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RESUMO

O provavel fator de inicio de traducdo 5A (elF5A) é altamente conservado de
arqueas a mamiferos e sofre uma modificagdo pds-traducional unica e essencial
chamada hipusinagao. Este fator ja foi relacionado ao transporte nucleocitoplasmatico,
a degradagcao de mRNA e a proliferagao celular. Dados recentes restabelecem uma
funcdo para elF5A na tradugdo e sugerem a sua atuagao na etapa de elongagao ao
invés de inicio, como originalmente proposto. Uma vez que o envolvimento de elF5A
com a degradacdo de mRNA ainda ndo foi elucidado, tornou-se interessante estudar
qual a natureza desta relagdo. O metabolismo de mRNA é um processo complexo que

envolve as etapas da tradugao, repressao da tradugao e degradagcdo de mRNA.

Na primeira parte deste trabalho, foi avaliada a existéncia de interagdo genética
sintética entre os mutantes tif51A-1 e tif51A-3 e mutantes de fatores envolvidos com a
repressao da tradugéo e/ou degradagdo de mRNA. Foi revelada uma supresséao parcial
do fendtipo de termossensibilidade com nocautes dos genes SBP1, DHH1 e PAT1, que
codificam fatores ativadores da remogao do capacete de metilguanosina e repressores
da tradugdo. Por outro lado, uma interagao sintético doente (“synthetic sick”) entre os
mutantes tif51A-1 e xrnl1A foi observada.Os dados obtidos reforcam o envolvimento de
elF5A com a elongacgao da tradugao, mostram que o efeito de elF5A na degradacéo de

mMRNA é secundario e sugerem uma fungao para elF5A como ativador da traducao.

Na segunda etapa séo apresentados os resultados do rastreamento de
supressores extragénicos do mutante tif51A-1 através de dele¢des genbmicas

induzidas por transposon. Foram rastreados aproximadamente 2,2x10° transformantes.



Ao final do rastreamento, apenas o #25 foi confirmado e se seguiu para a etapa de
identificagdo do gene no qual o transposon esta inserido, utilizando-se a estratégia de
“Vectorette PCR”. Apds sequenciamento do fragmento obtido nessa analise, a regiao
flanqueadora do transposon no genoma do clone #25 foi identificada como sendo o
gene TRS85. O produto deste gene faz parte de um complexo de proteinas que agem

como uma GEF (guanine nucleotide exchange factor) do gene YPTL1.
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1.INTRODUCAO

O fator elF5A

O provavel fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A - Eukaryotic
translation Initiation Factor 5A) é altamente conservado desde arqueas a eucariotos,
sendo que as proteinas elF5A de Saccharomyces cerevisiae e de mamiferos sdo 63%
idénticas (SCHNIER et al., 1991; CHEN; LIu, 1997) e este alto grau de conservagao entre

as espécies analisadas sugere a importancia de elF5A em processos celulares comuns.

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui dois genes paralogos que
codificam para elF5A, TIF51A (HYP2) e TIF51B (HYP1 ou ANB1), expressos em
condi¢bes aerdbicas e anaerdbicas, respectivamente (SCHNIER et al., 1991; WoHL et al.,
1993; VALENTINI et al., 2002). Um estudo mostrou que linhagens expressando apenas
TIF51A ou TIF51B sob controle de um promotor induzivel por galactose séo capazes de
crescer em aerobiose ou anaerobiose, portanto as proteinas expressas por estes genes
sao intercambiaveis in vivo (SCHWELBERGER; KANG; HERSHEY, 1993). Estes genes estéo
localizados em cromossomos diferentes (WoOHL et al., 1992), e as ORF's de TIF51A e
TIF51B possuem 90% de identidade. Como esperado, a delegédo de TIF51B nao afeta o
crescimento de células haploides em condi¢cbes de aerobiose (WoHLet al., 1993). Em
condi¢cdes aerodbicas, elF5A expressa por TIF51A pode ser encontrada em trés
isoformas, uma basica, uma acida, e um produto de degradagcdo sem os 10 primeiros
aminoacidos (WoHL et al.,, 1993), sendo a forma acidica predominante (KANG;

SCHWELBERGER; HERSHEY, 1993). E, uma vez que TIF51A ¢é essencial para a viabilidade
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celular na presengca de oxigénio, varios mutantes condicionais foram isolados e

caracterizados (ZUK; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002;DIAs et al., 2008).

elF5A sofre duas modificagdes pods-traducionais. A primeira delas ocorre na
forma acidica de elF5A, e consiste na fosforilagdo do residuo de serina acetilado da
regidao N-terminal da proteina (KANG; SCHWELBERGER; HERSHEY, 1993; KLIER et al.,
1993). A mutacao neste residuo (S2A em levedura) revelou que a forma néao fosforilada
de elF5A nao apresenta defeito de crescimento nem de viabilidade celular, além de ser
suficiente para promover o crescimento de células tif51AA hapléides (KLIER et al.,
1993), sugerindo que a fosforilacdo de elF5A nao seja essencial para o0 seu
funcionamento in vivo. A segunda modificagdo pdés-traducional de elF5A é unica e
essencial para sua atividade na célula. Esta modificacdo corresponde a hipusinagao de
um residuo de lisina que € substituido pelo residuo de aminoacido hipusina (CHEN; Liu,
1997; PARK; LEE; JOE, 1997). A formagdo do aminoacido hipusina [Ng-(4-amino-2-
hidroxibutil)-lisina] (hypusine: hydroxyputrescine-lysine) ocorre através da transferéncia,
pela desoxi-hipusina sintase, de um grupamento 4-aminobutil da espermidina (uma
poliamina) para o amino grupo livre de uma lisina especifica, seguido da hidroxilagao
deste grupo pela desoxi-hipusina hidroxilase. A hipusina €& produzida logo apds a
traducéo de elF5A, sendo esta modificacao irreversivel e essencial (PARK; WOLFF; FOLK,
1993). A via de biossintese da hipusina esta representada no esquema da Figura 1. O
grau de conservacao, entre as diferentes espécies, dos residuos flanqueadores do sitio
de hipusinagao revela a grande importancia deste aminoacido raro (MAGDOLEN et al.,
1994; CHEN; Liu, 1997). A mutacdo deste residuo (K51R em S. cerevisiae) leva a

producao de elF5A nao hipusinado, que ndo complementa o fenétipo de células onde
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TIF51A foi nocauteado (SCHNIER et al., 1991). Adicionalmente, o gene codificador da
enzima desoxi-hipusina sintase é essencial para o crescimento de S. cerevisiae(SASAKI;
ABID; MIYAzAKI, 1996; PARK; LEE; JOE, 1997). Portanto, o fato de elF5A ser a unica
proteina eucaridtica que sofre hipusinacao fortalece a idéia de que este fator seja de

fundamental importancia no metabolismo celular.

elF5A possui 17 kDa em levedura, podendo variar até 21 kDa dependendo da
espécie (PARK; LEE; JOE, 1997). As estruturas tridimensionais de homologos de elF5A
foram resolvidas por cristalografia para as proteinas de diferentes organismos, inclusive
a estrutura de elF5A de humanos (PDB 3CPF) (TONG et al., 2009). Um trabalho recente
de nosso laboratério gerou por cristalografia a estrutura terciaria de elF5A de S.
cerevisiae, a qual esta depositada no PDB 3ERO. Estas determinacdes estruturais
revelaram varias caracteristicas comuns entre as proteinas. Segundo esses estudos,
elFS5A trata-se de uma proteina dividida em dois dominios, predominantemente
compostos por folhas beta. A comparacado destes dominios com outras proteinas de
estruturas tridimensionais conhecidas mostra que o dominio N-terminal, o qual contém
a hipusina, possui um dobramento classificado como Translation Protein SH3-like motif,
0 qual também esta presente em  varias  proteinas ribossomais
(http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GOUGH et al., 2001). O dominio C-terminal, por sua
vez, € similar a dobramentos de proteinas que se ligam a acidos nucléicos de fita
simples (Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold), o qual esta presente em
proteinas de diferentes fungdes celulares que se ligam a RNA ou DNA fita simples
(http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GouGcH et al., 2001). De fato, dois trabalhos

publicados tentam correlacionar a fungao de elF5A com a ligagdo a mRNAs, porém a
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extensao de tais estudos ainda necessita ser ampliada para se estabelecer um papel de
elF5A na interagao fisica direta com mRNAs (Xu; CHEN, 2001; Xu, JAO; CHEN, 2004).
Interessantemente, embora ndo exista proteina homodloga de elF5A em bactérias, o
fator de elongagao da tradugéo de bactérias EF-P € um homologo estrutural de elF5A
de arqueas, sendo a estrutura de elF5A bastante semelhante a dois dominios de EF-P
(HANAWA-SUETSUGU et al., 2004). Portanto, esta conservacao estrutural parece estar

correlacionada a conservacéao funcional entre as proteinas.

