
se adicionar DMEM-F12 sem FBS 10% adicionou-se DMEM-F12 com FBS 10%.

Aplicou-se a mesma logica a outra experiéncia (Suplementacédo + Cilios) e respetivo

44



controlo (Suplementag&o + N&ao inducao de cilio) onde no primeiro se adicionou glucose
e manitol as 24 horas e removeu-se o FBS 10% as 48 horas, e no ultimo trocou-se o
meio mantendo o FBS 10%. A adicdo de diferentes concentraces de glucose foi feita
nos mesmos moldes que a experiéncia da marcacdo de YAP (OmM, 5mM, 25mM e
5mM+20mM manitol). A marcacao do contetddo de DNA das células foi feita com iodeto
de propideo, para permitir a sua quantificacdo e categorizacao pelo citbmetro ao longo
do ciclo celular. Para confirmar a formacao de cilios adicionamos uma lamela controlo
em cada experiéncia, onde as 24 horas removemos 0 soro e lavamos as células com
DPBS (1X), adicionando depois novo meio de cultura sem soro, no fim marcamos as
células com os anticorpos anti-acetil-a-tubulina e anti-pericentrina, tendo a percentagem

de montagem de cilios de 32,5% (Figura 4.7. A)

Observamos que quando foi feita a suplementacédo as 48 horas sem induzir previamente
a formacao de cilios, independentemente da sua concentracao, a populagéo de células
apresenta uma tendéncia para diminuir o nimero de células em fase G1 e aumentar o
namero de células em fase S, ndo havendo alteragdo relevante na percentagem de
células em G2. Indicando que a presenga de glucose em baixas ou elevadas

concentracdes potencia a progressdo de G1 para S (Figura 4.7. B, C).

Quando induzimos a formacéo de cilio priméario antes da suplementa¢ao com glucose,
parece haver uma tendéncia geral, para a diminui¢cdo da percentagem de células em G1
e um ligeiro aumento na fase S e G2, indicando que o cilio contribui para uma maior
progressao das células no ciclo celular, ainda que esta variagdo ndo seja significativa
(Figura 4.7. B). Em comparacéo as células que nédo foram expostas a glucose, quando
baixas concentracdes (5mM) de glucose sdo adicionadas ou quando 5 mM glucose é
adicionada em conjunto com o manitol o nimero de células em G1 diminui ligeiramente
enquanto um pequeno aumento é observado na fase S. Quando ndo é adicionada
glucose a diminuicdo de células em G1, distribui-se mais uniformemente entre a fase S
e G2, sugerindo que a presencga apenas de cilio parece potenciar o crescimento celular,
replicacdo de DNA e divis&o celular, mas quando as células s&o suplementadas depois
com 5mM de glucose a evolucdo para fase G2/Mitose parece diminuir, 0 que pode
indicar que a presencga de glucose leva a uma maior retencdo das células na fase S.
(Figura 4.7. B). Contrariamente, quando sdo adicionados 25 mM de glucose a células
ciliadas o ciclo celular parece ficar bloqueado em G1, havendo um aumento de células
em G1 (65,5%) em relacdo as células nao ciliadas (63,6%), e em comparacao as outras
concentracdes de glucose na mesma experiéncia (OmM — 56,9%; 5mM — 54,4%; 25mM
— 65,5%; 5+20mM — 53,2%) (Figura 4.7. B). Em comparacéo as células nao ciliadas
sujeitas a mesma concentracdo de glucose, o nimero de células em fase S diminui e
45



=

hTERT-RPE-1

em fase G2 aumenta ligeiramente, o que esta de acordo com um eventual blogueio em
G1. Nestas mesmas condi¢des (Cilio+ 25mM de glucose) verificAmos uma diminuicao
de YAP celular e, ainda que as variacdes no ciclo celular ndo sejam estatisticamente
relevantes, pode indicar uma potencial relacdo entre o aumento patolégico de glucose,
a diminuicdo de marcacao celular de YAP, através de eventual degradacdo ou menor
expressao, e o bloqueio do ciclo em G1. Indicando que o cilio possa ter um papel
fundamental na regulacdo da resposta de YAP a glucose em elevadas concentracdes,

e consequentemente no ciclo celular.

Quando foi feita a suplementacédo as 24 horas e sem inducéo de cilio, observa-se uma
tendéncia idéntica a suplementacdo as 48 horas, mas com um ligeiro aumento de
células que passam para a fase S (OmM - 25,9%; 5mM — 29,6%; 25mM — 29,5%;
5+20mM — 29,1%) e fase G2 (OmM — 11,7%; 5mM — 8,6%; 25mM — 9,2%; 5+20mM —
10%). Um efeito semelhante ja tinha sido observado na expresséo do YAP, denotando
gue o momento de exposicdo a glucose e o tempo que as células ficam em cultura apés
a mesma podem ser importantes na resposta celular e, neste caso, permitem a

progressao no ciclo celular de mais células (Figura 4.7. B, C)

Quando os cilios sdo induzido apos a suplementacao de glucose observa-se um ligeiro
aumento das células em fase G1 e diminuicdo das células na fase S em comparacgéao as
células sem inducéo de cilio, com excecéo das células onde néo foi adicionada glucose,
que parecem diminuir o nimero de células em fase G1, ndo havendo alteracdes
significativas no ciclo celular. A inducéo do cilio através de remocao de soro nas ultimas
24 horas de cultura antes da andlise pode ter induzido mais células a ficarem retidas em
G1.

A analise do ciclo celular demonstrou que a variagéo de células em sub-G1, indicativas
de apoptose, foi entre 0% e 1,4%, portanto nenhuma das condi¢des induziu aumento de

apoptose nas células.

Pericentrina DAPI Sobreposicao
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Figura 4.7. Representacdo do ciclo celular em hTERT-RPE-1.

(A) Imagens representativas da marcacdo de a-tubulina-acetilada (axonema) e Pericentrina
(centrossoma/corpo basal), 24 horas ap6s remocéo do soro. As setas indicam os cilios. (B) Representagdo
grafica da percentagem de células em fase G1, fase S e fase G2 do ciclo celular, em células suplementadas
as 48 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol e em células
ciliadas as 24 horas e depois suplementadas nas mesmas condigdes. (C) Histograma de frequéncia do
contetdo de DNA (PE-A) em células suplementadas as 48 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e
5 mM de glucose com 20 mM de manitol. (D) Histograma de frequéncia do conteido de DNA (PE-A) de
células ciliadas as 24 horas e depois suplementadas nas mesmas condi¢des. (E) Histograma de frequéncia
do conteudo de DNA (PE-A) em células suplementadas as 24 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose
e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol (F) Histograma de frequéncia do contetido de DNA (PE-A) em
células suplementadas nas mesmas condi¢des e depois ciliadas as 48 horas. (G) Representacao grafica
da percentagem de células em fase G1, fase S e fase G2 do ciclo celular, em células suplementadas as 24
horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol e em células
suplementadas nas mesmas condi¢fes e depois ciliadas as 48 horas.Os dados estédo representados como
média + intervalo de confianga a 95% de 2 experiéncias independentes. A variagdo foi considerada
significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

Com estes dados podemos concluir que quando se adiciona glucose em baixas
concentra¢des no meio, quer a suplementacédo ocorra as 24 ou as 48 horas, verifica-se
uma tendéncia para aumentar a percentagem de células em fase S, indicando que a
presenca de glucose leva a um maior nimero de células a progredir no ciclo celular.
Esta observacéo é compativel com o descrito na literatura, associando a presenca de
glucose no meio, ao aumento da expressdo de YAP, e a inducdo da divisdo e
proliferacdo celular. A presenca de cilio antes da suplementacao leva a que o efeito da
glucose na passagem de células da fase G1 para S e G2 seja mais evidente. No entanto,
nestas condicdes ha uma atenuagdo da expressdo de YAP celular, indicando que

havera outras vias de controlo glucose-cilio-ciclo celular.

Pelo contrério, a adicdo de elevadas concentragbes de glucose no meio quando
induzida a formacédo do cilio a priori parece aumentar o numero de células em G1 e
diminuir a fracdo da populagéo correspondente a S, e aumentar em G2. Sendo possivel
gue concentracfes de glucose que simulam estados patolégicos possam reter as
células em G1, em provavel relacdo com a marcada reducao da expresséao de YAP na
célula nestas condicdes. Parece entdo que quando a célula é exposta a elevadas
concentracdes de glucose o cilio modula esta resposta celular, quer acentuando a

retencdo de células em G1 quer promovendo a diminuigdo dos niveis de YAP na célula.

E de realcar que nenhuma destas variagdes é estatisticamente significativa, sendo esta

apenas uma avaliacdo da tendéncia do comportamento do ciclo celular, a repeticao
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deste ensaio mais vezes podera ser o suficiente para aumentar a relevancia estatistica

do mesmo.

Através da citometria de fluxo avalidmos ainda o volume celular, através da medicéo da
luz refratada ao longo do mesmo eixo que o laser (Forward Scatter — FSC), que é
proporcional & area ou tamanho da superficie celular, e a sua granularidade, através da
medicéo da luz refratada e refletida a aproximadamente 90 graus do eixo do laser (Side
Scatter - SSC), que é proporcional & complexidade interna da célula, isto é, a presenca
de membrana, nucleo, organelos e granulos aumentam a granularidade da célula e
consequentemente o SSC (Adan et al., 2017; Liu, 2013).

Em relacdo ao volume celular, verificamos que quando as células sdo expostas as 48
horas a 5mM de glucose existe um ligeiro aumento do volume celular, em comparagéo
as células onde nao é adicionada glucose. Este aumento € mais acentuado quando a
concentracdo de glucose aumenta para 25 mM. Na presenca de manitol o volume
celular ndo parece variar significativamente (xOmM — 1,00; xX5mM- 1,01; x25mM - 1,03;
x5+20mM - 1,00) (Figura 4.8. A). Quando séo induzidos cilios antes da adi¢cdo de
glucose e é adicionada glucose a 5 mM, o volume celular mantém-se, no entanto, o
volume nos 25 mM de glucose é atenuado relativamente as células ndo ciliadas. Em
contrapartida o volume nas células onde foi adicionado simultaneamente glucose e
manitol, baixa significativamente (XOmM — 1,00; X5mM- 1,01; X25mM — 1,00; X5+20mM
—0,96) (Figura 4.8. A). Mais uma vez, a presenca do cilio antes da suplementacdo com
glucose parece atenuar os efeitos da glucose na célula. No entanto a relacdo entre a
presenca do cilio e a exposi¢cdo a manitol e glucose parece ser mais complexa, uma vez
que a célula apresenta um comportamento diferente quando apenas exposta a glucose.
O facto de a glucose ter varias formas de entrada na célula e ser uma molécula
fundamental para o metabolismo celular, faz com que esta entre para a célula para ser
utilizada. Em contrapartida a membrana celular é pouco permeavel ao manitol, que se
mantém no meio, 0 que provoca um efeito osmotico, levando a perda de agua e
diminuicdo do volume celular. Como ja descrito na literatura o cilio parece estar
associado a regulacao de stress osmaotico (Masyuk et al., 2006; Shiba et al., 2005; Siroky
et al., 2017), e, desta forma pode acentuar esta diminuicdo de volume celular quando

a célula esté sujeita a forcas osmaticas.

Quando as células sdo expostas as 24 horas a diferentes concentragces de glucose
existe um aumento do volume celular tanto quando se adicionam 5mM ou 25mM de
glucose. Resultados semelhantes sdo obtidos quando estas sdo expostas a diferentes

concentracdes de glucose as 48 horas, mas o0 aumento é mais acentuado especialmente
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para os 25 mM. Quando a adicéo de glucose ocorre simultaneamente com a de manitol
a diminuicdo de volume celular é clara (xOmM - 1,00; xX5mM- 1,02; x25mM - 1,07;
x5+20mM — 0,98) (Figura 4.8. B). Quando ¢é induzida a formacéo de cilio ap6s esta
suplementacdo existe uma ligeira diminuicdo do volume quando s&o adicionados 25mM
de glucose, mas as células mantém-se significativamente maiores que as nao
suplementadas. Quando adicionados 5mM de glucose o cilio ndo parece alterar o
tamanho, mantendo-se maior que as células ndo suplementadas. Estes dados indicam
mais uma vez que a formacéo de cilio apds a suplementacdo ndo parece atenuar tanto
os efeitos causados pela exposicdo mais cedo a glucose. Observa-se ainda que quando
adicionado manitol e depois formado cilio existe uma variagado da tendéncia das células
nao ciliadas, aumentando o volume celular (XOmM — 1,00; X6mM- 1,02; x25mM — 1,05;
x5+20mM — 1,01) (Figura 4.8. B)

Quanto a granularidade da célula parece variar da mesma forma que o tamanho quando
as células séo sujeitas a suplementacdo as 48 horas, a tendéncia € a mesma,
aumentando ligeiramente a granularidade com o aumento da glucose (5mM e 25mM),
havendo um ligeiro aumento na granularidade quando o manitol é adicionado as 48
horas (XOmM — 1,00; X56mM- 1,03; x25mM — 1,04; X5+20mM — 1,01) (Figura 4.9. A).
Quando se induziu a formacao de cilio antes da suplementacao verificou-se uma
diminuicdo de SSC em todas as concentracdes de glucose, sendo a mais acentuada
quando foi adicionado manitol (XOmM — 1,00; X5mM- 1,00; x25mM — 0,97; X5+20mM —
0,91) (Figura 4.9. A). Uma tendéncia semelhante a adicdo de glucose as 48 horas foi
observada quando a glucose foi adicionada as 24 horas, observando-se, no entanto,
uma diminui¢do significativa de granularidade quando adicionado manitol as 24 horas
(XOmM — 1,00; x5mM- 1,03; x25mM — 1,03, x5+20mM — 0,99) (Figura 4.9. B). Quanto a
presenca de cilio apds a suplementagéo, observa-se um efeito oposto ao cilio antes da
suplementacdo, havendo um aumento significativo da granularidade das células nas
diferentes concentragfes de glucose e manitol (XOmM — 1,00; X5mM- 1,07; x25mM —
1,12; x5+20mM — 1,05) (Figura 4.9. B), mais uma vez indicando que o efeito de
modelacao de resposta celular pelo cilio a priori da suplementacao nao se aplica quando

o cilio é induzido depois.
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Figura 4.8. Representacdo grafica do tamanho de hTERT-RPE-1
(A) Células suplementadas as 48 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20

mM de manitol e em células ciliadas as 24 horas e depois suplementadas nas mesmas condi¢des. Em cima
sobreposicdo dos histogramas, a esquerda das células apenas suplementadas, a direita as células ciliadas
antes da suplementacdo. (B) Em células suplementadas as 24 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose
e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol e em células suplementadas nas mesmas condi¢des e ciliadas
as 48 horas. Em cima sobreposicéo dos histogramas, a esquerda das células apenas suplementadas, a
direita as células ciliadas depois da suplementacéo. Os dados estdo representados como média + intervalo
de confianca a 95% de 2 experiéncias independentes. Os dados estdo representados como média +
intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A varia¢do foi considerada significativa
quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).
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Figura 4.9. Representacao gréafica da granularidade de hTERT-RPE-1

(A) Em células suplementadas as 48 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com
20 mM de manitol e em células ciliadas as 24 horas e depois suplementadas nas mesmas condi¢des. (B)
Em células suplementadas as 24 horas com 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20
mM de manitol e em células suplementadas nas mesmas condicdes e ciliadas as 48 horas. Os dados estdo
representados como média * intervalo de confianga a 95% de 2 experiéncias independentes. A variago foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

4.3. Impacto de diferentes condi¢cdes de glucose na expressao de y-H2AX em
hTERT-RPE-1

Na sequéncia da avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo, fomos avaliar a
marcagao por imunofluorescéncia da variante da histona H2AX (y-H2AX) que é
tipicamente fosforilada no residuo Serina-139 da regido C-terminal em resposta a danos
na molécula de DNA (Sharma et al., 2012), no entanto, esta descrita esta fosforilagéo
da H2AX na auséncia de danos no DNA, associando-se neste caso maioritariamente a
senescéncia celular (Pospelova et al., 2009; Soutoglou, 2008; Soutoglou & Mistel,
2008).

A y-H2AX é um marcador sensivel para quebras de DNA dupla cadeia e de

encurtamento de telémeros (Balajee & Geard, 2004; Redon et al., 2011; Sharma et al.,

2012), por isso, o numero de foci de y-H2AX em células danificadas e senescentes
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aumenta (Grosse Hovest et al., 2006; Sedelnikova et al., 2004), tornando esta marcacao
mais recentemente usada na identificacdo de senescéncia celular (Bernadotte et al.,
2016). Niveis elevados de glucose tém sido associados a um aumento de foci de y-
H2AX, associados a uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio e a mais
danos no DNA (Tanaka et al., 2006; Zhong et al., 2018). Por outro lado, a senescéncia
celular relaciona-se com a expressdo de YAP, sendo que a inibicdo de YAP esta
associada a inducdo de senescéncia e a sua sobreexpressao associada a diminui¢ao
da senescéncia (Jia et al., 2018; Xie et al., 2013). A utilizagdo da y-H2AX é importante
no contexto do presente trabalho para perceber se 0 excesso de glucose, que esta a
induzir a degradacao de YAP celular e provavelmente a retencdo de células em G1,

estaria também a induzir danos no DNA e/ou senescéncia celular.

Para avaliar a presenga de danos no DNA observamos a expressdo de y-H2AX no
nucleo em hTERT-RPE-1 sujeitas a diferentes concentracdes de glucose (OmM, 5mM,
25mM e 5mM+20mM manitol) e em diferentes condi¢gbes de montagem de cilios (Nao
inducdo de cilio + Suplementagéo, Cilio + Suplementacdo, Suplementacdo + N&o
inducdo de cilio, Suplementagéo + Cilio), como descrito no ponto 3.2.1 no capitulo
Materiais e Métodos. Avaliamos a variagdo de expressao de y-H2AX no ndcleo por
quantificagdo da intensidade da imunofluorescéncia onde marcamos as células com o
anticorpo anti-y-H2AX e anti-pericentrina, e o DNA dos nucleos com DAPI de forma a
podermos determinar as &reas correspondentes ao compartimento nuclear.
Posteriormente, fizemos a caraterizacdo dos foci de y-H2AX, para avaliar a reparacao
de danos na dupla cadeia de DNA, e da marcagéo total de y-H2AX no ndcleo, pois para
além da marcacdo mais comum de foci, também existem células que apresentam o
nucleo totalmente marcado com y-H2AX (pan-nuclear), este fendmeno esta geralmente
associado a situacdes de stress replicativo letal e apoptose (Moeglin et al., 2019), neste
caso fizemos a quantificagéao total de y-H2AX no nucleo, que inclui a intensidade dos

foci e da marcagédo pan-nuclear.

Em relacdo a caraterizagdo dos foci de y-H2AX, verificAmos que em células expostas
as 48 horas a diferentes concentracdes de glucose, com 5mM de glucose ha um ligeiro
aumento da intensidade dos foci de y-H2AX no nicleo em comparacéo as células onde
nao foi adicionada glucose. Quando adicionados 25 mM de glucose ou 20 mM manitol
mais 5 mM glucose a marcagéo de y-H2AX no nucleo baixa significativamente (OmM —
1,00; 5mM - 0,95; 25mM — 1,01; 5+20mM - 0,90) (Figura 4.10. A, C).

A presenca de cilios antes da adicdo de glucose parece uniformizar a intesidade dos

foci de y-H2AX no nucleo. No caso da adicdo de 5mM de glucose com e sem o manitol,
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h&a uma diminui¢cdo da expresséo de y-H2AX em comparagéo as células onde néo foi
adicionada glucose. Por outro lado, quando adicionados 25mM de glucose ndo ha
variacdo significativa em relagcdo aos 0 mM (OmM -1,00; 5mM - 0,95; 25mM - 1,01;
5+20mM —0,90). No entanto, em comparacao as células em que nao foram induzidos

cilios antes da suplementacao, todos os valores variam menos (Figura 4.10. B, C).

Quanto a marcacgao total de y-H2AX no nucleo, quando as células sao expostas as 48
horas a 5mM de glucose ha um aumento significativo da expressao total de y-H2AX no
nucleo, ao invés, a adicdo de 25mM de glucose e de 5 mM de glucose com manitol, leva
a uma menor expressao de y-H2AX, como j& observado para os foci de y-H2AX, neste
caso, de uma forma mais acentuada quando o manitol é adicionado (0 mM -1,00; 5 mM
-1,18; 25 mM - 0,89; 5 mM+20 mM —0,54) (Figura 4.10. A, D).

Quando é induzida a formacao de cilios antes da suplementacéo, verificamos que na
adicdo de apenas glucose (5mM e 25mM) ha uma diminuigédo da intensidade total de y-
H2AX, no caso da adicdo de glucose mais manitol verifica-se a tendéncia oposta,
aumentando a intensidade em comparacdo a experiéncia sem cilios, no entanto,
mantendo-se abaixo das células que ndo foram suplementadas (Figura 4.10. A, D).
Nesta experiéncia, ao suplementar as células ciliadas observa-se que em todas as
concentragdes ha uma diminuigao de intensidade da y-H2AX em relagéo as células que
nao foram suplementadas, sendo que so6 € significativa quando sédo adicionados 25mM
de glucose (OmM -1,00; 5mM - 0,85; 25mM — 0,72; 5 mM+20 mM —0,84) (Figura 4.10.
D). Conclui-se assim, mais uma vez, que a presenca de cilios antes da suplementacéo
tende a aproximar os niveis da expressdo de y-H2AX no ndcleo aos encontrados nas

células sem cilios.
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Figura 4.10. Intensidade de y-H2AX em hTERT-RPE-1
(A) Imagens representativas da marcacéo de y-H2AX quando submetidas a 0 mM, 5 mM e 25 mM de

glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol as 48 horas. (B) Imagens representativas da marcagao
de y-H2AX quando ciliadas as 24 horas e submetidas a 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose
com 20 mM de manitol as 48 horas. Para analise destas células utilizaram-se os anticorpos anti- y-H2AX e
anti-pericentrina. O DNA foi marcado com DAPI. Setas a branco indicam nucleos com foci de y-H2AX, setas
a amarelo indicam nucleo com marcagao total y-H2AX no nucleo, setas a verde indicam ndcleos sem
marcagdo de y-H2AX. (C) Representacao grafica da intensidade de fluorescéncia relativa de foci de y-H2AX
no nucleo nas mesmas condigdes que (A) e (B). (D) Representacgao grafica da intensidade de fluorescéncia
relativa de y-H2AX total no ndcleo de hTERT RPE-1 nas mesmas condi¢des que (A) e (B). Os dados estédo
representados como média + intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A variagao foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).
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Em contraste, quando as células sédo expostas a glucose as 24 horas sem presenca de
cilios, todas as condi¢cbes de suplementacdo levam ao aumento significativo de
expressao de y-H2AX, indicando mais uma vez que o aumento do tempo de cultura
apos exposicao a glucose é fundamental na alteracdo da resposta celular, neste caso
maior tempo aumenta a expressdo do marcador de senescéncia celular e de danos no
DNA. O aumento é maior no caso das células que foram expostas a uma concentracao
de 25mM de glucose (OmM —1,00; 5mM — 1,24; 25mM — 1,43; 5+20mM — 1,21) (Figura
4.11. A, C)

Quando a inducéo do cilio é estimulada apés a adi¢éo de glucose, verifica-se novamente
uma uniformizacdo da expressdo dos foci de y-H2AX no nucleo. Quando sé&o
adicionados 5mM e 25mM de glucose ha um aumento da intensidade de foci de y-H2AX,
e uma diminuicdo quando adicionado 20 mM manitol em simultdneo com 5mM glucose
(OmM -1,00; 5mM - 1,12; 25mM — 1,10; 5+20mM —0,94). Em comparacéo as células
apenas suplementadas verifica-se uma diminuicdo geral da expressao de y-H2AX,
revelando um potencial papel no cilio na diminuicdo da senescéncia e de possiveis

danos celulares causados pela presenca de glucose (Figura 4.11. B, C).

Quanto a marcagao total de y-H2AX no nucleo, quando apenas é feita a suplementacéo
ha um aumento da expressao de y-H2AX quando adicionados 25 mM de glucose, sendo
que nas células onde séo adicionados 5 mM de glucose com e sem manitol a expressao
nao é significativamente diferente das células ndo expostas a glucose (OmM —1,00; 5mM
—1,02; 25mM - 1,49; 5+20mM —0,97) (Figura 4.11. A, D).

A formagao de cilios apds a suplementacdo leva a um aumento da intensidade de y-
H2AX quando adicionados 5 mM de glucose, e uma ligeira diminuicdo quando
adicionado manitol mais 5 mM de glucose. Nos 25 mM a intensidade decresce, mas
mantém-se elevada (OmM -1,00; 5mM - 1,31; 26mM — 1,34; 5+20mM -0,81) (Figura
4.11. B, D). Nesta experiéncia a adigcdo de 5 mM ou 25 mM de glucose e posterior
montagem de cilios leva ao aumento significativo da intensidade total de y-H2AX,
enquanto na glucose mais manitol os cilios levam a diminuicdo mais acentuada

relativamente quer a auséncia de cilios, que & auséncia de glucose (Figura 4.11. D).

Comparando as duas experiéncias, a presenca de cilio antes da suplementacao parece
levar a diminuicdo de expressao total de y-H2AX, enquanto a presenca de cilio apés a
suplementacgéo parece levar ao seu aumento, com excec¢ao da adicdo de manitol, que
parece em geral diminuir a expressao de y-H2AX. Ao contrario dos foci onde a presenca

de cilios antes ou depois da suplementacdo parece normalizar a sua expressao, na
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marcacao total de y-H2AX no nlcleo apenas a presenca de cilios antes parece ter esse
papel.

Os resultados anteriores mostram que quando a suplementacéo é feita as 24 horas e
principalmente na auséncia de cilio ha um aumento significativo da intensidade de foci
e total de y-H2AX, indicando que a presenca de elevadas concentracdes de glucose no
meio pode levar a danos da dupla cadeia de DNA e/ou senescéncia. O facto de os cilios
apoés a suplementagdo conseguirem atenuar a expressao de foci de y-H2AX, mas ndo
da sua marcacao total, pode indicar que as células expostas a glucose as 24 horas estédo
a sofrer outro tipo de danos que o cilio ndo consegue regular. Por outro lado, quando o
cilio € induzido antes da glucose parece conseguir regular tanto os niveis da intensidade
de foci como da intensidade total de y-H2AX.

Nao observamos um aumento de y-H2AX nas células ciliadas e suplementadas com
25mM como esperado, indicando que a diminuicdo da expressao de YAP nas células
nesta condicdo leva a uma tendéncia para aumentar de células em G1, mas nao para
aumentar a senescéncia nem os danos celulares, podendo neste caso o cilio estar a

contribuir para a moderacao deste efeito.

Células suplementadas com glucose as 24 horas e nao ciliadas

Pericentrina DAPI Sobreposicao
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Figura 4.11. Intensidade de y-H2AX em hTERT-RPE-1

(A) Imagens representativas da marcagdo de y-H2AX quando submetidas a 0 mM, 5 mM e 25 mM de
glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de manitol as 24 horas. (B) Imagens representativas da marcacgao
de y-H2AX quando submetidas a 0 mM, 5 mM e 25 mM de glucose e 5 mM de glucose com 20 mM de
manitol as 24 horas e ciliadas as 48 horas de cultura. Para analise destas células utilizaram-se os anticorpos
anti- y-H2AX e anti-pericentrina. O DNA foi marcado com DAPI. Setas a branco indicam nucleos com foci
de y-H2AX, setas a amarelo indicam nucleo com marcagéo total y-H2AX no nucleo, setas a verde indicam
nucleos sem marcagao de y-H2AX. (C) Representagéo gréafica da intensidade de fluorescéncia relativa de
foci de y-H2AX no nucleo nas mesmas condicdes que (A) e (B). (D) Representagdo gréafica da intensidade
de fluorescéncia relativa de y-H2AX total no nicleo nas mesmas condi¢des que (A) e (B). Os dados estédo
representados como média + intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A variac¢ao foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).

QuantificdAmos também o nimero de foci de y-H2AX por nlcleo para percebermos se
as células nas diferentes condi¢des apresentavam maior acumulacao de foci de y-H2AX
em cada nucleo. Sendo que a tendéncia quando adicionada glucose as 48 horas é para
diminuir o nimero de foci de y-H2AX por nucleo nas células suplementadas em
comparacao as células onde ndo houve adi¢cdo de glucose nem manitol, relacionando-
se com a intensidade dos foci na mesma condi¢cdo, no entanto, a Unica variacao
significativa é o decréscimo do nimero de foci quando é adicionada glucose com 20 mM
de manitol (Figura 4.12. A). Quando as células foram ciliadas antes da adicdo de
glucose, a tendéncia mantém-se igual as ndo ciliadas, com exce¢do de quando é
adicionado manitol, que leva a uma inversdo da tendéncia, aumentando
significativamente a expressao em relacéo a adicdo de manitol sem cilios. Verifica-se

também uma diminuigéo significativa do nimero de foci de y-H2AX quando adicionados
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25 mM de glucose em comparacgdo as células onde nédo foi adicionada glucose (Figura
4.12. A). Em geral, parece que a presenca de cilio leva ao aumento do nimero de foci
de y-H2AX em cada nucleo, com excecédo dos 25 mM, em que mantém o numero (Figura
4.12. A, B).

Quando a suplementacéo foi feita as 24 horas mantém-se a tendéncia da adi¢cdo de
glucose diminuir o ndamero de foci de y-H2AX por nudcleo, com exceg¢do da
suplementagdo com 25 mM de glucose, que parece aumentar ligeiramente, mas estas
variagdes ndo sao significativas (Figura 4.12. C). Quando as células foram ciliadas ap6s
a suplementacédo parece haver uma aproximac¢ao dos valores do ndmero de foci de y-
H2AX nas diferentes condi¢des, havendo uma diminuicao significativa do numero de
foci quando nado ha adicdo de glucose e quando adicionados 25 mM de glucose (Figura
4.12. D).
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Figura 4.12. Representagao grafica da média do numero de focos de y-H2AX em células hTERT RPE-
1.

(A) Gréfico comparativo entre a experiéncia controlo (Suplementagdo) e a experiéncia
(Cilio+Suplementacéo), para cada concentracédo de glucose/manitol. (B) Grafico comparativo das diferentes
concentragfes de glucose/manitol dentro de cada experiéncia (Suplementagao; Cilio+Suplementacao). (C)
Gréfico comparativo entre a experiéncia controlo (Suplementagéo) e a experiéncia (Suplementacao+Cilio),
para cada concentracdo de glucose/manitol. (D) Gréafico comparativo das diferentes concentrages de
glucose/manitol dentro de cada experiéncia (Suplementacdo; Suplementagdo+Cilio). Os dados estédo
representados como média + intervalo de confianca a 95% de 3 experiéncias independentes. Os dados
estdo representados como média * intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A

variagcdo foi considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001

(****) .