O fator elF5A foi inicialmente purificado a partir de ribossomos de lisados de
reticuldcitos de coelho e recebeu esta denominagao, pois foi considerado um fator de
inicio de tradugéo, devido a sua capacidade de estimular a sintese de metionil-
puromicina in vitro(BENNE; HERSHEY, 1978). O ensaio de metionil-puromicina mede a
incorporacdo de metionina radioativa, a partir de Met-tRNA;, a puromicina, através de
catalise ribossomal, sendo, portanto, um ensaio bastante utilizado para avaliar a

influéncia de diferentes fatores no inicio da traducéo.

Apesar da capacidade evidente de elF5A estimular a sintese de metionil-
puromicina in vitro utilizando-se tripletes AUG ou mRNA de globina, a nao adigao de
elF5A nao mostrou nenhum impacto sobre a sintese de globina in vitro, discordando, de
resultados obtidos na auséncia dos outros fatores de inicio de tradugao elF1, elF1A,
elF3, elF5B e elF5, também testados. Além disso, elF5A nao pareceu influenciar a
formacao in vitro de complexo ternario ou a ligacdo do mRNA de globina ou do Met-
tRNA; a subunidade 40S (BENNE; HERSHEY, 1978). A possibilidade de elF5A atuar na
elongacdo da traducdo também foi considerada, mas nenhum efeito positivo foi

observado com a adicdo de elF5A em um sistema de sintese protéica para
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polimerizacédo de poli-fenilalanina a partir de acido poli-uridilico, ribossomos 80S e
fatores de elongacdo eEF1 e eEF2 purificados (BENNE; HERSHEY, 1978). Em
concordancia com esse trabalho inicial de caracterizagcao funcional de elF5A em
sistemas in vitro, foram publicados posteriormente estudos mostrando que a inibigao da
maturacao funcional de elF5A ndo se correlaciona a uma repressao da tradugdo em
células de mamifero, e que a deplecao deste fator em S. cerevisiae leva a uma
pequena diminuicdo (30%) da taxa de sintese protéica (DUNCAN; HERSHEY, 1986; KANG;
HERSHEY, 1994; ZUK; JACOBSON, 1998). Assim, apesar de elF5A ter sido denominado
inicialmente um fator de inicio de traducgao, a sua funcdo como tal ndo foi claramente

demonstrada.

Uma funcgao para elF5A como fator geral da tradugéao foi descartada, uma vez que,
a deplecédo in vivo deste fator em levedura causa uma pequena redugao, de apenas
30%, nos niveis de sintese protéica total (KANG; HERSHEY, 1994). Interessantemente,
neste estudo foi verificado que esta deplecao de elF5A gerou um aumento de células
paradas em G1, sugerindo que elF5A seja um fator envolvido na tradugdo de um grupo
especifico de mensageiros, como por exemplo, aqueles codificadores de proteinas
envolvidas na transicdao G1/S do ciclo celular (KANG; HERSHEY, 1994). Essa hipotese foi
levantada, pois varios autores mostraram que o bloqueio de qualquer uma das etapas
envolvidas na hipusinagao de elF5A leva a uma inibicdo da proliferagao celular de
diferentes linhagens tumorais de células de mamiferos (HANAUSKE-ABEL et al., 1994;

PARK et al., 1994; CHEN et al., 1996; SHi et al., 1996b).

Embora proposto previamente que elF5A seja um cofator celular da proteina Rev

de HIV-1 e esteja envolvido na exportacdo dos mensageiros tardios deste virus (RUHL
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et al., 1993; BEVEC et al., 1996; BEVEC; HAUBER, 1997; ELFGANG et al., 1999; ROSORIUS et
al., 1999), outros estudos ndo evidenciam o envolvimento de elF5A com transporte
nucleocitoplasmatico (HENDERSON; PERCIPALLE, 1997; SHI; YIN; WAXMAN, 1997; JAO;
CHEN, 2002; VALENTINI et al., 2002). Curiosamente, um trabalho recente, mostrou que a
inibicdo da hipusinagao provoca a inibicao da expressao de HIV-1 (HoQuUE et al., 2009).
Em outro trabalho, foi mostrado que elF5A possui um efeito regulatorio positivo na
expressao génica independente da proteina Rev e na tradugcdo do RNA de HIV-1, além
de ser um co-fator que aumenta a tradu¢ao mediada por IRES (Internal Ribosome Entry
Sites) deste virus (LIU et al., 2011). Portanto, elF5A poderia ter um papel na tradugéo

especifica desse tipo de virus.

Uma analise da localizagao subcelular de Rev utilizando diferentes linhagens de
células de mamiferos, revelou que esta proteina, produzida transientemente, esta
localizada no nucleo, e que elF5A apresenta uma localizagcdo citoplasmatica que
coincide com a do reticulo endoplasmatico (SHiet al., 1996a). Ainda, ao se inibir a
transcri¢ao, a localizagdo de Rev € alterada completamente, enquanto que, a de elF5A
permanece inalterada. Entretanto, inibidores da tradugdo, alteram a localizagéo
subcelular de elF5A, mas ndo de Rev. Esses dados sugerem que elF5A nao sofre
translocagao nucleocitoplasmatica como ocorre com Rev (SHI; YIN; WAXMAN, 1997). Em
S. cerevisiae, elF5A é uma proteina que apresenta uma localizac&o citoplasmatica com
maior concentragao perinuclear (VALENTINI et al., 2002), o que esta de acordo com sua
localizagdo em células de mamiferos, onde elF5A localiza-se principalmente no
citoplasma (SHi; YIN; WAXMAN, 1997; JAO; CHEN, 2002). A forma precurssora de elF5A

localiza-se em ambos, citoplasma e nucleo, enquanto que, a forma hipusinada esta
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predominantemente no citoplasma celular, local onde este fator pode atuar na traducgao

de uma maneira depentente da hipusinagao (LEE et al., 2009).

O fator elF5A esta envolvido com a degradagcao de mRNA, pois foi demonstrado
que o mutante temperatura sensivel (ts) do gene TIF51A, o mutante ts1159, acumula
MmRNA sem o capacete de metilguanosina na temperatura nado permissiva (ZUK;
JACOBSON, 1998). Além deste, outros mutantes de elF5A descritos por nosso laboratério
(tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3) também acumulam mRNAs na temperatura nao
permissiva (VALENTINI et al., 2002). Em outro estudo, foi mostrado que linhagens
contendo formas mutadas de elF5A de humano apresentaram fendtipo ts e sintese
protéica diminuida. Estes mutantes apresentaram também acumulo de mRNAs
semelhante ao observado em linhagens deficientes para NMD (Non-sense mediated
decay), além de aumento na meia-vida de alguns transcritos de genes dependentes de

NMD (SCHRADER et al., 2006).

Diversos genes foram isolados como supressores em alto numero de coépias do
fendtipo ts do mutante tif51A-1. Entre estes genes estdo: PAB1, PKC1, WSC1, WSC2,
WSC3, SIAl, HSP150, GIC1 e ZDS1(VALENTINI et al., 2002; ZANELLI; VALENTINI, 2005).
O encontro desses genes levou a sugestdo de uma nova via de sinalizagao celular a
partir de Pkc1. A proteina Pkc1 participa da resposta a choque hipoosmético,
juntamente com as proteinas Wsc1, 2 e 3. Ainda, foi mostrado que a supressao por
Pkc1 é independente da via de MAP quinases e foi descrita uma via de sinalizagao
intracelular que atua abaixo de Pkc1 e que envolve as proteinas Zds1 e Gic1. Os genes
supressores PKC1, ZDS1 e GIC1l sao importantes para a polaridade celular na

levedura, e uma vez que, mutantes de elF5A apresentam defeito na polarizacdo do
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citoesqueleto de actina na temperatura ndo permissiva (ZANELLI; VALENTINI, 2005). E
provavel que elF5A esteja envolvido com a progressao no ciclo celular em levedura de

maneira indireta, através do controle da expressao génica em nivel traducional.