Foi também calculada a percentagem de nucleos que apresentavam foci de y-H2AX em
relagdo ao numero total de nucleos observados. Para esta relacdo n&o parece haver
uma variacao significativa entre experiéncias. No entanto, quando é feita suplementagéo
com glucose as 48 horas (OmM —61,3%; 5mM — 62,3%; 25mM — 66,0%; 5+20mM —-40,7)
verifica-se uma tendéncia para diminuir o nimero de nucleos com foci de y-H2AX
quando adicionado glucose mais manitol (Figura 4.13. A)

Nas células ciliadas antes da suplementacéo, parece haver uma tendéncia para diminuir
a percentagem de nucleos com foci de y-H2AX em comparacao as nao suplementadas
com glucose (OmM —68,7%; 5mM — 55,3%; 25mM — 55,3%; 5+20mM —56,0%) (Figura
4.13. A). Em comparagdo as células que ndo foram ciliadas parece haver uma
diminuicdo de nucleos marcados quando adicionados 5mM e 25mM de glucose, e um
aumento quando ndo ha suplementagédo ou quando ha adicdo de manitol (Figura 4.13.
B).

Quando a suplementagéo foi feita as 24 horas (OmM —68,7%; 5mM — 62,0%; 25mM —
68,0%; 5+20mM -55,7%) a tendéncia para diminuir o nimero de ndcleos com foci de y-
H2AX quando adicionado glucose mais manitol mantém-se, ndo sendo tdo grande a

variagdo (Figura 4.13. C).

Quando as células sdo suplementadas antes de serem ciliadas também aumenta mais
a percentagem de células com foci quando sdo adicionados 5mM de glucose sem
manitol (OmM — 55,0%; 5mM — 64,3%; 25mM — 51,3%; 5+20mM -56,0%). Em
comparacgdo as células ndo ciliadas a presenca de cilios depois da suplementagéo
parece diminuir o numero de células com foci de y-H2AX quando ndo € adicionada
glucose e quando s&o adicionados 25mM de glucose, j& no controlo de manitol a
percentagem de cilios mantém-se e quando adicionados 5 mM de glucose a tendéncia

€ aumentar o numero de células com foci (Figura 4.13. D)
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Figura 4.13. Representagao grafica da percentagem de nticleos com focos de y-H2AX em células
hTERT-RPE-1.

(A) Gréfico comparativo entre a experiéncia controlo (Suplementagdo) e a experiéncia
(Cilio+Suplementacgéo), para cada concentragdo de glucose/manitol. (B) Grafico comparativo das diferentes
concentrag@es de glucose/manitol dentro de cada experiéncia (Suplementacao; Cilio+Suplementacéo). (C)
Gréfico comparativo entre a experiéncia controlo (Suplementagdo) e a experiéncia (Suplementacao+Cilio),
para cada concentracdo de glucose/manitol. (D) Grafico comparativo das diferentes concentrages de
glucose/manitol dentro de cada experiéncia (Suplementacdo; Suplementac@o+Cilio). Os dados estéo
representados como média + intervalo de confianga a 95% de 3 experiéncias independentes. A variagao foi
considerada significativa quando o valor de p foi <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) e <0,0001 (****).
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4.4. Analise bioinformatica da sequéncia genética de ALMS1
Um dos objetivos do presente estudo era avaliar como variantes da ALMS1 influenciam
a montagem e funcionalidade dos cilios. Foram identificadas novas variantes no gene
ALMS1 (Ginete et al., 2021) numa populacdo portuguesa de individuos obesos, uma
das variantes era ALMS1 ¢.5552C>T.

O servidor AlphaFold2 permitiu prever que a variante ¢.5552C>T no gene ALMS1 origina
uma alteracdo missense no exao 8, hotspot de mutagbes do gene ALMS1, onde uma
Prolina é substituida por uma Leucina na posicdo 1851, com uma previsdo PolyPhen de
possivelmente danosa. A maioria das mutacgdes associadas a Sindrome de Alstrém sao
nonsense ou frameshift e levam ao encurtamento da proteina. Muta¢des missense sao
mais raras e o0 seu impacto clinico ainda néo é claro, pois a sequéncia da proteina é
mantida, mas a consequéncia funcional e o impacto na estrutura tridimensional da
proteina da troca dos residuos de aminoacidos ainda ndo é conhecida. Neste caso ha
uma troca entre dois residuos de aminoacidos apolares, no entanto a prolina tem uma
cadeia lateral covalentemente ligada ao grupo a-amina, esta estrutura ciclica confere-
lhe uma rigidez carateristica e a sua substituicdo pode alterar significativamente a
estrutura e funcionamento da proteina (Freire & Quintas, 2008). De facto, devido as
caracteristicas do seu grupo R as prolinas tendem a dobrar a sequéncia local dos
residuos de aminoacidos e, portanto, dobrar a proteina (Baldwin, 2008). Geralmente
encontram-se prolinas nas extremidades das hélices-a ou folhas-B. Numa visao
simplificada, a prolina interrompe a estrutura secundaria da proteina, impedindo que o
esqueleto desta adote uma conformagdo de hélices-a ou folhas-B (Morgan &
Rubenstein, 2013). No presente caso, ao comparar a estrutura tridimensional prevista
da proteina mutada com a da proteina candénica verificamos que esta mudanca de
residuos de aminoacidos leva a uma ligeira alteracdo nas posicoes das hélices-a e
folhas-B (Figura 4.14. A-D). Verifica-se também uma perda de elementos de reverse
turns, que permitem a mudanca na direcdo da cadeia polipeptidica e estdo muitas vezes
associadas a prolinas devido a sua rigidez (Figura 4.14 A, B). Esta perda implica um
arranjo tridimensional diferente, podendo afetar o normal funcionamento da proteina.
Tendo em conta que esta mutacdo foi detetada num individuo obeso, podemos
especular que esta alteracdo de residuos de aminoacidos implica uma alteracdo
estrutural significativa na proteina, com potencial condicionamento da sua funcao,
podendo ser um dos fatores que contribui para o desenvolvimento de obesidade neste

individuo.
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Figura 4.14. Previsdo das estruturas tridimensionais dos primeiros 2500 residuos de aminoéacidos

da proteina ALMSL1.
(A) Proteina canoénica. (B) Variante c.5552C> T ALMS1. As setas indicam os elementos de reversédo, para

evidenciar a perda destas estruturas na variante ¢.5552C> T. (C) Sobreposicdo das duas estruturas
proteicas, a azul esta representada a estrutura canénica e a vermelho a variante ¢.5552C> T. (D) Detalhe

da sobreposicéo das estruturas e da alteracéo de posicéo e angulos das hélices-a.

4.5. Caraterizacdo de clones transfetados pelo sistema CRISPR/Cas9 para
mutacdo direcionada no gene ALMS1

Em paralelo com a realizacdo das experiéncias em hTERT-RPE-1 decidimos avaliar os

mesmos marcadores em mutantes do gene ALMS1. Para obter o mutante pretendido
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recorremos ao sistema de CRISPR/Cas9 e posteriormente ao isolamento de clones,
como descrito no capitulo 3.6. Ao induzir a mutagdo estariamos a expressar
constitutivamente a proteina ALMS1 mutada encontrada em doentes obesos e
poderiamos avaliar as eventuais disparidades entre células hTERT-RPE-1 exprimindo
a proteina ALMS1 mutada e as que ndo a expressam. Esta analise permitiria ainda
entender melhor o papel da proteina ALMS, ndo s6 na estrutura do cilio, mas na

fisiologia da célula.

Inicialmente foram isolados dois potenciais mutantes baseados nas suas caracteristicas
morfolégicas e de crescimento. Ao observar as células no microscopio de contraste de
fase invertido verificAmos que a morfologia dos clones parecia mais fusiforme e
alongada em comparacédo as células hTERT-RPE-1 nédo transfetadas, e estas células
apresentavam diferentes taxas de crescimento, sendo que o designado clone 1 se
assemelhava mais ao comportamento e morfologia das hTERT-RPE-1 (Figura 4.15. A,
B), enquanto o clone 2 apresentava muita dificuldade de crescimento, e atipia celular e
nuclear, com membranas celulares irregulares e maior tamanho celular (Figura 4.15. C,

D). Ao fazermos novo isolamento dos clones, do clone 1 obtivemos 11 subclones, ja do

clone 2 néo foi possivel isolar nenhum subclone.
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Figura 4.15. Imagens de microscopio de fase invertida representativas de células apés 48 horas

em cultura.

(A) Células hTERT-RPE-1. (B) Clone 1. (C) Clone 2. Barra de escala corresponde a 100 um. (D) Detalhe
da morfologia atipica do clone 2. Barra de escala corresponde a 10 um. As setas indicam células com
morfologia atipica, nomeadamente irregularidade de membrana celular e tamanho aumentado.

Dos 11 subclones isolados, apds extragdo de DNA gendmico um deles ndo continha
material suficiente para realizar amplificacdo por PCR, os restantes foram amplificados
na regido do gene ALMS1. Deste modo, obtivemos um fragmento com
aproximadamente 1180 pb, que foi extraido e sequenciado pelo método de Sanger.
Todas as sequenciacBes enviadas foram inconclusivas, apés variadas repeticoes,
decidimos desenhar um novo par de primers que permitisse a amplificagdo de um
fragmento mais pequeno com aproximadamente 400 pb. Apds a obtencdo de novos
primers passamos a fazer uma dupla amplificacdo, primeiro com 0s primers iniciais e
depois com os novos primers que amplificavam o fragmento de menores dimensdes
(Figura 4.16.). Desta vez ao sequenciar as amostras todas elas apresentaram uma
mutacdo no gene ALMS1, mas ndo exatamente a pretendida, em vez da mutagéo
missense esperada obtivemos um mutante com uma inser¢do de um nucleotido de

timina na posi¢ao 5541 (Figura 4.17.).

v Primervl wm Primer v2

1

1400ph

1000pb

Figura 4.16. Amplificacdo da regido alvo do sistema CRISPR/Cas9 do clone 1 com o primer vl e

posteriormente com o primer v2.
O tamanho esperado do primeiro produto de PCR era aproximadamente 1180 pb. Deste primeiro fragmento

foi realizada nova PCR, e o produto desta PCR tinha um tamanho esperado de aproximadamente 400pb.

M representa o marcador de massa molecular

68



Figura 4.17. Eletroferograma representativo da sequenciagdo de Sanger. Em destaque a inser¢éo de

timina no nucleétido 5541.

4.6. Analise bioinformatica da sequéncia genética do mutante ALMS1 obtido
Através de analise bioinformética foi possivel prever que a variante ¢.5541 5542insT no
gene ALMSL origina uma inser¢do de um nucleétido de timina entre a posi¢cao 5541 e
5542, levando a uma alteracdo na grelha de leitura no exao 8, substituindo uma serina
na posi¢cdo 1848 por uma leucina e levando ao aparecimento de um coddo stop
prematuro na posicdo seguinte, com consequente encurtamento da proteina
(p.Serl848Leufs*1). Apbs a sequenciacdo a andlise de sequéncia nucleotidica obtida

indica a presenca de um mutante heterozigético para a mutacgao.

O aparecimento de um codao stop prematuro levara a um encurtamento da proteina,
sendo que o mutante apresenta 1848 residuos de aminoacidos dos 4169 da proteina
canonica. Ao avaliar a estrutura tridimensional é visivel a sua alteracéo devido a perda
de residuos de aminoéacidos, e consequente perda de elementos de estrutura
secundaria, nomeadamente hélices-a, algumas das folhas- e maioria dos reverse turns
(Figura 4.18. A, B). Todas estas alteragBes sao drasticas e muito provavelmente terao

alteracdes significativas na fungéo da ALMS.
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Figura 4.18. Estrutura tridimensional da variante ALMS1 c.5541_5542insT.
(A) Previsao da estrutura tridimensional da variante ALMS1 c.5541_5542insT. (B) Sobreposi¢éo das duas

estruturas proteicas, a azul esté representada a estrutura canénica da ALMS1 e a vermelho da variante
€.5541_5542insT.

4.7. Caraterizagdo do mutante obtido pelo sistema CRISPR/Cas9
As mutacdes com alteragdo na grelha de leitura do exdo 8 do ALMS1 s&o as mais
comuns em doentes com Sindrome de Alstrém. Sendo que estes clones expressam
uma proteina ALMS1 mais curta, mas também proteina ALMS1 candnica, uma vez que
séo heterozigoticos, e tendo em conta as funcdes descritas para a proteina ALMS fomos
investigar se a linha celular mutada era capaz de montar cilios priméarios quando privada
de soro. Ao observar as células no microscopio de contraste de fase invertido
verificAmos que, como visto anteriormente, a morfologia dos clones parecia mais
fusiforme e alongada (Figura 4.19. B) em comparacgéo as células hTERT-RPE-1, mas
desta vez ao ciliar as células as diferencas entre o mutante e as hTERT-RPE-1 sédo mais
acentuadas, possivelmente porque temos menor densidade celular o que facilita a

avaliacdo das diferengas morfologicas.
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(A) hTERT-RPE-1 (B) Mutante ALMS1

A ) 0 ~iv

L,

Figura 4.19. Imagens de microscdépio de fase invertida representativas de células 24 horas apos

privacdo de soro.
(A) Células hTERT RPE-1. (B) Mutante ALMS1 c.5541_5542insT. As setas indicam as células mais
fusiformes alongadas nos mutantes A barra de escala corresponde a 100 ym.

Posteriormente, marcamos as células com anti-a-tubulina-acetilada que marca os
microtUbulos do axonema ciliar para avaliar a presenca de cilios e com anti-pericentrina,
gue é um marcador de centrossomas e corpo basal, visto a ALMS1 estar associada a
estas duas estruturas celulares. Ao observar as preparacdes no microscopio de
imunofluorescéncia verificamos que os mutantes ALMS1 ndo apresentavam acetilacao,
nem nos microtubulos nem nos cilios, ndo sendo possivel discernir nenhuma das
estruturas. Quanto aos centriolos, apresentavam marcacao aparentemente normal, mas

carece de mais experiéncias para confirmar o resultado (Figura 4.20. A).

Tendo em conta que nao foi possivel observar nenhuma estrutura ao marcar as células
com anti-a-tubulina-acetilada, decidimos observar a marcagédo de a-tubulina, para
perceber se as células tinham um problema em acetilar os microtibulos ou outro
problema no desenvolvimento do citoesqueleto. Nas células marcadas com a-tubulina,
foi possivel observar o aster de microtubulos o que indica que o problema sera na
acetilacdo destes polimeros. No entanto a organizacdo do citoesqueleto de
microtdbulos, em comparacdo as hTERT-RPE-1 controlo, parece estar alterado,
formando feixes de a-tubulina mais acentuados (Figura 4.20. B). A auséncia de
acetilacdo dos microtubulos pode estar associada a uma possivel instabilidade de
microtubulos e cilios podendo alterar a funcao dos mesmos (Eshun-Wilson et al., 2019;
Janke & Montagnac, 2017; Yan et al., 2018). No entanto, estes ainda séo resultados
preliminares, sendo fundamental a repeticdo dos ensaios para continuarmos a
caracterizacdo do mutante obtido.
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Figura 4.20. Microscopia de imunofluorescéncia na variante ALMS1 ¢.5541_5542insT e em hTERT-
RPE-1.
(A) Imagens representativas da marcacao de O-tubulina-acetilada e pericentrina, 24 horas ap6s remog¢éo

do soro. (B) Imagens representativas da marcacado de Q-tubulina e pericentrina, 24 horas apds remocao do

soro. O DNA foi marcado com DAPI. A seta indica os feixes de a-tubulina mais acentuados.
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5. Discusséo

O cilio primario é um pequeno organelo celular que tem vindo a ganhar relevancia por
ter um papel central nos processos sensoriais e de sinalizacdo celulares,
desempenhando um enorme papel na regulacdo da proliferacdo, polaridade,
diferenciacdo e manutencéao de tecidos e com forte relacdo ao controlo do metabolismo
celular, nomeadamente da glucose (Anvarian et al., 2019; Hildebrandt et al., 2011; Song
et al., 2018).

A disfuncéo do cilio primério estd associada ao desenvolvimento de ciliopatias, tais
como a Sindrome de Alstrdm, doengca monogénica associada ao desenvolvimento de
obesidade infantil, diabetes mellitus tipo 2, distrofia da retina e alteragbes
neurossensoriais. Estes fenotipos estdo associados a mutagcdes no gene ALMS1 com
consequentes altera¢des na respetiva proteina, a qual se localiza normalmente no corpo
basal e no centrossoma (Castro-sanchez et al., 2015; Girard & Petrovsky, 2011). As
células que apresentam estas disfungfes ciliares podem funcionar como modelos
importantes para investigar a relevancia do cilio primario no controlo do metabolismo
celular, e como a sua alteragdo funcional, e consequentemente das vias de sinalizacao
relacionadas, levam ao desenvolvimento de fenétipos metabdlicos (Hildebrandt et al.,
2011; Tobin & Beales, 2009).

Visto que um dos fendtipos carateristico na Sindrome de Alstrom e em diversas outras
ciliopatias € a distrofia da retina, a disfuncdo do cilio priméario na retina parece ser
fundamental para o desenvolvimento desta distrofia (Chen et al., 2021). A glucose € a
maior fonte de energia da retina, um tecido metabolicamente muito ativo e as células do
epitélio pigmentado da retina, usadas como modelo bioldgico neste trabalho, estdo
envolvidas na fagocitose do segmento externo do fotorrecetor e reciclagem de
componentes do ciclo visual, mas também no controlo do transporte de nutrientes, tais
como a glucose, acidos gordos, retinol, e também de agua e ides (Strauss, 2005). A
presenca de um cilio primério é necesséria para a maturagdo completa destas células
e consequentemente para a sua funcéo, desta forma disfungdes do cilio primario levam
a degeneracgédo de células do epitélio pigmentado da retina, que precede a degeneracéo
dos fotorrecetores, contribuindo para o desenvolvimento de distrofia retiniana (May-
Simera et al., 2018; Sun et al., 2021). Neste contexto, foi objetivo do presente trabalho

estudar o papel dos cilios na resposta a niveis elevados de glucose em hTERT-RPE-1.

Como ja referido, uma das vias de sinalizacdo associadas ao cilio € a via Hippo,
sabendo-se que o complexo YAP/TAZ, efetor desta via, e o cilio se regulam

reciprocamente. Esta via de sinalizacdo é responsavel pelo controlo da proliferacao e
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tamanho celular, embriogénese, diferenciacdo, sobrevivéncia e reparacao e €é regulada
por varios estimulos biomecéanicos e bioquimicos (Ibar & Irvine, 2020; Wheway et al.,
2018). Em células tumorais e embrionarias, foi descrita uma relacdo entre a atividade
do complexo YAP/TAZ e a disponibilidade de glucose no meio. Em elevadas
concentracdes de glucose parece haver menor fosforilacdo do YAP e uma hiperativacao
nuclear do mesmo, que por sua vez, leva a transcricdo de fatores de manutencéo da
gliclise aerdbia e proliferacdo continuada, carateristicas de células tumorais. Por outro
lado, em meios sem glucose, com inibicdo da glicélise ou maior fosforilacdo oxidativa
observa-se a retencao citoplasméatica do YAP (Enzo et al., 2015; Santinon et al., 2016;
Wang et al., 2015; Zhang et al., 2017). No entanto, nos varios estudos que caraterizam
a via Hippo e o seu efetor YAP/TAZ, as suas varia¢des em funcéo de diferentes niveis

de glucose tém sido descritas maioritariamente em células tumorais ou embrionarias.

Sabendo que as células hTERT-RPE-1 no seu contexto fisioldgico se encontram sujeitas
a elevados niveis de glucose e a uma elevada taxa metabdlica, e que a presencga do
cilio primério é fundamental para a sua normal fungéo, decidimos caracterizar a resposta
destas células a diferentes concentragfes de glucose na presenga ou na auséncia de

cilios primérios estudando para isso o impacto nos niveis de YAP celular.

Ao suplementarmos as células hTERT-RPE-1 com diferentes concentracées de glucose
obtivemos comportamentos distintos. Quando foram adicionadas menores
concentracdes de glucose (5 mM) as células aumentaram os niveis de YAP na célula.
Por outro lado, quando sujeitas a elevadas concentracdes de glucose (25 mM) os niveis
de YAP celular diminuiram significativamente. Ao contrario do descrito na literatura em
experiéncias com células tumorais (Enzo et al., 2015; Santinon et al., 2016; Wang et al.,
2015; Zhang et al., 2017), ndo observamos uma varia¢ao da translocacgéo de YAP entre
0 nucleo e o citoplasma, mas apenas uma variacdo global dos niveis de proteina,
indicando que estas variacdes se possam dever a uma altera¢do na taxa de sintese ou

de degradacao da proteina.

Uma elevada expressdo de YAP celular foi também observada em adipécitos
provenientes de humanos e de ratinho que apresentavam resisténcia a insulina (Han et
al., 2022). Nestes cenarios, observa-se que a via de sinalizacdo de insulina fica
comprometida e as células ndo sédo capazes de desenvolver uma resposta adequada a
hiperglicémia (Samuel & Shulman, 2012). Paralelamente, a hiperativacdo de YAP nos
adipécitos contribui para a um ambiente pro-inflamatério, com aumento da fibrose e da
formacédo de tecido adiposo perigonadal (Han et al., 2022). Deste modo parece que o

YAP desempenha um papel na resposta a presenca de glucose no meio, e a presenca
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constante de niveis elevados de glucose podera contribuir para a constante ativacéo de
YAP no nucleo, o que leva ao agravamento da situacdo. No entanto, em células hTERT-
RPE-1 em condicdes fisiologicas, que ndo tém um comprometimento metabdlico grave
como as referidas anteriormente, é expectavel que estas sejam capazes de reagir ao
meio envolvente e manter a homeostasia celular, e, como tal, quando sujeitas a
concentracdes patoldgicas de glucose, observa-se um decréscimo dos niveis de YAP,
talvez como um mecanismo de defesa celular. Os autores anteriormente referidos
relatam ainda que o knockout do gene YAP nos adipécitos leva, de facto, a um aumento
da tolerancia a glucose, diminuicdo da acumulacéo de tecido adiposo perigonadal, da
inflamacdo e da fibrose. Deste modo, é plausivel que uma célula em condicbes
fisiolégicas tenha capacidade de regular a sua expresséo de YAP, por forma a contrariar
os efeitos dos elevados niveis de glucose e manter a homeostasia celular. Outro estudo,
realizado em células musculares com knockout do gene TAZ demonstra o efeito oposto,
apresentando menor toleréncia a glucose e sensibilidade a insulina (Hwang et al., 2019).
A discrepéancia observada nos resultados podera ser causada pelo facto dos estudos
estarem a avaliar diferentes linhas celulares, ainda que sejam ambas de tecidos
metabolicamente ativos. Alternativamente, podera dever-se ao facto de ter sido avaliada
apenas a proteina TAZ, apesar do YAP/TAZ agirem como um complexo e serem ambos
efetores da via Hippo, cada um apresenta funcdes Unicas, podendo eventualmente,
encaminhar a resposta celular de forma diferente (Misra & Irvine, 2018; Varelas, 2014).

Um estudo feito em RPE-1 demonstrou que as células apresentam um marcado
decréscimo da sintese proteica global apos exposi¢cédo a meios com 19,5 mM de glucose
ou maiores concentracdes apés 24 horas (Dircks et al., 1987). Este efeito,
provavelmente uma resposta ao stress provocado por elevadas concentracdes de
glucose, podera explicar a diminuicao dos niveis YAP celular quando as hTERT-RPE-1
foram expostas a 25 mM de glucose. Mais recentemente, Farnoodian et al. (2016)
mostraram que quando as RPE-1 sdo expostas a elevadas concentracdes de glucose
(40,7 mM) apresentam um aumento de diversas proteinas, nomeadamente algumas
integrinas, componentes da matriz extracelular, fator derivado do epitélio pigmentado
(PEDF) e um aumento nuclear de Zonula occludens-1 (ZO-1), proteina presente nas
juncdes de oclusao, refutando a ideia de que o excesso de glucose conduz a uma
diminuicdo generalizada dos niveis de todas as proteinas. Estes autores observaram
uma diminuigdo especifica da expressdo de B-catenina, efetor da via Wnt, via de
sinalizagdo associada ao cilio, e que mais recentemente foi também associada ao
complexo YAP/TAZ. Estas duas vias sdo fundamentais para o crescimento de 6rgaos,

desenvolvimento embrionario e para a organizacéo de tecidos, existindo evidéncias que
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indicam que estas vias cooperam, na translocacéo simultdnea de YAP/TAZ e de B-
catenina para o nucleo. Este transporte ocorre através da associacdo do YAP/TAZ ao
complexo de degradacgao da B-catenina. Deste modo, a ativacdo da via Hippo que leva
aretencao citoplasmatica de YAP, leva também a retengao da 3-catenina no citoplasma,
sendo em seguida eventualmente degradados. Por outro lado, quando ha translocacdo
de YAP/TAZ para o nucleo, é desativado o complexo de degradacao de B-catenina e
aumenta sua localizacao nuclear (Azzolin et al., 2014; Song et al., 2018). O facto de
termos observado um decréscimo na expressao de YAP em células exposta a elevadas
concentracdes de glucose, vai de encontro ao descrito com a diminui¢cdo de expressao
de B-catenina, indicando que em resposta a elevadas concentracdes de glucose as
hTERT-RPE-1 poderao inibir a transcricdo de genes de proliferacdo, regeneracdo e

diferenciacgéo.

Para entendermos o papel dos cilios nesta resposta, decidimos induzir a formacéo antes
e depois da suplementacéo das células com glucose (Figura 4.2. B, Figura 4.5.). Estas
experiéncias mostraram que quando o cilio primario estd presente antes da
suplementacdo com a glucose impede o aumento da expressao celular de YAP quando
adicionados 5mM de glucose e acentua a diminuicdo dos seus niveis quando
adicionados 25 mM, parecendo acentuar os efeitos celulares de resposta a glucose.
Como referido anteriormente, o cilio e o0 complexo YAP/TAZ regulam-se mutuamente,
sendo possivel que a ativacdo do complexo MST1/2-SAV1 da via Hippo leve a uma
maior retengdo citoplasmatica de YAP e a sua degradacdo aquando da formacéao do
cilio primério, levando eventualmente a uma diminui¢cdo geral dos niveis de YAP na
célula. E entdo interessante relacionar o aumento de YAP que foi observado em doentes
com resisténcia a insulina, descrito por Han et al. (2022) a regulagdo negativa da via
devido a presenca dos cilios primarios. Sugere-se assim que em doentes com
hiperglicémia crénica, possa haver uma hiperativacdo de YAP no nucleo, que contribui
para a desmontagem do cilio através do aumento da expressdo de AURKA e PLK1
(Rausch & Hansen, 2020). De acordo com o que foi observado nas hTERT-RPE-1 estas
células terdo mais dificuldades em realizar todas as fun¢des de sinalizacao associadas
ao cilio, o que dificultara a capacidade de estas manterem a sua homeostasia e de

atenuarem os efeitos celulares causados pela glucose.

Nas experiéncias em que os cilios séo induzidos ap0s a exposi¢céo a glucose, parece
haver um efeito oposto ao observado quando estes ja se encontram presentes (Figura
4.3 e Figura 4.5.). Estas observacdes poderao estar relacionadas com o tempo em que
as células foram mantidas em cultura apés a suplementacdo com a glucose. Deste

modo, para garantirmos se o efeito é causado pelo tempo de exposicdo a glucose ou
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pela presenca de cilio ap0s a exposicao teremos de repetir a experiéncia com um novo
controlo, onde a exposicdo a glucose seja feita simultaneamente, e as células sejam
mantidas o mesmo tempo em cultura. Para melhorar interpretacdo os resultados obtidos
sobre o impacto do cilio na regulacao dos niveis de YAP em resposta a diferentes niveis
de glucose seria importante repetir 0 ensaio com as células apresentando uma maior
percentagem de cilios. Mais ainda, para perceber melhor as variacdes observadas nos
diferentes compartimentos celulares (nlcleo vs citoplasma) poderemos fazer um
Western Blot onde seriam analisados extratos proteicos resultantes de um
fracionamento celular de modo a confirmar, se por este método a inexisténcia de

translocacédo do YAP entre nucleo vs citoplasma é confirmada.

A via Hippo é considerada uma via supressora tumoral, que quando inativada promove
a translocacdo de YAP para o nuacleo, e ativa a transcricdo de genes-alvo anti-
apoptéticos, de divisao celular e de diminuicdo a senescéncia celular (Jia et al., 2018;
Kim et al., 2018; Totaro et al., 2018). Deste modo, a hiperativacdo desta via esta
associada ao desenvolvimento da tumorigénese. Como jé referido, condi¢es elevadas
de glucose estdo associadas a uma maior ativacéo de YAP e dos seus genes alvo (Ibar
& Irvine, 2020). Por outro lado, estas também ja foram associadas a indugéo da
apoptose e comprometimento da permeabilidade da membrana celular (Lim et al., 2012;
Villarroel et al., 2009). Estudos mais recentes em hTERT-RPE-1 apontam também para
um aumento da capacidade de migracéo das células expostas a elevados niveis de
glucose, mas sem alteragOes relevantes na proliferacédo e apoptose (Farnoodian et al.,
2016). Face a estes dados, decidimos entdo confirmar, através de citometria de fluxo,
se o efeito das alteracfes na expressao dos niveis de YAP observados em hTERT-RPE-
1 tinham algum impacto no ciclo celular. Esta analise informou-nos que em células
hTERT-RPE-1 sujeitas a glucose, independentemente da concentracdo e quer a
suplementacdo ocorra as 24 ou as 48 horas, o numero de células em fase S e G2
aumentou ligeiramente, parecendo haver uma tendéncia para progredirem no ciclo
celular. Esta observacdo € mais clara quando as células sao sujeitas a menores
concentracdes de glucose as 48 horas, onde se verificou também um aumento dos
niveis de YAP celular e nos seus compartimentos nuclear e citoplasmatico o que, esta
de acordo com o descrito na literatura (Wang et al., 2015), mas mais uma vez, 0S N0SS0S
resultados revelam um aumento em todos os compartimentos celulares, e nédo so
apenas no nucleo, por isso a relagéo entre as diferentes varidveis devera ser confirmada

€m Nnovos ensaios.

Na presenca de cilio primério antes da suplementacao com a glucose, observdmos uma

tendéncia semelhante, que parece levar a ligeira progressdo no ciclo celular, com
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excecdo das células submetidas a elevadas concentragfes de glucose. Neste Ultimo
caso, 0 numero de células em G1 aumenta, diminuindo as células em fase S, e
aumentando ligeiramente em G2, parecendo que, este excesso de glucose, podera
induzir um bloqueio no ciclo celular. Estes resultados conjuntamente com os resultados
obtidos em relacdo aos niveis de YAP, mostram que o cilio parece ter um papel na
resposta da célula aos niveis de glucose, nomeadamente diminuindo significativamente
a expresséao de YAP na célula, e contribuindo para um potencial atraso/bloqueio no ciclo
celular. Estas observacbes estdo de acordo, com a observacdo de que menor
guantidade de YAP na célula e, eventualmente, no nudcleo, levard a menor expressao
de genes de proliferacdo. Mais uma vez, a presenca dos cilios apds a suplementacao

com glucose nao parece ter grande impacto no ciclo celular.