Adicionalmente, um rastreamento de letalidade sintética foi realizado utilizando o
mutante “tif51A-3 e revelou letalidade sintética entre mutantes de elF5A e Ypt1
(FRIGIERI et al., 2007). Esta letalidade sintética entre tif51A-3 e yptl passa a envolver
direta ou indiretamente o fator elF5A com a via secretéria, uma vez que a proteina Ypt1
trata-se de uma GTPase envolvida com o transito vesicular do reticulo endoplasmatico
para o Golgi. Além disso, o dado de que os genes supressores PKC1, WSC1, WSC2 e
WSC3 estdo relacionados ao correto funcionamento da via secretéria (GUSTIN et al.,
1998) fortalecem o envolvimento de elF5A nesta via do metabolismo celular.
Interessantemente, foi observado que mutagdes na via secretéria direcionam a uma
rapida e especifica atenuagao do inicio de traducéo. Isto ocorre como resposta primaria
da célula para preservagcdo de energia e prevencao de acumulo de proteinas nao
localizadas adequadamente devido a inativagdo do transporte vesicular (DELOCHE et al.,
2004). Diante deste dado, foi sugerido por nosso laboratério que elF5A e Ypt1
trabalhem juntas na célula para garantir a sintese protéica apropriada e a secreg¢ao das
proteinas necessarias para a formag¢ao do novo broto durante a fase G1/S em levedura

(FRIGIERI et al., 2007; FRIGIERI et al., 2008).

Retornando ao cenario da traducdo, resultados obtidos em nosso laboratério
fortaleceram o envolvimento de elF5A com a etapa de elongagéo ao invés de inicio da
tradugcdo. Em um primeiro trabalho, foi mostrado através de ensaios de copurificagao

seguidos de identificacdo por espectrometria de massas que elF5A interage com as
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proteinas ribossomais (PO, S5 e L11) e com o fator de elongacgao de traducgéao 2 (eEF2),
componentes da maquinaria de tradugao (ZANELLI et al., 2006). Ainda, foi observado
que elF5A interage especificamente com monossomos funcionalmente ativos, e que
mutantes condicionais de elF5A apresentam defeito no perfil polissomal (ZANELLI et al.,
2006). Resultados de outro laboratério também sugerem o envolvimento de elF5A com
a etapa de elongacédo da traducao, pois foi verificado que elF5A interage fisicamente
com proteinas ribossomais (JAO; CHEN, 2006). Além disto, o analogo de elF5A de
eubactérias (EF-P) tem sua atividade especificamente afetada in vitro por inibidores da
atividade peptidil-transferase (Aoki et al., 2008) e similarmente foi observada a
sensibilidade dos mutantes de elF5A de levedura a inibidores da traducdo, como a
esparsomicina e anisomicina (ZANELLI et al., 2006). Estes dados sugerem uma fungao

para elF5A na elongacao da traducéo.

Posteriormente, em outro trabalho de nosso laboratério, foram realizadas
interagcdes genéticas e analises de perfil polissomal de linhagens que combinam
mutagdes em elF5A e em fatores envolvidos na etapa de inicio (elF4E) ou elongacgéao
(eEF2) da traducado, onde foi observada interagdo genética entre TIF51A e os genes
analisados (GREGIO et al., 2009). Neste estudo, foi mostrado que o perfil polissomal do
mutante ts tif51A-3 é bastante semelhante ao do dominante negativo de eEF2
(eft2"%%%K) e que a deplegdo de elF5A provoca uma diminuicdo significativa na sintese

protéica total e um aumento no tempo de transito ribossomal (GREGIO et al., 2009).

Fortalecendo e complementando os dados publicados pelo nosso laboratério, foi

AD63V

mostrado que o mutante ts tif51 apresentou defeito na capacidade de realizar a

alteracdo na janela de leitura programada +1, chamada de PRF +1 (Programmed
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Ribosomal Frameshiting), efeito semelhante ao observado para linhagens selvagens
tratadas com sordarina, um inibidor de eEF2. Ainda, a linhagem selvagem tratada com
sordarina apresentam perfis polissomais semelhantes ao mutantes de elF5A, com
acumulo de polissomos na temperatura ndo permissiva, reforcando a correlagéo entre

elF5A e eEF2 (SAINI et al., 2009).

Um estudo realizado pelo nosso laboratdrio identificou dois mutantes, tif51A%%*e
; Q22H/L93F . ~ ..
tif51A , que possuem elF5A estavel na temperatura ndo permissiva (DIAsS et al.,

2008). Foi mostrado mais recentemente que o mutante tif51AX%%A

apresenta uma
interacdo genética do tipo sintético doente com o dominante negativo de eEF2
(eft2"%9%) (Dias et al., 2011). A superexpressdo de eEF2 em tif51A*** suprime os
defeitos de crescimento, de morfologia celular, de sintese protéica total e melhora a
resisténcia a droga higromicina B, a qual possui agdo como inibidor da sintese protéica
e promove alteragcdes de PRF. Além disso, a superexpressdao de eEF2 no mutante
tif51AK®A corrige o defeito de elongacdo da traducdo do mutante de elF5A como
verificado por ensaios de perfil polissomal. Estes resultados demonstram que elF5A

esta intimamente correlacionado com a fungdo de eEF2 na elongacdo da tradugéo

fortalecendo a hipotese de elF5A atuar nesta etapa da traducgao.
Traducéo e degradacdo de mRNA

Durante os varios ciclos da tradugcdo de um mRNA, ocorre o encurtamento da
cauda de poli-A, apds o que é disparada a remogéo do capacete de metilguanosina da
extremidade 5" do mRNA pelo complexo Dcp1/Dcp2 (Decker e Parker, 1993; Muhlrad e

cols, 1994). Entado, o mRNA é degradado no sentido 5°—3" por Xrn1 (Hsu e Stevens,
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1993) e, mais lentamente, no sentido 3'—>5" pelo complexo do exossomo (Anderson e
Parker, 1998; Cao e Parker, 2001; Muhlrad e cols., 1995). Juntamente com o complexo
Dcp1/Dcp2, atuam fatores ativadores que incluem Dhh1, Pat1 e o complexo Lsm1-7
(Bonnerot e cols., 2000; Coller e cols., 2001; He e Parker, 2001; Tharun e cols., 2000;
Tharun e Parker, 2001). Na Figura 2 estao descritas resumidamente as principais vias
de degradacdo do mRNA e as enzimas e complexos envolvidos nestas etapas
(adaptada de PARKER; SHETH, 2007). A remocdo do capacete € uma etapa muito
importante no decaimento de mRNA, pois permite a degradagao rapida do transcrito e é

alvo para regulacéo.

Baseado na analise dos P bodies, que séo pequenos agregados citoplasmaticos
que contém mRNA que ndo estejam sendo traduzidos e os fatores de remogao do
capacete (SHETH E PARKER, 2003; COUGOT E coLsS., 2004), a tradugédo e a remogao do
capacete parecem atuar competitivamente. Apos a tradugcdo, os mRNA acumulam nos
P bodies para serem degradados, e ao se interferir no processo da tradugao, foram

observadas consequéncias no tamanho e numero dos P bodies (TEIXEIRA et al., 2005).

Estudos mostram que com a adi¢céo do inibidor de elongacgéo ciclo-heximida, os
mRNAs acumulam-se ligados a ribossomos, 0 que gera uma perda de P bodies,
enquanto que ao bloquear o inicio da tradugdo, ha um aumento em tamanho e numero
de P bodies e a remogao do capacete de metilguanosina é aumentada (BEELMAN AND
PARKER, 1994; SCHWARTZ E PARKER, 1999; SHETH E PARKER, 2003; TEIXEIRA et al., 2005).
Coller e Parker (2005) verificaram que ao interromper duas vias de repressao da
traducdo desencadeia na nao formagao de P bodies. Neste estudo é sugerido que os

ativadores da remogao do capacete Dhh1 e Pat1 mediam a transi¢cado da traducéao para
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o decaimento de mRNA, e estes fatores atuariam independentemente na represséo da
traducéo (Coller e Parker, 2005). Portanto, a formacado dos P bodies esta fortemente

relacionada com a traducéo na célula.

Recentemente em nosso laboratério, o gene SBP1 foi isolado como um
supressor em alto numero de coépias do fendtipo de sensibilidade a temperatura do
mutante tif51A-1. Apesar de nao possuir fungdo totalmente elucidada, Sbp1 possui
motifs de ligagdo a RNA e foi descrito que a superexpressao de Sbp1 suprime defeitos
no decaimento de mRNA em linhagens com bloqueio na remogado do capacete de
metilguanosina. Nesse estudo foram utilizadas linhagens com mutagdes tanto em
genes que codificam proteinas do complexo de retirada do capacete (Dcp1 ou Dcp2),
como genes de proteinas necessarias para a degradagdo exonucleolitica 3'—»5" do
MmRNA (Ski8 ou Ski3), as quais funcionam como moduladores do exossomo no
citoplasma. As linhagens dcp2-7 ski3A e dcpl-2 ski8A apresentam termossensibilidade
a 37°C e 33°C, respectivamente, e SBP1 em alto numero de copias permite seu
crescimento nessas condigdes. Além disso, foi mostrado que a superexpressao de
Sbp1 parcialmente recupera as taxas de decaimento em mutantes condicionais para a

remocgao do capacete (Segal e cols., 2006).