Ao contrario do que foi descrito anteriormente em astrocitos, em que a privacao de
glucose levava a um aumento de volume celular (Lee et al., 2016), no nosso estudo a
presenca de maiores niveis de glucose parece aumentar o tamanho e granularidade
celular, aumento este que é observavel com apenas 24 horas de exposi¢do a glucose
(Figura 4.8. e Figura 4.9.). Por outro lado, num estudo realizado em poddcitos, foi
descrito que elevados niveis de glucose ndo pareciam alterar o tamanho celular apés
48 horas em cultura. Porém, ao fim de dez passagens das células com meio
suplementado com elevados niveis de glucose, estas apresentavam um aumento
significativo de tamanho e do seu conteldo mitocondrial, demonstrando assim,
adaptacbes metabdlicas (Stieger et al., 2012). Podemos assumir que o aumento do
tamanho e granularidade celular em hTERT-RPE-1 seja um processo mais rapido, em
provavel relacdo com o facto de ser um tecido metabolicamente muito ativo, e
consequentemente a resposta a glucose poder ser desencadeada em menos tempo. E
possivel que o aumento da granularidade seja devido ao aumento de conteddo
mitocondrial como observado por Stieger et al. (2012), mas pode ser também devida ao

aumento de trafego de vesiculas carateristico de elevada atividade metabdlica.

A presenca de cilio, principalmente antes da suplementacéo parece ser fundamental no
controlo do tamanho e granularidade celular, parecendo mais uma vez, atuar como um
modelador da resposta celular, contribuindo para a diminuicdo tanto do tamanho como
da granularidade quando expostos a diferentes concentragfes de glucose. Em células
do epitélio renal sujeitas a um fluxo de fluidos, est& descrita uma relagéo entre a detecao
do fluxo pelo cilio priméario e a indugéo de autofagia (Orhon et al., 2016), que por sua
vez, é responséavel pela diminuicdo do tamanho e volume celular. Ainda que as células
gue observamos em cultura ndo estejam sujeitas as mesmas for¢cas mecanicas parece

que o cilio atua de uma forma semelhante em resposta a glucose, levando a reducdo
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do seu volume e granularidade. O papel do cilio revela-se mais evidente nas células
expostas a manitol, que induz uma maior forgca osmatica, reiterando o papel do cilio no
controlo de stress osmoético das células, como ja tinha sido descrito anteriormente
(Masyuk et al., 2006; Shiba et al., 2005; Siroky et al., 2017).

A variante de histona y-H2AX é um marcador de danos na dupla cadeia de DNA, pois é
fosforilada no residuo Serina-139 da regido C-terminal em resposta a estes danos
(Sharma et al., 2012). Existem varias evidéncias na literatura de que as células expostas
a elevados niveis de glucose apresentam um aumento de foci de y-H2AX, associados
a uma maior producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Beckman & Ames, 1997;
Salmon et al., 2004). Nestas condi¢fes as células apresentam taxas de reparacao de
danos de DNA mais lentas, acumulando mais mutacdes e foci de y-H2AX. Células em
fase S, G2 e mitose também apresentam maiores niveis de y-H2AX (Tanaka et al., 2006;
Zhong et al., 2018). A presenca de foci de y-H2AX também é utilizada como marcador
de senescéncia celular, mesmo quando as células ndo apresentem danos no DNA
(Pospelova et al., 2009). No entanto, a senescéncia também pode ser uma resposta a
danos de DNA, stress oxidativo e encurtamento de telémeros, impedido a divisdo de
células danificadas (Mufioz-Espin et al., 2013). E possivel a existéncia de um efeito

cumulativo dos danos no DNA e da senescéncia na expressao de y-H2AX.

A diferenciacdo entre células senescentes e a reparacdo de danos no DNA podera ser
feita através da avaliacdo de outras carateristicas de senescéncia, como o bloqueio do
ciclo celular em G1, tamanho aumentado e maior granularidade da célula, pois
apresentam um fendtipo secretor associado ao estado senescente e um aumento da

atividade lisossomal (Gonzalez-Gualda et al., 2021; Sherwood et al., 1988).

A marcacgao de y-H2AX é geralmente classificada pelos foci, mas pode haver expressao
pan-nuclear, que expressa y-H2AX em todo o nucleo, estando geralmente associada a
situacdes de stress replicativo letal e apoptose (Moeglin et al., 2019), neste trabalho
guantificAmos os niveis totais de y-H2AX no nucleo, que englobam os foci e a marcagao
pan-nuclear. Esta marcagdo geralmente ndo esta associada nem a senescéncia, nem a
reparacdo de danos na dupla cadeia de DNA, mas pode refletir um estado aumentado

de stress celular.

Os nossos resultados mostram que as células expostas a 5mM de glucose as 48 horas
aumentam a intensidade de foci e total de y-H2AX, conjuntamente com um ligeiro
aumento de células em fase S, do tamanho e da granularidade celular, indicando que
nestas concentragfes é possivel que o aumento de y-H2AX esteja associado a um

maior stress celular e a uma maior reparacdo de danos da dupla cadeia de DNA e n&o
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tanto a senescéncia celular, visto ndo parecer haver bloqueio do ciclo e as alteracdes
morfoldgicas serem ligeiras. Por outro lado, em elevadas concentracdes de glucose
observa-se uma diminuigao significativa da intensidade de y-H2AX, tanto dos foci como
total, no entanto esta diminui¢cdo ocorre em células com um tamanho e granularidade
significativamente maiores, e a percentagem de células em S e G2 ndo aumenta
praticamente em comparacao as que ndo foram suplementadas. As células expostas a
elevadas concentracfes de glucose também apresentavam menor expressao de YAP,
que esta associada a inducdo de senescéncia. Deste modo, as células apresentam
carateristicas tipicas de senescéncia celular, mas a baixa intensidade de y-H2AX indica
o contrario. No entanto, evidéncias recentes indicam que o tamanho aumentado nas
células pode contribuir para uma efeito diluicdo citoplasméatica de proteinas e RNA,
condicionando diversas fungdes celulares, nomeadamente o ciclo celular (Neurohr et
al., 2019). Neste caso, as concentracfes elevadas de glucose, podem entdo estar a
induzir o inicio da senescéncia celular, que podera s6 ser visivel na expressao de y-
H2AX caso as células sejam mantidas mais tempo em cultura. De facto, observdmos
que quando a glucose foi adicionada as 24 horas e foi mantida mais 48 horas em cultura,
independentemente da concentracdo de glucose houve um aumento da intensidade dos
foci de y-H2AX, sendo maior o0 aumento em elevadas concentracfes. Nestas condi¢cdes
observa-se um aumento significativo do tamanho e granularidade celular quando
adicionada glucose, mas também um ligeiro aumento das células em fase S, ainda que
nao seja significativo, indicando a y-H2AX como possivel marcador de senescéncia
nestas células. A marcacdo total no nucleo sO parece estar aumentada em
concentracdes elevadas de glucose o que pode indicar que niveis elevados de glucose
e um maior tempo de cultura apos a suplementagdo podem originar maior stress celular
e eventualmente mais danos na dupla cadeia de DNA. Neste caso, propomos a hipétese
de um efeito cumulativo de senescéncia e danos no DNA em elevadas concentracdes

de glucose.

O cilio primario tem vindo a ser associado a resposta de dano de DNA (DDR) (Johnson
& Collis, 2016; Morrison, 2021), que mantém a estabilidade gen6mica através da
detecdo de danos no DNA ou erros de replicacdo, direcionando a maquinaria celular
para a sua reparacao, evitando o desenvolvimento de patologias, como o cancro. Tanto
o cilio priméario como a DDR necessitam de sinais celulares especificos e sao
coordenados com o ciclo celular (Chen et al.,, 2021; Maréchal & Zou, 2013). A
desmontagem do cilio priméario ocorre tipicamente antes da célula entrar em mitose,
ocorrendo em simultdneo com os checkpoints de replicagdo de DNA e de separacao

dos cromossomas, postulando-se que a desregulacéo da ciliogénese possa levar a falha
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nestes checkpoints. Proteinas como a Cep131 (Staples et al., 2012), Cep290 (Slaats et
al., 2015), Cepl164 (Chaki et al., 2012; Sivasubramaniam et al., 2008) e Ccdc13 (Staples
et al., 2014), que estdo associadas ao centrossoma e consequentemente a ciliogénese,
estdo envolvidas na DDR. A cinase ATR (Valdés-Sanchez et al., 2013), fundamental na
DDR, localiza-se no cilio conector do fotorecetor e ratinhos com défice de ATR exibem
disfuncéo ciliar e degeneracédo do fotorecetor. Desta forma, pensa-se que as vias de
sinalizacao associadas ao cilio, como a Hippo, mTor, TGFf e Notch possam modular a
DDR (Vermezovic et al., 2015). O cilio primério também ja foi relacionado com a
senescéncia estando descrito que em fibroblastos senescentes os cilios sdo maiores e
h& uma menor sinalizacdo da via Hh (Breslin et al., 2014). Por outro lado, em células
mesenquimais estaminais foi descrita uma regulacdo negativa da via Hh que leva a
supressdo da senescéncia celular (Fu et al., 2021). Estas discrepancias podem dever-
se ao facto de serem linhas celulares diferentes, que apresentam diferentes padrdes de
expressao de genes, bem como sinalizacédo ciliar e frequéncia de montagem de cilios
distintas. No entanto, parece haver uma relacao entre o cilio, a sinalizacdo Hedgehog e

a regulagéo de senescéncia celular.

Os nossos resultados mostram que a presenca de cilio antes ou depois da
suplementacdo de glucose parece equiparar a intensidade dos foci de y-H2AX as
células onde ndo houve adi¢do de glucose, sugerindo que o cilio poderé controlar de
alguma forma os niveis de senescéncia ou de danos no DNA causados pela presenca

de elevados niveis de glucose no meio.

A presencga de cilio antes da suplementacao reduz os niveis de y-H2AX causados pela
glucose em baixas concentracdes, indicando que a presenca deste organelo possa
reduzir eventuais danos/senescéncia causados pela glucose. Quando o cilio é formado
apos a suplementagao, os niveis de y-H2AX tendem a diminuir, com excec¢éo de quando
expostos a baixas concentragfes de glucose, onde verificamos um aumento da y-H2AX
aquando da formagéo do cilio. Parece uma capacidade do cilio regular a expressao de
y-H2AX quando sujeito a diferentes concentracdes de glucose, mas esta relagdo ainda

carece de esclarecimento.

Um dos objetivos do presente estudo era avaliar como variantes da ALMS1 influenciam
a montagem e funcao dos cilios, de forma a investigar a relevancia do cilio primario no
controlo do metabolismo celular. Recentemente, Ginete e colaboradores (2021)
identificaram 94 variantes em genes relacionados com a biogénese e funcéo dos cilios
(ALMS1, familia BBS, CCDC28B e TMEM67) numa populacdo portuguesa de 72

individuos obesos. Destas 94 variantes encontradas quatro ainda nao haviam sido
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encontradas ou descritas em populagdes humanas (Ginete et al., 2021). Uma destas
mutacdes foi detetada no gene ALMS1, como sendo uma mutacdo missense ALMS1
(c.5552C>T), com o potencial de afetar a funcao da proteina codificada por este gene,
ainda que nenhum dos pacientes portadores tenham sido diagnosticados com ciliopatia.
Para averiguar o impacto funcional desta variante, utilizamos o sistema CRISPR-Cas9
com reparacao por homologia direta para edicdo do genoma de forma a expressar
constitutivamente em hTERT-RPE-1 as proteinas mutadas identificadas. O objetivo
seria o de caraterizar a forma ALMS1 mutante especialmente a nivel da capacidade de
montarem cilios primarios e eventualmente investigar qual a resposta celular dos
mutantes quando expostos as mesmas condi¢ces de inducado de cilios e concentracbes

de glucose que hTERT-RPE-1 saudaveis.

No entanto, apos sequenciacdo dos clones obtidos ndo se identificou a mutacao
esperada, mas sim uma mutacédo diferente (c.5541_5542insT). Esta alteracdo consistia
numa insercao de um nucleotido de timina entre a posi¢éo 5541 e 5542 do gene ALMS1
tendo sido criada uma linha celular mutante heterozigoética. A referida mutacéo leva a
uma alteragcéo na grelha de leitura e ao aparecimento de um codao stop prematuro na

posicdo seguinte, com consequente encurtamento da proteina (p.Ser1848Leufs*1).

Ainda que ndo tenha sido a variante expectavel e a linha celular obtida ser
heterozig6tica, decidimos caraterizar este mutante, pois apresenta uma mutacdo no
exao 8 e uma alteracao na grelha de leitura, que é um tipo de mutacdo comum em
doentes com Sindrome de Alstrom. Deste modo, a linha celular criada poderia constituir
um bom modelo celular para estudar o papel do cilio na resposta a glucose quando este

esta a partida disfuncional.

Diversos contratempos experimentais, como o facto das sequenciac¢des inicialmente
serem inconclusivas, e a necessidade de desenhar novos primers, fizeram com que o
tempo para o estudo do mutante obtido fosse reduzido. Assim, os resultados obtidos
séo preliminares, sendo necessario continuar num futuro préximo a caracterizacao do
mutante obtido. E também nossa intencdo tentar realizar uma nova transfeccéo de
hTERT-RPE-1 para obter uma linha celular contendo a mutacéo direcionada ¢.5552C>T
ALMS1, pois esta foi identificada num individuo obeso, e seria importante identificar as
eventuais diferencas entre as células hTERT-RPE-1 normais, as células hTERT-RPE-1
expressando a mutacdo c.5541 5542insT que origina perda de grande parte da
proteina, e as células hTERT-RPE-1 expressando a mutacdo missense ¢.5552C>T.
Esta Ultima mutacéo apesar de nao originar uma proteina ALMSL1 truncada podera afetar

a funcdo da proteina. De facto, segundo a nossa andlise bioinformatica, esta mutacéo
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parece alterar ligeiramente as posi¢des das hélices-a e folhas-$ da ALMS1 e a perda
da maioria dos reverse turns. Este estudo conjugado das trés linhas celulares sera
bastante util para tentar perceber se existe um eventual “gradiente” de impacto na
funcao da proteina ALMS1 e consequentemente nos fenétipos associados. Este estudo
seria bastante importante para esclarecer o impacto do cilio noutras formas de

obesidade que ndo as consideradas ciliopatias classicas.

Os resultados preliminares no mutante ¢.5541 5542insT ALMSL1 revelam que a sua
capacidade de acetilar microtubulos parece estar comprometida, ndo sendo possivel
visualizar nem cilios nem microttbulos acetilados. No entanto ao averiguar a marcagao
de a-tubulina observamos que o citoesqueleto de microtibulos da célula era normal
apesar de apresentar alguns feixes de microtibulos em comparacdo as redes de
microtubulos observados nas células hTERT-RPE-1 que ndo apresentavam a mutacao.
O papel de ALMS1 na acetilagédo é desconhecido. Sabe-se que esta proteina se localiza
no corpo basal, onde varias proteinas interagem e contribuem para a manutengao e
estabilidade do cilio, nomeadamente o complexo MST1/2-SAV1. Pensa-se que este
complexo interage com proteinas como a NPHP, sendo esta interagdo fundamental no
controlo da carga que entra no cilio e no favorecimento da ciliogénese. A MST1/2 no
corpo basal interage e catalisa a fosforilagdo a AURKA, potenciando a ciliogénese
através da inibicdo da interacdo de AURKA com a HDACSG. Esta interagdo leva a
formacdo de um complexo envolvido na desmontagem do cilio (M. Kim et al., 2014;
Wheway et al., 2018). Podemos especular que pela proximidade a ALMS1 mutada
possa perder dominios de interacdo com a MST1/2 que por sua vez, pode condicionar
a sua funcao normal e a estabilidade e eventual acetilagdo do cilio. Para esclarecer esta
hipotética interacdo entre ALMS1 e MST1/2, mais estudos teriam de ser realizados,
como por exemplo, ensaios de co-imunoprecipitacdo. Seria também interessante avaliar
a atividade da HDACSG.