Assim, apesar de os dados recentes de nosso laboratério indicarem para uma
relacado funcional direta de elF5A com elongagéo da tradugao e, portanto, uma relagao
indireta com degradagdo de mRNA, a identificagdo de Sbp1 como supressor em alto
numero de copias de tif51A-1 sugere que estas relagbes sdo mais complexas que o
descrito até o momento e este dado podera contribuir para a melhor elucidagdo do

papel de elF5A no controle traducional.
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Supressores Extragénicos

As analises genéticas promovidas pelos supressores em alto numero de copias
ja realizadas anteriormente em nosso laboratério contribuiu consideravelmente para o
entendimento da fungdo de elF5A. Desta forma, também é interessante a busca de
supressores extragénicos. Este estudo possibilita a identificacdo de delegdes
gendmicas dirigidas por transposon que levam ao crescimento da levedura mutante na

temperatura ndo permissiva (HITCHCOOK et al., 2001).

Para a realizagao deste estudo foi utilizada uma biblioteca genémica contendo
delecdes em genes de levedura. Essas dele¢des foram obtidas através da insergcéao
randémica de um transposon artificial nesses genes. O DNA de levedura mutagenizado
foi extraido da biblioteca e transformado em levedura. Os alelos contendo a insergéo do
transposon foram transferidos para o DNA cromossomal através de recombinagao
homologa, e os clones contendo o transposon artificial foram selecionados a partir da
marca LEU2, presente no transposon. A posicdo da insergdo pode ser verificada por
sequenciamento do DNA adjacente ao transposon (VIDAN & SNYDER, 2001). Um
esquema deste processo pode ser verificado na Figura 3. A levedura a ser utilizada
para este estudo contém os genes TIF51A e TIF51B deletados e a sobrevivéncia desta
levedura é garantida pela presencga do alelo tif51A-1 em plasmideo com marca URA3.
O interesse de deletar TIF51B é para evitar o seu isolamento como supressor. Esse
gene ja foi isolado em nosso laboratério em um rastreamento buscando supressores em
alto numero de copias (ZANELLI, C. F., dados n&o publicados). O aparecimento de
TIF51B como supressor em alto numero de copias, diferentemente de TIF51A, era

inesperado, uma vez que a expressao de TIF51B ¢ inibida transcricionalmente em
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condi¢des aerobicas (LOWRY AND ZITOMER, 1984; KLINKENBERG et al., 2005). Uma vez
que a repressao génica controlada por oxigénio em S. cerevisiae parece ser um
processo complexo e bastante regulado, o aumento no numero de cépias de TIF51B
poderia ter levado a perda da repressdao génica. Ainda, foi verificado que em baixo
numero de coépias, em vetor centromérico, isto €, condicbes mais proximas daquelas
normais na célula, TIF51B nao leva a supressao do mutante de TIF51A, o que sugere
fortemente que o aparecimento de TIF51B se deve ao fato da perda do controle da
repressdo génica por algum tipo de saturacdo dos complexos envolvidos nesse
processo pelo aumento do numero de copias de TIF51B. No estudo proposto, as
delecdes gendmicas geradas por transposon sao aleatérias podendo levar a uma perda
do controle da repressao génica de TIF51B, devido a delegdo de algum gene cujo

produto participe deste processo.

O rastreamento de supressor extragénico tem-se mostrado uma importante
estratégia na busca da funcao de diferentes genes em S. cerevisiae (HITCHCOOK, 2001).
Desta forma, a descoberta de supressores extragénicos do alelo tif51A-1, podera
contribuir para a continuidade do estudo da fungao de elF5A, uma vez que, esse tipo de
rastreamento genético podera levar ao isolamento de formas mais ativas de fatores que
regulam positivamente elF5A ou formas menos ativas de fatores que regulam elF5A

negativamente.
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Figura 1. Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina em elF5A. A
modificacdo pds-traducional que ocorre em elF5A esta mostrada simplificadamente. Um
residuo 4-aminobutil da poliamina espermidina é transferido para a lisina alvo em elF5A
pela enzima desoxi-hipusina sintase. A forma intermediaria de elF5A sofre a
hidroxilacdo pela desoxi-hipusina hidroxilase formando elF5A madura e hipusinada

(adaptada de PARK, 2006).
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Figura 2. Principais vias de degradagcdo do mRNA eucariotico. O mRNA é
primeiramente submetido & remocg&do da cauda de poli(A)* pelo complexo Ccr4/Not1-
5/Pop2, posteriormente este pode ser degradado por uma das vias mostradas. O
capacete é removido pelo complexo Dcp1/Dcp2, entdo o mRNA é degradado no sentido
5'—3" por Xrn1. Alternativamente, a degradagdo ocorre no sentido 3'—5" pelo

complexo do exossomo (adaptada de PARKER; SHETH, 2007).
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mTn-lacZ/LEU2

Biblioteca de inser¢dio de transposon
(mTn) em DNA de levedura

Transformagio de levedura com
fragmentos de DNA digeridos com
enzima Notl

Transformantes sdo selecionados
em meio SC-leu

Anilise Fenotipica a 38°C

Figura 3. Mutagénese utilizando transposon. Plasmideos contendo DNA gendmico

de levedura sdo mutagenizados em bactéria utilizando o transposon artificial mTn-

lacZ/LEU2. O DNA mutagenizado é extraido do plasmideo utilizando a enzima de

restricdo Notl. Os fragmentos gerados séo transformados na linhagem de estudo e o

alelo contendo a inser¢do do transposon € integrado ao genoma através de

recombinagao homoéloga. Os transformantes sao selecionados e submetidos a analise

fenotipica
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2. OBJETIVOS

No intuito de auxiliar o entendimento da relacdo de elF5A com os processos de
traducédo e degradacdo de mRNA, foram propostos neste projeto a analise direta de
interacdo genética entre mutantes de elF5A e mutantes de fatores envolvidos com a
degradacdo de mRNA, assim como a busca de delegbes gendbmicas capazes de
melhorar a fendtipo do mutante de tif51A-1 de elFSA na temperatura restritiva de
crescimento. Os objetivos aqui propostos poderao contribuir de maneira significativa

para o entendimento do papel de elF5A no controle da expressao génica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os materiais (linhagens, plasmideos e oligonucleotideos) utilizados neste

trabalho estdo listados na tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1. Linhagens utilizadas nos experimentos.

Linhagem Outros Genotipo Origem
nomes
SVLS MATa ade? trpl ura3 leu2 his canl cytl::HIS3 Colegéao do
laboratorio
SVL10 MATa ade? trpl ura3 leu2 his3 canl cytl::HIS3 Colegéo do
tif51A-1 (tif51A"8%) laboratério
SVL17 MATa ade2 trp1 ura3 leu2 his3 can1 tif51A-1 Colecgao do
(tif51AP8S) laboratério
SVL55 MATa ura3 trpl leu2 Pamela Silver
) Colecéo do
SVL82 W303 MATa ade? trpl ura3 leu2 his3 canl o
laboratorio
SVL100 PSY1190 MATa adeZ2 his3 leu2 lys2 trp1ura3 xrn1::URA3 Pamela Silver
SVL101 PSY1757 MATa ade leu2 trpl ura3 tif51A-1 (tif51A%%) Pamela Silver
xrnl::URA3
SVL132 MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colegao do
[TIF51A/URA3/CEN] laboratorio
SVL272 BY4741 MATa his3 leu2 ura3 Anita Corbett
SVL323 MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3  [tif51A- Colecéo do

1/LEU2/CEN] (tif51A"%)

laboratorio
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SVL445 MATa ade?2 ura3 his3 leu2 lys2 trpl tif51A- Colec&o do
3:URAS3 (1if51A%**Y/®1®P) ssd1::LEU2 laboratério
SV 447 MATa ade2 ura3 his3 leu2 lys2 trp1 can1 tif51A- Colecao do
3::URA3 (tif51A“**Y°1®) ssd1:LEU2 laboratério
SVL513 MATa trp1 his3 leu2 ura3 ade?2 tif51A-1 Colecdo do
(tif51A™®) ssd1:LEU2 laboratério
SVL595 yAS2324 MATa ade2 his 3 leu2 trpl ura3 Ism1::LEU2 Charles Cole
SVL596 MATa his3 leu2 ura3 patl::kanMX4 Charles Cole
VZL781 MATa his3 leu2 ura3 dhhl::kanMX4 Colecéo de
nocautes
VZL784 MATa his3 leu2 ura3 sbpl::kanMX4 Colecéo de
nocautes
VZL801 yRP1345 MATa his4 leu2 lys 2 ura3 dcpl-2::TRP1 (DUNCKLEY;
ski8::URA3 TUCKER:
PARKER, 2001)
V71838 MATa leu?2 trp1 ura3 his3 tif51A::HIS3 Colecao do
tif51B::kanMX4 [TIF51A/CEN/TRP1] laboratério
MATa leu2 ura3 his3 trpl ade2 tif51A- Colecao do
VZL907 _
1tif51B::kanMX4 laboratério
VZL996 MATa leu2 lys2 ura3 dep1-2::TRP1 tif51A::HIS3 Este trabalho
[tif51A-1/LEU2/CEN] (tif51AP%3)
MATa leu2 trpl ski8::URA3 tif51A::HIS3 [tif51A-
VZL997 1/LEU2/CEN] Este trabalho
VZL.998 MATa his3 ura3 leu2 trpl tif51A-1 Este trabalho
_ Colecao do
VZL.1028 MATa ade?2 his3 ura3 sbpl::kanMX4 ssd1::LEU2 ]
laboratério
VZL1172 MATa trp1 his3 leu2 ura3 ade?2 tif51A-1 Este trabalho

ssd1::LEU2 dhhl::kanMX4




Tabela 2. Plasmideos utilizados nos experimentos.