A acetilagdo dos microtubulos do axonema parece ser importante para a sua
estabilizacdo e para Ihes conferir flexibilidade e resiliéncia mecéanica, fundamental para
processos de mecanotransduc¢éo (Eshun-Wilson et al., 2019; Janke & Montagnac, 2017,
Yan et al., 2018). Defeitos na acetilacdo dos cilios podem estar associados a menor
frequéncia de ciliogénese e a axonemas mais curtos, no entanto, knockout de ATAT1
em ratinhos, a principal N-acetiltransferase da alfa-tubulina na K40, que acetila os
microtubulos, levou a formacdo de cilios normais, indicando que a acetilacdo é
dispensavel para a montagem do cilio (Kalebic et al., 2013). No entanto, em ciliopatias
como a Sindrome de Bardet-Biedl, a deplecdo de BBIP10 (Loktev et al., 2008) parece
incapacitar a acetilagdo da tubulina e induzir disfung&o ciliar, mas certamente nesta
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Sindrome havera outros condicionamentos a ciliogénese, tais como alteracées no
transporte intraflagelar, que podem contribuir cumulativamente para a disfuncéo ciliar.
No caso da Sindrome de Alstrébm, o mesmo podera acontecer, mas que tenhamos
conhecimento, até a data ndo foi descrito nenhum fenétipo celular em que mutantes
ALMS1 ndo apresentassem microtubulos acetilados. Os resultados obtidos deveréo ser
confirmados por replicacdo dos ensaios, e devera ser ainda feita a marcacao do cilio
através de um marcador diferente como a tubulina glutamilada, para perceber se os

mutantes tém dificuldade em montar cilios, ou em acetilar os mesmos.
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6. Conclusbes e perspetivas futuras

Com este trabalho pudemos obter evidéncias de que o cilio primario tem um papel na
manutencdo de homeostasia das células hTERT-RPE-1 em resposta a niveis elevados
de glucose, principalmente quando presente antes da suplementa¢do com a glucose. A
presenca do cilio e os dados do nosso estudo envolvendo a proteina YAP da via de
sinalizacdo Hippo sugerem que o cilio afeta a regulagcdo dos niveis de YAP,
potencialmente inibindo a transcricdo de genes alvo caracteristicos da regulagcédo por
esta proteina, nomeadamente o0s envolvidos na proliferacdo, regeneracdo e
diferenciacdo. Esta hipotese esta de acordo com os resultados de progressao no ciclo
celular das células hTERT-RPE-1 expostas a elevados niveis de glucose obtidos no
curso deste trabalho, e que mostram uma menor tendéncia para as células progredirem
no ciclo celular. A presenca dos cilios primarios afeta também a regulagdo do tamanho
e granularidade celular. Finalmente, os cilios priméarios parecem ter um papel
normalizador da expressdo do marcador de senescéncia e de reparacao de danos na
dupla cadeia de DNA, a variante da histona y-H2AX, em células expostas a elevadas
concentracdes de glucose.

O isolamento e caracterizacédo inicial de uma linha mutante das células hTERT-RPE-1
heterozig6ticas para uma mutagdo que gera uma proteina ALMSL1 truncada, criada com
recurso a técnica CRISPR/Cas9, permitiu até agora perceber que o decréscimo dos
niveis da proteina ALMS1 normal estd associada & auséncia de acetilacdo dos
microtubulos o que podera ter impacto na ciliogénese. Contudo, a caracterizacao desta
linha celular mutante requer uma analise mais detalhada das suas caracteristicas e de
como esta alteragdo nos niveis da proteina ALMS1 normal afetam a montagem e o
funcionamento do cilio. No final desta caracterizagdo, e dependendo dos fenotipos
encontrados poderemos usar esta linha celular como modelo para testar como, a
impossibilidade de montar cilios ou a presenca de cilios disfuncional, afeta a resposta a
exposicao a elevados niveis de glucose.

No futuro seria relevante conseguirmos fortalecer a relacdo que este trabalho
estabeleceu entre os niveis de glucose, a presenga de cilio e a marcagao de y-H2AX.
Neste contexto, por exemplo, poderiamos relativamente a senescéncia celular utilizar
outros marcadores carateristicos de senescéncia tais como SA-B-gal, pRb, p53, Ki67 e
laminina B, e outros marcadores de resposta ao dano no DNA, como Nekl, 53BP1,
claspina, Rad51 ou Mre11. Para conseguirmos relacionar diretamente a resposta de y-
H2AX, com a progressao do ciclo celular e com os niveis de YAP seria importante a
repeticdo do ensaio do estudo da localizacdo do YAP e a determinagdo dos seus niveis

em condi¢des de cultura e suplementacao exatamente iguais nas células expostas ou
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ndo a elevados niveis de glucose. Mais ainda, para avaliarmos se a variagao dos niveis
de YAP celular em resposta a elevados niveis de glucose realmente condiciona a
expressao de genes associados a proliferacédo celular e ao controlo do ciclo celular,
poderiamos selecionar genes alvo, tais como por exemplo, a Ciclina E que forma um
complexo com a cinase Cdk2, o qual é requerido para transi¢cdo G1/S do ciclo celular e
consequente replicacdo do DNA, a CYR61, a CTGF, a AREG, o proto-oncogene MYC,
as proteinas Gli2, efetores da via de sinalizacdo Hedgehog, a proteina dos filamentos
intermediarios vimentina ou AXL, e realizar RT-PCR para confirmar se ha variacdes na
expressao destes genes quando as células sdo expostas a elevadas concentracdes de
glucose. Deverd também ser repetido o ensaio por citometria de fluxo de modo a

consolidar os resultados obtidos.

86



7. Referéncias

Adan, A., Alizada, G., Kiraz, Y., Baran, Y., & Nalbant, A. (2017). Flow cytometry: basic
principles and applications. In Critical Reviews in Biotechnology (Vol. 37, Issue 2,
pp. 163-176). Taylor and Francis Ltd.
https://doi.org/10.3109/07388551.2015.1128876

Alvarez-Satta, M., Lago-Docampo, M., Bea-Mascato, B., Solarat, C., Castro-Sanchez,
S., Christensen, S. T., & Valverde, D. (2021). ALMS1 Regulates TGF-$ Signaling
and Morphology of Primary Cilia. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 9.
https://doi.org/10.3389/fcell.2021.623829

Andersen, J., Wilkinson, C., Mayor, T., & Mann, M. (2003). Proteomic characterization
of the human centrosome by protein correlation profiling. Nature, 426(6966), 570—
574. https://doi.org/10.1038/nature02163

Anvarian, Z., Mykytyn, K., Mukhopadhyay, S., Pedersen, L. B., & Christensen, S. T.
(2019). Cellular signalling by primary cilia in development, organ function and
disease. Nature Reviews Nephrology, 15(4), 199-219.
https://doi.org/10.1038/s41581-019-0116-9

Arsov, T., Silva, D. G., O’'Bryan, M. K., Sainsbury, A., Lee, N. J., Kennedy, C., Manji, S.
S. M., Nelms, K., Liu, C., Vinuesa, C. G., de Kretser, D. M., Goodnow, C. C., &
Petrovsky, N. (2006). Fat aussie - A new Alstrom syndrome mouse showing a
critical role for ALMS1 in obesity, diabetes, and spermatogenesis. Molecular
Endocrinology, 20(7), 1610-1622. https://doi.org/10.1210/me.2005-0494

Azevedo, C., Freire, A., Halpern, M., & Quintas, A. (2008). Introducdo ao Metabolismo.
In Bioquimica - Organizagdo Molecular da Vida (pp. 89-97). Lidel.

Azzolin, L., Panciera, T., Soligo, S., Enzo, E., Bicciato, S., Dupont, S., Bresolin, S.,
Frasson, C., Basso, G., Guzzardo, V., Fassina, A., Cordenonsi, M., & Piccolo, S.
(2014). YAPI/TAZ incorporation in the B-catenin destruction complex orchestrates
the Wnt response. Cell, 158(1), 157—-170. https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.06.013

Balajee, A. S., & Geard, C. R. (2004). Replication protein a and y-H2AX foci assembly
is triggered by cellular response to DNA double-strand breaks. Experimental Cell
Research, 300(2), 320-334. https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2004.07.022

Baldwin, R. L. (2008). The search for folding intermediates and the mechanism of protein
folding. In  Annual Review of Biophysics (Vol. 37, pp. 1-21).
https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.37.032807.125948

Beckman, K. B., & Ames, B. N. (1997). Oxidative decay of DNA. In Journal of Biological
Chemistry (Vol. 272, Issue 32, pp. 19633-19636).

https://doi.org/10.1074/jbc.272.32.19633
87



Bernadotte, A., Mikhelson, V., & Spivak, I. (2016). Markers of cellular senescence.
Telomere shortening as a marker of cellular senescence. Aging, 8(1).

Bettencourt-Dias, M., & Glover, D. M. (2007). Centrosome biogenesis and function:
Centrosomics brings new understanding. In Nature Reviews Molecular Cell Biology
(Vol. 8, Issue 6, pp. 451-463). https://doi.org/10.1038/nrm2180

Bowman, R. J., & Levitt, D. G. (1977). POLYOL PERMEABILITY OF THE HUMAN RED
CELL INTERPRETATION OF GLUCOSE TRANSPORT IN TERMS OF A PORE.
In Biochimica et Biophysica Acta (Vol. 466).

Breslin, L., Prosser, S. L., Cuffe, S., & Morrison, C. G. (2014). Ciliary abnormalities in
senescent human fibroblasts impair proliferative capacity. Cell Cycle, 13(17), 2773—
2779. https://doi.org/10.4161/15384101.2015.945868

Busik, J. v., Mohr, S., & Grant, M. B. (2008). Hyperglycemia-Induced reactive oxygen
species toxicity to endothelial cells is dependent on paracrine mediators. Diabetes,
57(7), 1952—-1965. https://doi.org/10.2337/db07-1520

Castro-sanchez, S., Alvarez-Satta, M., & Valverde, D. (2015). Alstrém syndrome:
current perspectives. The Application of Clinical Genetics, 8, 171-179.

Chaki, M., Airik, R., Ghosh, A. K., Giles, R. H., Chen, R., Slaats, G. G., Wang, H., Hurd,
T. W., Zhou, W., Cluckey, A., Gee, H. Y., Ramaswami, G., Hong, C. J., Hamilton,
B. A., Cervenka, I, Ganji, R. S., Bryja, V., Arts, H. H., van Reeuwijk, J., ...
Hildebrandt, F. (2012). Exome capture reveals ZNF423 and CEP164 mutations,
linking renal ciliopathies to DNA damage response signaling. Cell, 150(3), 533-548.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.06.028

Chen, H. Y., Kelley, R. A., Li, T., & Swaroop, A. (2021). Primary cilia biogenesis and
associated retinal ciliopathies. In Seminars in Cell and Developmental Biology (Vol.
110, pp. 70-88). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2020.07.013

Coallin, G. B., Cyr, E., Bronson, R., Marshall, J. D., Gifford, E. J., Hicks, W., Murray, S.
A., Zheng, Q. Y., Smith, R. S., Nishina, P. M., & Naggert, J. K. (2005). AIms1-
disrupted mice recapitulate human Alstrém syndrome. Human Molecular Genetics,
14(16), 2323—-2333. https://doi.org/10.1093/hmg/ddi235

Coallin, G. B., Marshall, J. D., King, B. L., Milan, G., Maffei, P., Jagger, D. J., & Naggert,
J. K. (2012). The alstrom syndrome protein, ALMS1, interacts with a-actinin and
components of the endosome recycling pathway. PL0oS ONE, 7(5).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037925

Coons, A. H., Creech, H. J., & Jones, R. N. (1941). Immunological Properties of an
Antibody Containing a Fluorescent Group. Proceedings of the Society for
Experimental Biology and Medicine, 47(2), 200-202.

https://doi.org/10.3181/00379727-47-13084P
88



Cox, A. G., Tsomides, A., Yimlamai, D., Hwang, K. L., Miesfeld, J., Galli, G. G., Fowl, B.
H., Fort, M., Ma, K. Y., Sullivan, M. R., Hosios, A. M., Snay, E., Yuan, M., Brown,
K. K., Lien, E. C., Chhangawala, S., Steinhauser, M. L., Asara, J. M., Houvras, Y.,
... Goessling, W. (2018). Yap regulates glucose utilization and sustains nucleotide
synthesis to enable organ growth. The EMBO Journal, 37(22).
https://doi.org/10.15252/embj.2018100294

DeRan, M., Yang, J., Shen, C. H., Peters, E. C., Fitamant, J., Chan, P., Hsieh, M., Zhu,
S., Asara, J. M., Zheng, B., Bardeesy, N., Liu, J., & Wu, X. (2014). Energy stress
regulates Hippo-YAP signaling involving AMPK-mediated regulation of angiomotin-
like 1 protein. Cell Reports, 9(2), 495-503.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2014.09.036

Dircks, C., Williams, E., & Campochiaro, P. (1987). High Glucose Concentrations Inhibit
Protein Synthesis in Retinal Pigment Epithelium In Vitro.

Doudna, J. A., & Charpentier, E. (2014). The new frontier of genome engineering with
CRISPR-Cas9. In Science (Vol. 346, Issue 6213). American Association for the
Advancement of Science. https://doi.org/10.1126/science.1258096

Enzo, E., Santinon, G., Pocaterra, A., Aragona, M., Bresolin, S., Forcato, M., Grifoni, D.,
Pession, A., Zanconato, F., Guzzo, G., Bicciato, S., & Dupont, S. (2015). Aerobic
glycolysis tunes YAP / TAZ transcriptional activity . The EMBO Journal, 34(10),
1349-1370. https://doi.org/10.15252/embj.201490379

Eshun-Wilson, L., Zhang, R., Portran, D., Nachury, M. v., Toso, D. B., Léhr, T.,
Vendruscolo, M., Bonomi, M., Fraser, J. S., & Nogales, E. (2019). Effects of a-
tubulin acetylation on microtubule structure and stability. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 116(21), 10366—
10371. https://doi.org/10.1073/pnas.1900441116

Farnoodian, M., Halbach, C., Slinger, C., Pattnaik, B. R., Sorenson, C. M., & Sheibani,
N. (2016). High glucose promotes the migration of retinal pigment epithelial cells
through increased oxidative stress and PEDF expression. Am J Physiol Cell
Physiol, 311, 418-436. https://doi.org/10.1152/ajpcell.00001.2016.-Defects

Favaretto, F., Milan, G., Collin, G. B., Marshall, J. D., Stasi, F., Maffei, P., Vettor, R., &
Naggert, J. K. (2014). GLUT4 defects in adipose tissue are early signs of metabolic
alterations in alms1GT/GT, a mouse model for obesity and insulin resistance. PLoS
ONE, 9(10). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0109540

Fletcher, G. C., Elbediwy, A., Khanal, I., Ribeiro, P. S., Tapon, N., & Thompson, B. J.
(2015). The Spectrin cytoskeleton regulates the Hippo signalling pathway. The
EMBO Journal, 34(7), 940-954. https://doi.org/10.15252/embj.201489642

89



Freire, A. P., & Quintas, A. (2008). Proteinas: Estrutura e Funcdo. In Bioquimica -
Organizacdo Molecular de Vida (pp. 139—-316). Lidel.