Plasmideo Outros Descricéao Origem
nomes
pSV57 pRS313 HIS3/CEN Sikorski e Hieter, 1989
pSV58 pRS314 TRP1/CEN Sikorski e Hieter, 1989
pSV59 pRS315 LEU2/CEN Sikorski e Hieter, 1989
pSV60 pRS316 URA3/CEN Sikorski e Hieter, 1989
pSV138 TIF51A/URA3/CEN Colecao do laboratério
pSV384 SSD1/URAS3/CEN Uesono et al., 1994
DHH1/URA3/CEN Este trabalho

pVZ1193




Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos.
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Oligonucleotideos Sequéncia Sitio
SV0O49 GCCAATTCATCATAGACTCC -
SVO50 GCGAAGAGTACATGATGTGA -

SV0225 CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT -
VZ0566 CGCGGATCCCCAACATTTTGCGACG BamHI
VZ0567 CGCGGATCCTACGCAAATATAACAG BamH
VZO571 CCGGAATTCTTCGGCCGACTTGTTAC EcoRlI
VZO574 GCAGCAACAGGACTAGGATG -
VZ0575 CTTGACCAACGTGGTCACC -
VZ0810 CGCGGATCCCAACCAATATACCACGCTGC BamHI
VZ0811 CCGCTCGAGGTGTCGATGAAACTGGGCAAG EcoRlI
VZ0897 CAAGGAGGGTATTCTGGGCC -
VZ0898 CGCCTCGACATCATCTGCC -
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3.2 METODOS

Os procedimentos basicos de preparacdo de solugcbes e meios de cultivo,
preparagao de Escherichia coli competente, transformacao de E. coli, preparagcédo de
plasmideos a partir de E. coli em pequena escala, bem como outras metodologias
utilizadas neste trabalho foram baseadas nos seguintes manuais de laboratorio:

(GUTHRIE; FINK, 1991;SAMBROOK; RUSSELL, 2001; AUSUBEL et al., 2004).

3.2.1 Preparo de plasmideos a partir de E. coli em pequena escala —
Miniprep (lise alcalina)

Linhagens de E. coli contendo os plasmideos de interesse foram inoculadas em
3 mL de meio LB contendo antibidtico adequado a selecéo plasmidial e incubadas a
37°C por aproximadamente 16 horas, sob agitagdo constante. A cultura foi centrifugada
por 1 minuto a 12.000 xg. As células foram suspensas em 200 pyL de TE (Tris 10 mM
pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e entdo adicionadas de 200 pL de solucéo de lise (NaOH
0,2 M; SDS 1%). Os tubos sdao homogeinizados e foram adicionados 150 uL de solugao
acetato de sédio 3 M pH 4,8. O tubo foi invertido delicadamente por varias vezes e
centrifugado por 6 minutos a 12.000 xg. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e 1 mL de isopropanol foi adicionado. Apds centrifugagdo a 12.000 xg por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 1 mL de

etanol 75% gelado. Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q.
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3.2.2 Transformacéo de leveduras QUICK & EASY (Método rapido)

Inicialmente, uma colénia de S. cerevisiae foi inoculada em 5 mL de meio e
incubada a 25°C sob agitagdo por toda a noite até atingir uma concentracdo de 1-2x10’
células/mL. Entdo, a cultura foi diluida para a concentracdo de 2,0x10° células/mL e
incubada novamente até a concentracdo de 0,5x10’ células/mL. A seguir, a cultura foi
centrifugada a 3.000 xg por 5 minutos e lavada com agua estéril. Em seguida, as
células foram lavadas com uma solugédo acetato de litio/TE (acetato de litio 100 mM,;
Tris 10 mM; EDTA 1 mM pH7,5). Finalmente, as células foram suspendidas em acetato
de litio/TE numa concentracéo de 2x10° células/mL. Em seguida, adicionou-se a 50 pL
dessa suspensdo de ceélulas competentes, 1 uyg do DNA plasmidial, 50 ug de DNA
carregador (DNA de esperma de salmao) e 300 pL da solugdo acetato de
litio/ TE/PEG4000 (40% de PEG 4000 em acetato de litio/TE) e agitou-se fortemente.
Em seguida, as células foram incubadas a 30°C por 30 minutos sob agitacdo. Entdo,
foram adicionados 35 uL de DMSO e as células foram submetidas a choque térmico a
42°C por 15 minutos. Por fim, as células foram centrifugadas a 13.000 xg por 10
segundos e suspendidas em 1 mL de TE pH7,5. A seguir, foram plaqueadas em meio

seletivo e incubadas na temperatura adequada até a obtencao de colbnias.
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3.2.3 Cruzamento e esporulacédo de leveduras
3.2.3.1 Cruzamento

As linhagens haploides de S. cerevisiae de interesse foram cruzadas na
superficie de agar YPD e incubadas por uma noite a 25°C. A selecao dos diploides foi
realizada pela transferéncia, com veludo estéril, do crescimento obtido na placa de YPD
para uma placa de meio seletivo duplo, de acordo com as marcas auxotroficas dos
hapldéides de partida. As placas foram incubadas a 25°C. Apdés o crescimento, os

dipléides foram isolados em meio seletivo.

3.2.3.2 Esporulacao

Os diploides foram crescidos em meio S-SPO liquido (2,5 g de extrato de
levedura; 15 g acetato de potassio; 40 mg de adenina, uracil e tirosina; 20 mg de
histidina, leucina, lisina, triptofano, metionina e arginina; 100 mg de fenilalanina e 350
mg de treonina em 1 litro de agua destilada) a 25°C, sob agitacéo até a formagao de

ascos.

Como alternativa aos dipldides que nao cresciam em meio S-SPO liquido, foram
utilizados os meios PSP2 (YNB 0,67%, extrato de levedura 0,1%, acetato de potassio
1%, ftalato de potassio pH5,0 50mM) e SPO (acetato de potassio 0,3%, rafinose
0,02%). Os diploides foram crescidos em meio PSP2 liquido suplementado com
aminoacidos (adenina, uracila, triptofano, histidina, leucina) sob agitagcao e temperatura
adequada até atingir 0,8-1,2x10” células/mL. O indculo foi centrifugado por 5 minutos a

1.300 xg e as células foram lavadas com agua estéril. O sobrenadante foi desprezado e
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as células suspendidas em meio SPO liquido. Incubou-se a temperatura adequada até

a formacao de ascos.
3.2.4. Disseccdao de tétrades e caracterizacdo de haploides

Foram centrifugados 200-1.000 pL da cultura submetida a esporulagédo. Apds a
remocado do sobrenadante, as células foram suspensas em 100 puL de sorbitol 20%.
Entdo, foram adicionados 3 pL de zimoliase (10 mg/mL) e a reagado foi incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 1 mL de sorbitol 20% e
as células foram mantidas em gelo até a dissecgcdo. Os ascos foram dissecados em
microscopio de dissecc¢ao, utilizando placa de meio YPD, a qual foi incubada a 25°C até
a obtencdo de colbnias. O gendtipo das células haploides obtidas foi caracterizado
utilizando diferentes meios de cultura seletivos. O “mating type” foi definido através do
cruzamento dos haploides com linhagens de “mating type” conhecido e selegao dos
dipléides em meio seletivo adequado. O fenodtipo de sensibilidade a temperatura foi

checado pelo crescimento em meio YPD em diferentes temperaturas de incubacao.
3.2.5. Teste de sensibilidade a temperatura

As linhagens de interesse foram inoculadas em 10 mL de meio apropriado e
crescidas até atingir a concentracéo de 1-2x10’células/mL (D.O.g00 nm de 0,6 a 0,9). Em
seguida, as células foram coletadas por centrifugagdo (600 xg por 7 minutos) e
suspendidas para uma concentracdo final de 2,5x10® células/mL para todas as
amostras testadas. Transferiu-se 200 uL da suspensao de células para o primeiro poco
da microplaca (de 96 pogos). Colocou-se 180 uL de meio de cultura liquido nos 5 pogos

seguintes. Fez-se 5 diluicbes seriadas utilizando um micropipetador multicanal para
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pipetar 20 pyL da cultura do primeiro pogco e transferir para o segundo poco,
homogeneizou-se bem e repetiu-se o procedimento para os proximos pogos. Aplicou-se
4 uL de cada diluicao (1x 10° células/mL) nas placas com os meios a serem testados e

incubou-as por 1 a 3 dias na(s) temperatura(s) adequada(s).
3.2.6. Extracdo de DNA gendmico de levedura

As linhagens foram crescidas até a saturagdo em 10 mL de meio YPD liquido a
30°C, sob agitagédo. O volume total de cultura foi submetido a centrifugacao a 3.000 xg
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 500
WL de agua Milli-Q e transferidas para um tubo de microcentrifuga. O tubo foi submetido
a centrifugagcédo a 3.000 xg por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e as células
suspensas no liquido residual. A esse tubo foram adicionados 200 uL de tampao de lise
(Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM), 200
uL de PCI (Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico—25:24:1) e aproximadamente 300 mg de
contas de vidro. A mistura foi agitada em vortex por 3 minutos (1 minuto no vortex e 1
minuto no gelo). Posteriormente, foram adicionados 200 yL de TE pH 8,0. O tubo foi
agitado em vortex e submetido a centrifugagdo a 13.000 xg por 5 minutos. Apds esse
procedimento, a fase aquosa foi transferida para um tubo de microcentrifuga ao qual
foram adicionados 200 pL de PCI. A mistura foi agitada novamente e submetida a
centrifugacao 13.400 xg por 5 minutos e a fase aquosa transferida para um novo tubo
de microcentrifuga. Esse procedimento de extracao foi repetido duas vezes. A seguir,
foi adicionado ao tubo 1 mL de etanol absoluto gelado e o conteudo homogeneizado
por inversao. O tubo foi centrifugado a 13.400 xg por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante

descartado. O precipitado foi suspenso em 400 puL de TE pH 8,0 e foram adicionados 3
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ML de RNase (10 mg/mL). A suspensao foi incubada por 30 minutos a 37°C. Em
seguida, foram adicionados 200 uL de PCI e o tubo foi agitado brevemente em vortex. A
mistura foi submetida a centrifugagdo a 13.000 xg por 5 minutos a 4°C e a fase aquosa
foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga. Ao tubo foram adicionados 10 L
de acetato de aménio 4 M e 1 mL de etanol absoluto gelado. O conteudo dos tubos foi
misturado por inversio e os tubos foram centrifugados a 13.400 xg por 2 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 400 uL de etanol 75%
gelado. Apos a secagem, o precipitado foi suspenso em 50 yL de TE pH 8,0. O DNA

gendmico foi armazenado em freezer a -20°C.

3.2.7. Reacéo de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
contendo 1 yM de cada oligonucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 2 ug de DNA
molde, 2 U da enzima Taq Hifi DNA Polimerase (Invitrogen), em um volume final de
reacdo de 100 pL. As condigbes das reacdes foram estabelecidas de acordo com a
temperatura de desnaturagdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e o tamanho
de fragmento esperado. Apds o ultimo ciclo, as reagdes foram mantidas a 72°C por 5
minutos e, a seguir, a 4°C até o momento da proxima etapa. Os produtos das reacgdes
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tamp&o TAE (Tris 40
mM, acido acético glacial 0,11 % e EDTA 1 mM) e ent&o purificados utilizando o Kit

“QlIAquick PCR Purification” (Qiagen).

3.2.8. Transformacéo de leveduras de alta eficiéncia



44

Inicialmente, uma colbnia de levedura foi inoculada em 10 mL de meio adequado

e incubada a 25 °C sob agitagdo por toda a noite. A partir desta cultura, foi feito o
indculo de 5,0x10° células/mL em 10 mL de meio pré-aquecido a 30 °C. As células
foram incubadas a 25 °C até que a concentracdo atingisse 2,0x10" células/mL,
centrifugadas a 3.000 xg por 5 minutos e lavadas com agua. Apos centrifugacao, as
células foram suspensas em 600 uL de solugao de acetato de litio 100 mM e incubadas
por 15 minutos a 25°C. Coletaram-se novamente as células por centrifugagéo e
removeu-se 0 sobrenadante. Foram adicionados, na seguinte ordem, 480 uL de PEG
50%, 72 uL de acetato de litio 1 M, 50 yL de DNA de esperma de salmao, 10 pL da
biblioteca de cDNA completando-se o volume de reagédo com 108 uL de agua. O tubo
foi entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubado a 30°C por 30
minutos. O choque térmico foi dado incubando-se o tubo a 42°C por 20 minutos,
tomando-se cuidado de inverter o tubo a cada 5 minutos para equilibrio da temperatura.
As células foram centrifugadas como descrito acima, suspensas em 1 mL de agua,

plagueadas em meio seletivo e incubadas a 25°C até o aparecimento das coldnias.
3.2.9. Estratégia de delecdo baseada em PCR

Inicialmente, uma colénia de levedura foi inoculada em 10 mL de YPD e
incubada a 25°C sob agitacdo por uma noite. A partir desta cultura, foi feito o indculo de
1,0x10" células/mLem 50 mL de YPD. Esta cultura foi mantida a 25°C sob agitagdo até
a concentragdo de 3 a 5x10’ células/mL, centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos e
lavadas com 10 mL de agua destilada estéril. Apos centrifugacédo, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de agua e transferidas para um microtubo. Coletou-se as

células por Tminuto a 5000 rpm e ressuspendidos em 1,5 mL de solugdo TE/LIOAc 1 M.
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As células foram coletadas novamente por centrifugacdo e suspensas em 200uL da
solugao TE/LiOAc. Misturou-se 25 yL de DNA de esperma de salmdo com 5 ug do
produto de PCR e adicionou-se 50 upL da suspensdo de células TE/LIOAc e

homogeinizou-se com cuidado (sem vortexar).

Em outro microtubo, preparou-se a solugdo estéril de 40% de PEG4000 e
adicionou-se 300 pL desta na mistura de células. Incubou-se as células por 30 minutos
sob agitagdo a 30 °C. O choque térmico foi dado incubando-se o tubo a 42 °C por 15
minutos. Apos este periodo, lava-se as células com 800 uL de agua estéril e coleta-las
por centrifugacdo. As células foram suspendidas em 1 mL de YPD e incubadas por 2 a
3 horas a 30 °C, coletou-as por centrifugacado. As células foram suspendidas em 200 pL

de YPD e plagueadas em meio seletivo.

3.2.10. Clonagem empregando Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

3.2.10.1 Reacéo de PCR

O gene de interesse foi amplificado por reacdo de PCR, como descrito

anteriormente.

3.2.10.2 Clonagem do produto de PCR

Os produtos amplificados e purificados foram submetidos a digestdo com as
enzimas de restrigdo requeridas, seguindo as condigbes recomendadas pelo fabricante
(New England Biolabs). Os produtos de digestdo foram purificados apés eletroforese

em gel de agarose 0,8 %, utilizando o kit “QlAquick Gel Extraction” (Qiagen). Os
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fragmentos (vetor e inserto) foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8-1

% para avaliar a pureza e estimar a concentragado dos mesmos.

3.2.10.3 — Reagao de ligacao

Os fragmentos (vetor e inserto), apés a purificacdo, foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % para avaliar a pureza e estimar a concentragao
dos mesmos. A reacgao de ligacéo foi realizada utilizando um volume final de 20 pL,
tampao apropriado, um excesso de inserto em relagao ao vetor (usualmente 10 vezes)

e 200-400 unidades de T4 DNA ligase. A reacéo foi incubada a 16°C por 4-24 horas.

3.2.10.4 — Transformacgao em E.coli

As células de E. coli competentes estocadas foram descongeladas em banho de
gelo. Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 100 pL das células
competentes e 50-250 ng de DNA plasmidial ou metade da reacdo de ligacdo. Os
tubos foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos e submetidos ao choque
térmico em banho-maria a 42 °C por 2 minutos. A seguir, 1 mL de meio LB liquido foi
adicionado ao tubo, o qual foi incubado por 1 hora a 37°C, sob agitagdo. Finalmente, as
células foram plaqueadas em meio seletivo (meio LB contendo ampicilina 50 pg/mL) e

incubadas a 37°C até a obtengao de colbnias.