Fu, S., Zhang, C., Yan, X,, Li, D., Wang, Y., Dong, C., Cao, Z., Ning, Y., Shao, C., &
Yang, T. (2021). Primary Cilia as a Biomarker in Mesenchymal Stem Cells
Senescence: Influencing Osteoblastic Differentiation Potency Associated with
Hedgehog Signaling  Regulation. Stem  Cells International, 2021.
https://doi.org/10.1155/2021/8850114

Gaertig, J., & Wloga, D. (2008). Ciliary Tubulin and Its Post-Translational Modifications.
In Current Topics in Developmental Biology (Vol. 85, pp. 83-113).
https://doi.org/10.1016/S0070-2153(08)00804-1

Ginete, C., Serrasqueiro, B., Silva-Nunes, J., Veiga, L., & Brito, M. (2021). Identification
of genetic variants in 65 obesity related genes in a Cohort of Portuguese obese
individuals. Genes, 12(4). https://doi.org/10.3390/genes12040603

Girard, D., & Petrovsky, N. (2011). Alstrom syndrome: Insights into the pathogenesis of
metabolic disorders. In Nature Reviews Endocrinology (Vol. 7, Issue 2, pp. 77-88).
https://doi.org/10.1038/nrendo.2010.210

Gomez, A. E., Christman, A. K., van de Weghe, J. C., Finn, M., & Doherty, D. (2022).
Systematic analysis of cilia characteristics and Hedgehog signaling in five immortal
cell lines. PLOS ONE, 17(12), e0266433.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266433

Gongalves, J., & Pelletier, L. (2017). The ciliary transition zone: Finding the pieces and
assembling the gate. In Molecules and Cells (Vol. 40, Issue 4, pp. 243-253). Korean
Society for Molecular and Cellular Biology.
https://doi.org/10.14348/molcells.2017.0054

Gonzalez-Gualda, E., Baker, A. G., Fruk, L., & Mufioz-Espin, D. (2021). A guide to
assessing cellular senescence in vitro and in vivo. FEBS Journal, 288(1), 56—80.
https://doi.org/10.1111/febs.15570

Graser, S., Stierhof, Y. D., Lavoie, S. B., Gassner, O. S., Lamla, S., le Clech, M., & Nigg,
E. A. (2007). Cepl64, a novel centriole appendage protein required for primary
cilium formation. Journal of Cell Biology, 179(2), 321-330.
https://doi.org/10.1083/jcb.200707181

Grosse Hovest, M., Bru ggenolte, N., Shah Hosseini, K., Krieg, T., & Herrmann, G.
(2006). Senescence of Human Fibroblasts after Psoralen Photoactivation Is
Mediated by ATR Kinase and Persistent DNA Damage Foci at Telomeres o D.
Molecular Biology of the Cell, 17, 1758-1767. https://doi.org/10.1091/mbc.E05-08

Han, D. J., Aslam, R., Misra, P. S., Chiu, F., Ojha, T., Chowdhury, A., Chan, C. K., Sung,

H. K., Yuen, D. A., & Luk, C. T. (2022). Disruption of adipocyte YAP improves
90



glucose homeostasis in mice and decreases adipose tissue fibrosis. Molecular
Metabolism, 66. https://doi.org/10.1016/j.molmet.2022.101594

Hearn, T., Spalluto, C., Phillips, V. J., Renforth, G. L., Copin, N., Hanley, N. A., & Wilson,
D. I. (2005). Subcellular Localization of ALMS1 Supports Involvement of
Centrosome and Basal Body Dysfunction in the Pathogenesis of Obesity, Insulin
Resistance, and Type 2 Diabetes. http://diabetesjournals.org/diabetes/article-
pdf/54/5/1581/381719/zdb00505001581.pdf

Heydet, D., Chen, L. X., Larter, C. Z., Inglis, C., Silverman, M. A, Farrell, G. C., & Leroux,
M. R. (2013). A truncating mutation of Alms1 reduces the number of hypothalamic
neuronal cilia in obese mice. Developmental Neurobiology, 73(1), 1-13.
https://doi.org/10.1002/dneu.22031

Hildebrandt, F., Benzing, T., & Katsanis, N. (2011). Ciliopathies. New England Journal
of Medicine, 364(16), 1533-1543. https://doi.org/10.1056/nejmral010172

Hsu, P. D, Lander, E. S., & Zhang, F. (2014). Development and applications of CRISPR-
Cas9 for genome engineering. In Cell (Vol. 157, Issue 6, pp. 1262-1278). Elsevier
B.V. https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.05.010

Hwang, J. H., Kim, A. R., Kim, K. M., il Park, J., Oh, H. T., Moon, S. A., Byun, M. R,
Jeong, H., Kim, H. K., Yaffe, M. B., Hwang, E. S., & Hong, J. H. (2019). TAZ couples
Hippo/Wnt signalling and insulin sensitivity through Irsl expression. Nature
Communications, 10(1). https://doi.org/10.1038/s41467-019-08287-x

Ibar, C., & Irvine, K. (2020). Integration of Hippo-YAP Signaling with Metabolism.
CellPress, 54.

Ishikawa, H., & Marshall, W. F. (2011). Ciliogenesis: Building the cell’s antenna. In
Nature Reviews Molecular Cell Biology (Vol. 12, Issue 4, pp. 222-234).
https://doi.org/10.1038/nrm3085

Jana, S. C. (2021). Centrosome structure and biogenesis: Variations on a theme? In
Seminars in Cell and Developmental Biology (Vol. 110, pp. 123-138). Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2020.10.014

Janke, C., & Montagnac, G. (2017). Causes and Consequences of Microtubule
Acetylation. In Current Biology (Vol. 27, Issue 23, pp. R1287-R1292). Cell Press.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2017.10.044

Jia, L., Gu, W., Zhang, Y., Jiang, B., Qiao, X., & Wen, Y. (2018). Activated yes-associated
protein accelerates cell cycle, inhibits apoptosis, and delays senescence in human
periodontal ligament stem cells. International Journal of Medical Sciences, 15(11),
1241-1250. https://doi.org/10.7150/ijms.25115

91



Johnson, C. A., & Collis, S. J. (2016). Ciliogenesis and the DNA damage response: A
stressful relationship. In Cilia (Vol. 5, Issue 1). BioMed Central Ltd.
https://doi.org/10.1186/s13630-016-0040-6

Kalebic, N., Sorrentino, S., Perlas, E., Bolasco, G., Martinez, C., & Heppenstall, P. A.
(2013). aoTAT1 is the major ao-tubulin acetyltransferase in mice. Nature
Communications, 4. https://doi.org/10.1038/ncomms2962

Kang, S. (2021). Adipose tissue malfunction drives metabolic dysfunction in alstrém
syndrome. Diabetes, 70(2), 323-325. https://doi.org/10.2337/dbi20-0041

Karaman, R., & Halder, G. (2018). Cell junctions in Hippo signaling. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology, 10(5). https://doi.org/10.1101/cshperspect.a028753

Keeling, J., Tsiokas, L., & Maskey, D. (2016). Cellular mechanisms of ciliary length
control. In Cells (Vol. 5, Issue 1). MDPI. https://doi.org/10.3390/cells5010006

Kim, J., Jo, H., Hong, H., Kim, M. H., Kim, J. M., Lee, J. K., Heo, W. do, & Kim, J. (2015).
Actin remodelling factors control ciliogenesis by regulating YAP/TAZ activity and
vesicle trafficking. Nature Communications, 6. https://doi.org/10.1038/ncomms7781

Kim, M. K., Jang, J. W., & Bae, S. C. (2018). DNA binding partners of YAP/TAZ. In BMB
Reports (Vol. 51, Issue 3, pp. 126-133). The Biochemical Society of the Republic
of Korea. https://doi.org/10.5483/BMBRep.2018.51.3.015

Kim, M., Kim, M., Lee, M. S., Kim, C. H., & Lim, D. S. (2014). The MST1/2-SAV1 complex
of the Hippo pathway promotes ciliogenesis. Nature Communications, 5.
https://doi.org/10.1038/ncomms6370

Knorz, V. J., Spalluto, C., Lessard, M., Purvis, T. L., Adigun, F. F., Collin, G. B., Hanley,
N. A., Wilson, D. I., & Hearn, T. (2010). Centriolar Association of ALMS1 and Likely
Centrosomal Functions of the ALMS Motif-containing Proteins C100rf90 and
KIAA1731. Molecular Biology of the Cell, 21, 3617-3629.
https://doi.org/10.1091/mbc.E10

Lee, C. Y., Dallérac, G., Ezan, P., Anderova, M., & Rouach, N. (2016). Glucose tightly
controls morphological and functional properties of astrocytes. Frontiers in Aging
Neuroscience, 8(APR). https://doi.org/10.3389/fnagi.2016.00082

Lei, Q.-Y., Zhang, H., Zhao, B., Zha, Z.-Y., Bai, F., Pei, X.-H., Zhao, S., Xiong, Y., &
Guan, K.-L. (2008). TAZ Promotes Cell Proliferation and Epithelial-Mesenchymal
Transition and Is Inhibited by the Hippo Pathway. Molecular and Cellular Biology,
28(7), 2426—-2436. https://doi.org/10.1128/mcb.01874-07

Leitch, C. C., Lodh, S., Prieto-Echaguie, V., Badano, J. L., & Zaghloul, N. A. (2014). Basal
body proteins regulate Notch signaling through endosomal trafficking. Journal of
Cell Science, 127, 2407-2419. https://doi.org/10.1242/jcs.130344

92



Ley, S. T., & AbouAlaiwi, W. A. (2019). Primary Cilia are Sensory Hubs for Nitric Oxide
Signaling. In K. F. Shad, S. S. S. Saravi, & N. L. Bilgrami (Eds.), Basic and Clinical
Understanding of Microcirculation. IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.89680

Li, G., Vega, R., Nelms, K., Gekakis, N., Goodnow, C., McNamara, P., Wu, H., Hong, N.
A., & Glynne, R. (2007). A role for Alstrétm syndrome protein, Almsl, in kidney
ciliogenesis and cellular quiescence. PL0oS Genetics, 3(1), 0009-0020.
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.0030008

Lim, S. K., Park, M. J., Lim, J. C., Kim, J. C., Han, H. J., Kim, G. Y., Cravatt, B. F., Woo,
C.H.,Ma, S. J., Yoon, K. C., & Park, S. H. (2012). Hyperglycemia induces apoptosis
via CB 1 activation through the decrease of FAAH 1 in retianl pigment epithelial
cells. Journal of Cellular Physiology, 227(2), 569-577.
https://doi.org/10.1002/jcp.22756

Liu, X. (2013). Side-scattered Light (SSC). In W. Dubitzky, O. Wolkenhauer, K.-H. Cho,
& H. Yokota (Eds.), Encyclopedia of Systems Biology (p. 1934). Springer New York.
https://doi.org/10.1007/978-1-4419-9863-7_1081

Loktev, A. v., Zhang, Q., Beck, J. S., Searby, C. C., Scheetz, T. E., Bazan, J. F.,
Slusarski, D. C., Sheffield, V. C., Jackson, P. K., & Nachury, M. v. (2008). A
BBSome Subunit Links Ciliogenesis, Microtubule Stability, and Acetylation.
Developmental Cell, 15(6), 854-865. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2008.11.001

Maréchal, A., & Zou, L. (2013). DNA damage sensing by the ATM and ATR kinases.
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 5(9).
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a012716

Marion, V., Stoetzel, C., Schlicht, D., Messaddeq, N., Koch, M., Flori, E., Danse, J. M.,
Mandel, J.-L., & Lé Ne Dollfus, H. (2008). Transient ciliogenesis involving Bardet-
Biedl syndrome proteins is a fundamental characteristic of adipogenic
differentiation. http://www.bowserlab.org/primarycilia/cilialist.html

Marshall, J. D., Muller, J., Collin, G. B., Milan, G., Kingsmore, S. F., Dinwiddie, D.,
Farrow, E. G., Miller, N. A., Favaretto, F., Maffei, P., Dollfus, H., Vettor, R., &
Naggert, J. K. (2015). Alstrom Syndrome: Mutation Spectrum of ALMS1. Human
Mutation, 36(7), 660—668. https://doi.org/10.1002/humu.22796

Masyuk, A. |., Masyuk, T. v, Splinter, P. L., Huang, B. Q., Stroope, A. J., & Larusso, N.
F. (2006). Cholangiocyte Cilia Detect Changes in Luminal Fluid Flow and Transmit
Them into Intracellular Ca 2+ and cAMP Signaling. Gastroenterology, 131(3), 911—
920.

Maugeri, G., D’Amico, A. G., Rasa, D. M., la Cognata, V., Saccone, S., Federico, C.,

Cavallaro, S., & D’Agata, V. (2017). Nicotine promotes blood retinal barrier damage
93



in a model of human diabetic macular edema. Toxicology in Vitro, 44, 182-189.
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2017.07.003

May-Simera, H. L., Wan, Q., Jha, B. S., Hartford, J., Khristov, V., Dejene, R., Chang, J.,
Patnaik, S., Lu, Q., Banerjee, P., Silver, J., Insinna-Kettenhofen, C., Patel, D., Lotfi,
M., Malicdan, M., Hotaling, N., Maminishkis, A., Sridharan, R., Brooks, B., ... Bharti,
K. (2018). Primary Cilium-Mediated Retinal Pigment Epithelium Maturation Is
Disrupted in Ciliopathy Patient Cells. Cell Reports, 22(1), 189-205.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.12.038

Mirdita, M., Schitze, K., Moriwaki, Y., Heo, L., Ovchinnikov, S., & Steinegger, M. (2022).
ColabFold: making protein folding accessible to all. Nature Methods, 19(6), 679—
682. https://doi.org/10.1038/s41592-022-01488-1

Misra, J. R., & Irvine, K. D. (2018). The Hippo Signaling Network and its Biological
Functions. https://doi.org/10.1146/annurev-genet-120417

Mo, J. S., Meng, Z., Kim, Y. C., Park, H. W., Hansen, C. G., Kim, S., Lim, D. S., & Guan,
K. L. (2015). Cellular energy stress induces AMPK-mediated regulation of YAP and
the Hippo pathway. Nature Cell Biology, 17(4), 500-510.
https://doi.org/10.1038/ncb3111

Moeglin, E., Desplancq, D., Conic, S., Oulad-Abdelghani, M., Stoessel, A., Chiper, M.,
Vigneron, M., Didier, P., Tora, L., & Weiss, E. (2019). Uniform widespread nuclear
phosphorylation of histone H2AX is an indicator of lethal DNA replication stress.
Cancers, 11(3). https://doi.org/10.3390/cancers11030355

Morgan, A. A., & Rubenstein, E. (2013). Proline: The Distribution, Frequency,
Positioning, and Common Functional Roles of Proline and Polyproline Sequences
in the Human Proteome. PLoS ONE, 8(1).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0053785

Morrison, C. G. (2021). Primary cilia and the DNA damage response: linking a cellular
antenna and nuclear signals. Biochemical Society Transactions, 49(2), 829-841.
https://doi.org/10.1042/BST20200751

Mufoz-Espin, D., Cafiamero, M., Maraver, A., Gbmez-L6pez, G., Contreras, J., Murillo-
Cuesta, S., Rodriguez-Baeza, A., Varela-Nieto, |., Ruberte, J., Collado, M., &
Serrano, M. (2013). Programmed cell senescence during mammalian embryonic
development. Cell, 155(5), 1104. https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.10.019

Nauli, S. M., Jin, X., Aboualaiwi, W. A., El-Jouni, W., Su, X., & Zhou, J. (2013). Non-
motile primary cilia as fluid shear stress mechanosensors. In Methods in
Enzymology (Vol. 525, pp. 1-20). Academic Press Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-397944-5.00001-8

94



Neurohr, G. E., Terry, R. L., Lengefeld, J., Bonney, M., Brittingham, G. P., Moretto, F.,
Miettinen, T. P., Vaites, L. P., Soares, L. M., Paulo, J. A., Harper, J. W., Buratowski,
S., Manalis, S., van Werven, F. J., Holt, L. J., & Amon, A. (2019). Excessive Cell
Growth Causes Cytoplasm Dilution And Contributes to Senescence. Cell, 176(5),
1083-1097.e18. https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.01.018

Nicolas, A., Delalande, O., Hubert, J. F., & le Rumeur, E. (2014). The spectrin family of
proteins: A unigue coiled-coil fold for various molecular surface properties. Journal
of Structural Biology, 186(3), 392—401. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2014.03.011

Orhon, 1., Dupont, N., Zaidan, M., Boitez, V., Burtin, M., Schmitt, A., Capiod, T., Viau, A.,
Beau, I., Wolfgang Kuehn, E., Friedlander, G., Terzi, F., & Codogno, P. (2016).
Primary-cilium-dependent autophagy controls epithelial cell volume in response to
fluid flow. Nature Cell Biology, 18(6), 657—667. https://doi.org/10.1038/ncb3360

Paisey, R., Steeds, R., Barret, T., & Gunay-Aygun, M. (2003). Alstrom Syndrome.