3.2.11 Rastreamento de supressor extragénico utilizando delecdes

gendmicas induzidas por transposon

Uma biblioteca genémica de S. cerevisiae, mutagenizada in vivo em Escherichia
coli com um minitransposon artificial possuindo a marca de seleg¢ao para levedura LEU2

(mTn-lacZ/LEU2), foi digerida com a enzima de restricao Notl. O produto gerado foi
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transformado na linhagem de interesse contendo o alelo tif51A-1. A busca por
supressores foi realizada submetendo os transformantes ao crescimento na
temperatura nao permissiva. Apdés a confirmacdo da supressdo, os candidatos
selecionados foram testados quanto a dominancia ou recessividade pelo cruzamento
com as linhagens de interesse “mating type” oposto. Ainda, tétrades desse cruzamento
foram dissecadas para confirmar a ligagao entre o crescimento em meio desprovido de
leucina (devido a presenca do transposon) e a resisténcia a temperatura. Finalmente, o
DNA gendmico flanqueando o sitio de inser¢cdo do transposon foi identificado por

sequenciamento a partir do transposon (Vidan e Snyder, 2001).

3.2.12 Selecdo de hapléides em plagueamento: SGA - Synthetic Genetic

Array (Tong et al, 2001).

Um dipléide resultante de cruzamento em larga escala € submetido a
esporulagao em meio S-SPO. Foram centrifugados 200-1.000 pL da cultura submetida
a esporulacdo. Apos a remocgao do sobrenadante, as células foram suspensas em 100
WL de sorbitol 20%. Entdo, foram adicionados 3 pL de zimoliase (10 mg/mL) e a reagao
foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. A suspenséao de células foi, entao,
plagueada em meio seletivo para haploides utilizando marcadores recessivos, além da

selecao dos alelos de interesse marcados.

3.2.13 Sequenciamento

As amostras de DNA para o seqlienciamento das bases foram derivadas de
produtos de PCR purificados a partir de kit de purificagdo de PCR (Qiagen). A

quantificacdo foi realizada no espectrofotdbmetro, respeitando sempre o limite de
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detecgdo do aparelho (Absorbancia em 260 nm entre 0,2 e 0,8) e a razdo entre as

absorbancias de 260 nm e 280 nm de 1,8 a 2,0

Molde Quantidade de DNA
Produto de PCR: 200 - 500 pb 3-10ng
500 — 1000 pb 5-20ng

A partir do DNA quantificado, realizou-se a reacdo de PCR para

sequenciamento. As condi¢cdes da reacao sao mostradas abaixo:

Temperatura Tempo Numero de ciclos
96°C 1 minuto 1x

96°C 10 segundos B

Tm do primer 5 segundos 25x

60°C 4 minutos  _

60°C 5 minutos 1x

4°C Infinito

O produto de PCR do sequenciamento foi purifcado por precipitacao alcodlica.
Para isto, as amostras foram transferidas para microtubo de 1,6 mL e adicionou-se,
nesta ordem, 2 yL de EDTA 125 mM, 2 pyL de NaAc 3 M e 50 pL de etanol 100%, em

cada tubo. Os tubos foram misturados por inversao 4 vezes e incubados a temperatura
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ambiente por 15 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 3000 xg por 30 minutos a 4 °C,
descartou-se o sobrenadante e os tubos foram submetidos a centrifugacdo. Foram
adicionados, em cada tubo, 70 pyL de etanol 70% e centrifugados a 1650 xg por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e os tubos foram
submetidos a centrifugacdo por 1 minuto a 200 xg. Apds secar por uma noite, as
amostras foram ressuspendidas em 10 uyL de formamida HiDi, vortexadas
vigorosamente e centrifugadas. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos
e deixadas no gelo por pelo menos 2 minutos antes de aplica-las na placa de 96 pogos
para levar ao sequenciador. Durante todo o procedimento, as amostras foram

protegidas da luz.

3.2.14 Western Blot

Separou-se as amostras protéicas com mesma concentragéo por eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE) e transferiu-se para membrana
de nitrocelulose. Bloqueou-se a membrana com tampao PBST (PBS 1X, 0,25% Tween-
20) contendo leite desnatado a 5% por 1 hora. Em seguida, incubou-se a membrana
com uma diluicdo adequada de anticorpo primario em PBST contendo 5% de leite
desnatado por 2 horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo, lavou-se a
membrana trés vezes com PBST e incubou-se novamente com anti-IgG, conjugado
com peroxidase e diluido em PBST contendo 5% de leite desnatado. Apds trés novas
lavagens com PBST, tratou-se a membrana com reagentes quimioluminescentes (ECL-

Amersham) e exp0ds-se a filme autorradiografico.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da interacdo genética entre mutantes de elF5A e de fatores de

repressao datraducéo e/ou degradacdo de mRNA

A analise da interacéo genética sintética entre mutantes de elF5A e de fatores de
repressdo da tradugdo e/ou degradagdo de mRNA visa contribuir para o
estabelecimento das relagdes funcionais entre elF5A e os processos de tradugao,
repressao e degradacao de mRNA. Para isto, foram escolhidos sete genes de fatores
que atuam em diferentes etapas da degradacdo de mRNA, como remogao do capacete
de metilguanosina (DCP1, PAT1, LSM1, DHH1 e SBP1), degradagao 5'—3’ (XRN1) e
degradacgao 3'—>5' (SKI8). As proteinas Lsm1, Pat1, Dhh1 e Sbp1 atuam como fatores
de repressao da tradugdo (BONNEROT; BOECK; LAPEYRE, 2000; THARUN et al., 2000;
COLLER et al., 2001; THARUN AND PARKER, 2001; SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006).

A primeira analise genética realizada foi entre TIF51A e XRN1, utilizando as
linhagens SVL8 (selvagem), SVL10 (tif51A-1), SVL100 (xrn1A) e SVL101 (xrnlA tif51A-
1). A linhagem xrn1A nao apresenta fenotipo de sensibilidade a temperatura descrito na
literatura, ja o alelo tif51A-1 é temperatura sensivel (ts). Assim, a avaliagao fenotipica
da linhagem xrnlA tif51A-1 poderia revelar piora ou melhora no fendtipo de
sensibilidade a temperatura do mutante de TIF51A. Na Figura 4, pode-se observar que
0 duplo mutante xrn1A tif51A-1 (SVL101) apresentou uma diminui¢do no crescimento a
35°C quando comparado com a linhagem SVL10 (tif51A-1), sendo que o painel a 36°C
apenas ilustra a termossensibilidade do mutante tif51A-1. No entanto, apesar de sultil,

esta diferenga no crescimento se manteve nas trés repeticbes do ensaio realizadas,
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mostrando que ocorre uma interagao entre os alelos tif51A-1 e xrnl1lA, a qualacentua o
defeito no fendtipo de sensibilidade a temperatura de tif51A-1. Portanto, conclui-se que
existe interacdo genética do tipo sintético doente (synthetic sick) entre os mutantes
tif51A-1 e xrnlA, o que pode significar uma correlagao funcional entre estes genes.

Em seguida, foi analisada a interagdo genética entre TIF51A e LSML1. Para isso,
foram utilizadas as linhagens SVL17 (tif51A-1) e SVL595 (Ism1A), sendo que a
linhagem Ism1A é ts. No painel A da Figura 5, verifica-se que os hapléides contendo
Ism1A tém seu crescimento diminuido ja a 25°C, tanto na auséncia, quanto na presenga
de tif51A-1. Portanto, n&o ha interagdo genética entre os mutantes Ism1A e tif51A-1.

Na analise genética de DCP1 e SKI8 foi utilizado o duplo mutante dcpl-2 ski8A,
o qual apresenta fenoétipo ts. Inicialmente, foi gerada uma linhagem com gendétipo
tif51A-1 dcpl-2 (VZL996) a partir do cruzamento da VZL801 (dcpl-2 ski8A) e SVL323
(tif51A-1). Em seguida, essa linhagem foi cruzada com a linhagem parental VZL801
(dcpl1-2 ski8A). No painel B da Figura 5, verifica-se que o hapldide contendo dcpl-2
ski8A apresenta crescimento diminuido a 36°C, fendtipo ja descrito na literatura
(ANDERSON; PARKER, 1998). Entretanto, este fendtipo néo foi alterado por tif51A-1,
sugerindo que nao ocorre interagao genética entre o mutante tif51A-1 e o duplo mutante
dcpl-2 ski8A.