Plotnikova, O. v., Pugacheva, E. N., & Golemis, E. A. (2009). Primary cilia and the cell
cycle. Methods in Cell Biology, 94, 137-160. https://doi.org/10.1016/S0091-
679X(08)94007-3

Pospelova, T. v., Demidenko, Z. N., Bukreeva, E. I., Pospelov, V. A., Gudkov, A. v., &
Blagosklonny, M. v. (2009). Pseudo-DNA damage response in senescent cells. In
Cell Cycle (Vol. 8, Issue 24, pp. 4112-4118). Taylor and Francis Inc.
https://doi.org/10.4161/cc.8.24.10215

Rausch, V., & Hansen, C. G. (2020). The Hippo Pathway, YAP/TAZ, and the Plasma
Membrane. In Trends in Cell Biology (Vol. 30, Issue 1, pp. 32—-48). Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2019.10.005

Redon, C. E., Nakamura, A. J., Sordet, O., Dickey, J. S., Gouliaeva, K., Tabb, B.,
Lawrence, S., Kinders, R. J., Bonner, W. M., & Sedelnikova, O. A. (2011). y-H2AX
Detection in Peripheral Blood Lymphocytes, Splenocytes, Bone Marrow,
Xenografts, and Skin. In Methods in Molecular Biology (Vol. 682, pp. 249-270).
Humana Press Inc. https://doi.org/10.1007/978-1-60327-409-8 18

Reiter, J. F., & Leroux, M. R. (2017). Genes and molecular pathways underpinning
ciliopathies. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 18(9), 533-547.
https://doi.org/10.1038/nrm.2017.60

Ribeiro, A., Oliveira, C., Quintas, A., Freire, A., & Halpern, M. (2008). Integracdo do
Metabolismo - Biossinalizac&o. In Bioquimica - Organiza¢éo Molecular de Vida (pp.
619-646). Lidel.

Romano, S., Milan, G., Veronese, C., Collin, G., Marshall, J., & Vettor, R. (2008).

Regulation of Alstrom syndrome gene expression during adipogenesis and its

95



relationship with fat cell insulin sensitivity. International Journal of Molecular
Medicine, 21, 731-736.

Salmon, T. B., Evert, B. A., Song, B., & Doetsch, P. W. (2004). Biological consequences
of oxidative stress-induced DNA damage in Saccharomyces cerevisiae. Nucleic
Acids Research, 32(12), 3712—-3723. https://doi.org/10.1093/nar/gkh696

Samuel, V. T., & Shulman, G. I. (2012). Mechanisms for insulin resistance: Common
threads and missing links. In Cell (Vol. 148, Issue 5, pp. 852—-871). Elsevier B.V.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.02.017

Santinon, G., Pocaterra, A., & Dupont, S. (2016). Control of YAP/TAZ Activity by
Metabolic and Nutrient-Sensing Pathways. In Trends in Cell Biology (Vol. 26, Issue
4, pp. 289-299). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/j.tcb.2015.11.004

Satir, P., & Christensen, S. T. (2007). Overview of structure and function of mammalian
cilia. Annual Review of Physiology, 69, 377-400.
https://doi.org/10.1146/annurev.physiol.69.040705.141236

Sedelnikova, O. A., Horikawa, I., Zimonjic, D. B., Popescu, N. C., Bonner, W. M., &
Barrett, J. C. (2004). Senescing human cells and ageing mice accumulate DNA
lesions with unrepairable double-strand breaks. Nature Cell Biology, 6(2), 168—170.
https://doi.org/10.1038/ncb1095

Sharma, A., Singh, K., & Almasan, A. (2012). Histone H2AX phosphorylation: A marker
for DNA damage. Methods in Molecular Biology, 920, 613-626.
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-998-3_40

Shenje, L. T., Andersen, P., Halushka, M. K., Lui, C., Fernandez, L., Collin, G. B., Amat-
Alarcon, N., Meschino, W., Cutz, E., Chang, K., Yonescu, R., Batista, D. A. S.,
Chen, Y., Chelko, S., Crosson, J. E., Scheel, J., Vricella, L., Craig, B. D., Marosy,
B. A, ... Judge, D. P. (2014). Mutations in Alstrdm protein impair terminal
differentiation of cardiomyocytes. Nature Communications, 5.
https://doi.org/10.1038/ncomms4416

Sherwood, S. W., Rush, D., Ellsworth, J. L., & Schimke, R. T. (1988). Defining cellular
senescence in IMR-90 cells: A flow cytometric analysis. In Proc. Nadl. Acad. Sci.
USA (Vol. 85).

Shiba, D., Takamatsu, T., & Yokoyama, T. (2005). Primary Cilia of inv/inv Mouse Renal
Epithelial Cells Sense Physiological Fluid Flow: Bending of Primary Cilia and Ca 2+
Influx. In CELL STRUCTURE AND FUNCTION (Vol. 30).

Siroky, B. J., Kleene, N. K., Kleene, S. J., Varnell, C. D., Comer, R. G., Liu, J., Lu, L.,
Pachciarz, N. W., Bissler, J. J., & Dixon, B. P. (2017). Primary cilia regulate the
osmotic stress response of renal epithelial cells through TRPM3. Am J Physiol

Renal Physiol, 312, 791-805. https://doi.org/10.1152/ajprenal.00465.2015.-Pri
96



Sivasubramaniam, S., Sun, X., Pan, Y. R., Wang, S., & Lee, E. Y. H. P. (2008). Cep164
is a mediator protein required for the maintenance of genomic stability through
modulation of MDC1, RPA, and CHK1. Genes and Development, 22(5), 587—-600.
https://doi.org/10.1101/gad.1627708

Slaats, G. G., Saldivar, J. C., Bacal, J., Zeman, M. K., Kile, A. C., Hynes, A. M.,
Srivastava, S., Nazmutdinova, J., den Ouden, K., Zagers, M. S., Foletto, V.,
Verhaar, M. C., Miles, C., Sayer, J. A., Cimprich, K. A., & Giles, R. H. (2015). DNA
replication stress underlies renal phenotypes in CEP290-Associated Joubert
syndrome. Journal of Clinical Investigation, 125(9), 3657-3666.
https://doi.org/10.1172/JCI80657

Soares, H., Carmona, B., Nolasco, S., & Viseu Melo, L. (2019). Polarity in Ciliate Models:
From Cilia to Cell Architecture. In Frontiers in Cell and Developmental Biology (Vol.
7). Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fcell.2019.00240

Song, D. K., Choi, J. H., & Kim, M. S. (2018). Primary cilia as a signaling platform for
control of energy metabolism. Diabetes and Metabolism Journal, 42(2), 117-127.
https://doi.org/10.4093/dm;.2018.42.2.117

Soutoglou, E. (2008). DNA lesions and DNA damage response: Even long lasting
relationships need a “break.” In Cell Cycle (Vol. 7, Issue 23, pp. 3653—3658). Taylor
and Francis Inc. https://doi.org/10.4161/cc.7.23.7178

Soutoglou, E., & Misteli, T. (2008). Activation of the cellular DNA damage response in
the absence of DNA lesions. Science, 320(5882), 1507-1510.
https://doi.org/10.1126/science.1159051

Staples, C. J., Myers, K. N., Beveridge, D. D., Patil, A. A., Howard, A. E., Barone, G., X
Lee, A. J., Swanton, C., Howell, M., Maslen, S., Mark Skehel, J., Boulton, S. J., &
Collis, S. J. (2014). Ccdcl13; a novel human centriolar satellite protein required for
ciliogenesis and genome stability.

Staples, C. J., Myers, K. N., Beveridge, R. D. D., Patil, A. A., Lee, A. J. X., Swanton, C.,
Howell, M., Boulton, S. J., & Collis, S. J. (2012). The centriolar satellite protein
Cepl31l is important for genome stability. Journal of Cell Science, 125(20), 4770—
4779. https://doi.org/10.1242/jcs.104059

Stieger, N., Worthmann, K., Teng, B., Engeli, S., Das, A. M., Haller, H., & Schiffer, M.
(2012). Impact of high glucose and transforming growth factor-B on bioenergetic
profiles in podocytes. Metabolism: Clinical and Experimental, 61(8), 1073—1086.
https://doi.org/10.1016/j.metabol.2011.12.003

Stral3burger, K., Tiebe, M., Pinna, F., Breuhahn, K., & Teleman, A. A. (2012). Insulin/IGF
signaling drives cell proliferation in part via Yorkie/YAP. Developmental Biology,

367(2), 187-196. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2012.05.008
97



Strauss, O. (2005). The Retinal Pigment Epithelium in Visual Function.
https://doi.org/10.1152/physrev.00021.2004.-Located

Sun, C., Zhou, J., & Meng, X. (2021). Primary cilia in retinal pigment epithelium
development and diseases. In Journal of Cellular and Molecular Medicine (Vol. 25,
Issue 19, pp. 9084-9088). John Wiley and Sons Inc.
https://doi.org/10.1111/jcmm.16882

Suvarna, S. K., Layton, C., & Bancroft, J. D. (2013). Immunofluorescent techniques. In
Bancroft's Theory and Practice of Histological Techniques (7th ed., pp. 432—439).
Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-7020-4226-3.00002-0

Tanaka, T., Kurose, A., Halicka, H. D., Traganos, F., & Darzynkiewicz, Z. (2006). 2-
Deoxy-D-glucose reduces the level of constitutive activation of ATM and
phosphorylation  of  histone  H2AX. Cell Cycle, 5(8), 878-882.
https://doi.org/10.4161/cc.5.8.2681

Tavares, A., Gongalves, J., Florindo, C., Tavares, A. A., & Soares, H. (2012). Mob1:
Defining cell polarity for proper cell division. Journal of Cell Science, 125(2), 516—
527. https://doi.org/10.1242/jcs.096610

Tobin, J. L., & Beales, P. L. (2009). The nonmotile ciliopathies. In Genetics in Medicine
(Vol. 11, Issue 6, pp. 386—402). https://doi.org/10.1097/GIM.0b013e3181a02882

Totaro, A., Panciera, T., & Piccolo, S. (2018). YAP/TAZ upstream signals and
downstream responses. In Nature Cell Biology (Vol. 20, Issue 8, pp. 888—899).
Nature Publishing Group. https://doi.org/10.1038/s41556-018-0142-z

Valdés-Sanchez, L., de la cerda, B., Diaz-Corrales, F. J., Massalini, S., Chakarova, C.
F., Wright, A. F., & Bhattacharya, S. S. (2013). ATR localizes to the photoreceptor
connecting cilium and deficiency leads to severe photoreceptor degeneration in
mice. Human Molecular Genetics, 22(8), 1507-1515.
https://doi.org/10.1093/hmg/dds563

Varelas, X. (2014). The hippo pathway effectors TAZ and YAP in development,
homeostasis and disease. In Development (Cambridge) (Vol. 141, Issue 8, pp.
1614-1626). Company of Biologists Ltd. https://doi.org/10.1242/dev.102376

Varelas, X., Samavarchi-Tehrani, P., Narimatsu, M., Weiss, A., Cockburn, K., Larsen, B.
G., Rossant, J., & Wrana, J. L. (2010). The Crumbs Complex Couples Cell Density
Sensing to Hippo-Dependent Control of the TGF-B-SMAD Pathway. Developmental
Cell, 19(6), 831-844. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2010.11.012

Vermezovic, J., Adamowicz, M., Santarpia, L., Rustighi, A., Forcato, M., Lucano, C.,
Massimiliano, L., Costanzo, V., Bicciato, S., del Sal, G., & D’Adda Di Fagagna, F.

(2015). Notch is a direct negative regulator of the DNA-damage response. Nature

98



Structural and Molecular Biology, 22(5), 417-424.
https://doi.org/10.1038/nsmb.3013

Villarroel, M., Garcia-Ramirez, M., Corraliza, L., Hernandez, C., & Simd, R. (2009).
Effects of high glucose concentration on the barrier function and the expression of
tight junction proteins in human retinal pigment epithelial cells. Experimental Eye
Research, 89(6), 913—-920. https://doi.org/10.1016/j.exer.2009.07.017

Wang, W., Xiao, Z. D., Li, X., Aziz, K. E., Gan, B., Johnson, R. L., & Chen, J. (2015).
AMPK modulates Hippo pathway activity to regulate energy homeostasis. Nature
Cell Biology, 17(4), 490—499. https://doi.org/10.1038/ncb3113

Waters, A. M., & Beales, P. L. (2011). Ciliopathies: An expanding disease spectrum.
Pediatric Nephrology, 26(7), 1039—-1056. https://doi.org/10.1007/s00467-010-1731-
7

Weller, T., & Coons, A. (1954). Fluorescent antibody studies with agents of varicella and
herpes zoster propagated in vitro. Proceedings of the Society for Experimental
Biology and Medicine, 86, 789—794.

Wheway, G., Nazlamova, L., & Hancock, J. T. (2018). Signaling through the primary
cilium. In Frontiers in Cell and Developmental Biology (Vol. 6, Issue FEB). Frontiers
Media S.A. https://doi.org/10.3389/fcell.2018.00008

Xie, Q., Chen, J., Feng, H., Peng, S., Adams, U., Bai, Y., Huang, L., Li, J., Huang, J.,
Meng, S., & Yuan, Z. (2013). YAP/TEAD-mediated transcription controls cellular
senescence. Cancer Research, 73(12), 3615-3624. https://doi.org/10.1158/0008-
5472.CAN-12-3793

Yan, C., Wang, F., Peng, Y., Williams, C. R., Jenkins, B., Wildonger, J., Kim, H. J., Perr,
J. B., Vaughan, J. C., Kern, M. E., Falvo, M. R., O’'Brien, E. T., Superfine, R., Tuthill,
J. C., Xiang, Y., Rogers, S. L., & Parrish, J. Z. (2018). Microtubule Acetylation Is
Required for Mechanosensation in Drosophila. Cell Reports, 25(4), 1051-1065.€6.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.09.075

Yang, D. J., Hong, J., & Kim, K. W. (2021). Hypothalamic primary cilium: A hub for
metabolic homeostasis. In Experimental and Molecular Medicine (Vol. 53, Issue 7,
pp. 1109-1115). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s12276-021-00644-5

Zhang, X., Qiao, Y., Wu, Q., Chen, Y., Zou, S., Liu, X., Zhu, G., Zhao, Y., Chen, Y., Yu,
Y., Pan, Q., Wang, J., & Sun, F. (2017). The essential role of YAP O-GIcNAcylation
in high-glucose-stimulated liver tumorigenesis. Nature Communications, 8.
https://doi.org/10.1038/ncomms15280

Zhang, X., Zhao, H., Li, Y., Xia, D., Yang, L., Ma, Y., & Li, H. (2018). The role of YAP/TAZ
activity in cancer metabolic reprogramming. In Molecular Cancer (Vol. 17, Issue 1).

BioMed Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s12943-018-0882-1
99



Zheng, Y., & Pan, D. (2019). The Hippo Signaling Pathway in Development and Disease.
In Developmental Cell (Vol. 50, Issue 3, pp. 264-282). Cell Press.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2019.06.003

Zhong, A., Chang, M., Yu, T., Gau, R., Riley, D. J., Chen, Y., & Chen, P.-L. (2018).
Aberrant DNA damage response and DNA repair pathway in high glucose
conditions. J Can Res Updates, 7(3), 64—74.

Zulato, E., Favaretto, F., Veronese, C., Campanaro, S., Marshall, J. D., Romano, S.,
Cabrelle, A., Coallin, G. B., Zavan, B., Belloni, A. S., Rampazzo, E., Naggert, J. K.,
Abatangelo, G., Sicolo, N., Maffei, P., Milan, G., & Vettor, R. (2011). ALMS1-
deficient fibroblasts over-express extra-cellular matrix components, display cell
cycle delay and are resistant to apoptosis. PL0oS ONE, 6(4).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0019081

100