A anadlise da interacdo genética entre SBP1 e TIF51A foi realizada pelo
cruzamento da linhagem VZL784 (sbplA) com a linhagem SVL513 (tif51A-1 ssd1A),
uma vez que o fenodtipo dos alelos de TIF51A sao mais pronunciados na auséncia de
SSD1 (ZANELLI; VALENTINI, 2005). No painel A da Figura 6, € possivel observar que o
hapldide tif51A-1 sbplA apresenta melhora significativa no crescimento a 36°C, em

comparagcdao com o hapldide tif51A-1 contendo SBP1 selvagem, o que revelou uma
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interacdo genética por supressao parcial do defeito de crescimento entre TIF51A e
SBP1.

Para complementar, a analise da interagdo genética sintética utilizando o
mutante tif51A-3 de elFS5A também foi avaliada. Para isso, um cruzamento entre
VZL784 (sbplA) e SVL447 (tif51A-3 ssd1A) foi realizado. No painel B da Figura 6,
podemos observar que o haploide tif51A-3 sbplA também demonstra melhora
significativa no fenétipo ts a 36°C em comparagéo ao haploide tif51A-3 SBP1. Este
resultado reforca o dado da interagdo genética sintética entre TIF51A e SBP1, e uma
vez que esta interacado foi observada para os alelos tif51A-1 e tif51A-3, a interacao
sintética ndo é alelo especifica. E possivel que a auséncia de SBP1 deva induzir
estados fisioldgicos favoraveis ao crescimento de mutantes de elF5A, talvez devido a
uma perda da regulagdo e consequente diminui¢cao de repressao da traducdo que pode
ser induzida por Sbp1 (SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006), o que ¢é discutido abaixo.

Para a analise genética entre DHH1 e TIF51A, foi utilizada a linhagem VZL781
(dhh1A) para cruzamento com o mutante de elF5A. No entanto, apds a realizagdo do
cruzamento, houve baixa taxa de esporulagao e, apds dissecg¢ao de tétrades, foi baixo o
numero de haploides viaveis. Problemas na esporulagdo sdo descritos para nocautes
de DHH1 (ENYENIHI AND SAUNDERS, 2003). Entdo foi construido um cassete integrativo
para delecdo do gene DHH1 na linhagem SVL513 (tif51A-1 ssd1A). Apds integracao e
confirmagao do nocaute, a linhagem resultante obtida foi transformada com plasmideos
contendo os genes de cada uma das mutagoes, TIF51A, DHH1 ou SSD1. Na Figura 7 é
possivel observar que o triplo mutante (tif51A-1 dhhlA ssdl1A) contendo DHH1
plasmidial apresenta termossensibilidade a 36°C, enquanto que na linhagem contendo

o vetor vazio foi observada uma termossensibilidade a 37°C. Portanto, houve uma
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melhora no fendtipo de termossensibilidade da linhagem tif51A-1dhh1Assd1A em
relagdo ao mutante tif51A-1 ssd1A, indicando uma interacdo genética sintética por
supressao parcial do defeito de crescimento entre TIF51A e DHH1.

Finalmente, a analise da interacdo genética entre PAT1 e TIF51A foi realizada
com as linhagens SVL596 (patlA) e SVL445 (tif51A-3 ssd1A). Na Figura 8, podemos
verificar que o duplo mutante tif51A-3 patlA também apresenta melhora do crescimento
a 35°C em relagao ao haploide tif51A-3 PAT1 (termossensivel a 35°C), indicando uma
interacdo genética sintética por supressao parcial do defeito de crescimento entre
TIF51A e PATL.

Dessa forma nos ensaios de interagbes genética sintética realizados nao foram
observadas interagdes sintéticas entre mutantes de TIF51A e dos genes LSM1, DCP1 e
SKI8, que atuam diretamente na degradacdo de mRNA. Curiosamente, a interagao
genética entre os mutantes tif51A-1 e xrn1A revelou uma piora no crescimento (sintético
doente). Por outro lado, as interagdes entre tif51A-1 e sbplA, tif51A-3 e sbplA, tif51A-1
e dhhlA e tif51A-3 e patlA revelaram uma melhora no defeito do crescimento dos
mutantes de elF5A, sugerindo interagdo genética por supressao extragénica. Os

resultados obtidos neste ensaios de interagbes genéticas estdo resumidos na Tabela 4.

4.2 Clonagem de genes supressores de mutantes de TIF51A em S.
cerevisiae através de dele¢cbes gendmicas induzidas por transposon

Para complementar os estudos em S. cerevisiae sobre o papel biolégico de
elF5A, também foi proposta a busca de supressores extragénicos através de delegdes

gendmicas induzidas por transposon (HITCHCOCK et al., 2001).
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A linhagem de partida utilizada para este rastreamento foi a VZL907, a qual
possui o alelo tif51A-1 e nocaute em TIF51B (tif51B::kanMX4). Como apresentado na
Introdugdo, o gene TIF51B também codifica para elFS5A e é expresso apenas em
anaerobiose. Assim, a utilizagdo do nocaute tif51B::kanMX4 se da para evitar o
aparecimento de mutantes extragénicos que levem a ativagéo da transcricdo de TIF51B

em aerobiose.

Inicialmente, aproximadamente 2,2x10° transformantes foram rastreados a partir
da primeira transformagdo da linhagem VZL907 com a biblioteca genémica de S.
cerevisiae contendo delecdes induzidas por transposon, obtendo-se 49 clones iniciais.
Estes foram submetidos a teste de sensibilidade a temperatura para confirmagéo da
reversdo de fendtipo de sensibilidade a temperatura para resisténcia a 36°C. Dos 49
candidatos iniciais, 46 clones foram confirmados, como mostrado na Figuras 9, painéis

A e B.

Na etapa seguinte, para a verificagdo da ligagao entre o fendtipo de resisténcia a
temperatura (tr) e a presenga do transposon (fenotipo de prototrofia para leucina - Leu®)
nos clones obtidos, uma linhagem contendo o alelo tif51A-1 e “mating type” oposto a da
VZL907 foi gerada a partir do cruzamento da SVL17 (tif51A-1) e SVL55 (selvagem). O
hapléide gerado (VZL998) possui fendtipo de sensibilidade a canavanina (CAN1),
marcas de auxotrofia para os aminoacidos leucina (leu2) e histidina (his3), sensibilidade
a temperatura de 37°C (ts) devido a tif51A-1 e a combinagdo dos genes ADE2 ADES3,
que confere coloragao branca, em oposi¢gdo a combinagdo ade2 ADE3 (presente na
VZL907), que confere cor vermelha. As marcas auxotroficas permitem a realizagdo do

cruzamento desta linhagem com os clones obtidos na transformagé&o com a biblioteca,
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enquanto que a auséncia de CAN1 permite que seja empregada a estratégia do SGA,
facilitando a selegao de haploides, como explicado em materiais e métodos. Além da
marca CAN1, a selecdo do hapldide nesta etapa também utilizou as marcas
MFA1prHIS3 e Iyp1A para a metodologia SGA, presentes na linhagem de partida
VZL907. O gene LYP1 codifica para uma lisina permease e para selegcdo negativa de
LYP1 utiliza-se o analogo tialisina, que entra na célula via lisina permease e induz
morte celular. Por outro lado, o gene HIS3 sob controle do promotor do “mating type” a
(MFA1prHIS3) permite que apenas haploides deste “mating type” adquiram o fendtipo
de prototrofia para histidina(His*). Todas estas marcas permitem apenas a selecéo
positiva de hapléides e a possibilidade de se utilizar um maior numero de marcas

aumenta a seguranga na analise genética, evitando falsos positivos.

Assim, apos cruzamento de todos os clones (background da VZL907) com a
linhagem VZL998 (tif51A-1), os dipldides foram esporulados e submetidos a técnica do
SGA para selegdao de hapldides, a qual consistiu no tratamento do produto da
esporulagdo com zimoliase e plaqgueamento em meio sintético com auséncia dos
aminoacidos arginina e lisina e suplementado com canavanina e tialisina (SC-arg,-
lys,+can,+tialisina). Apds a selegdo das leveduras vermelhas que cresceram nesse
meio, trés hapléides de cada clone foram genotipados e submetidos a teste de
sensibilidade a temperatura. Dos 46 clones analisados, 15 apresentaram co-
segregacao entre os fenodtipos Leu+ e termorresisténcia, assim como Leu- e

termossensibilidade (Figura 10).

Para analisar a estabilidade da proteina elF5A do mutante tif51A-1,0s clones

restantes foram submetidos ao ensaio de western blot para elF5A. As linhagens
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VZL838 (controle de elF5A selvagem), VZL907 (controle de elF5A instavel a 37°C) e os
clones obtidos neste rastreamento foram crescidos a 25°C até atingirem D.0.00=0,5 e,
em seguida, transferidos para 37°C por 3 horas. As culturas foram utilizadas para
preparar os extratos protéicos, os quais foram quantificados pelo método de Bradford,
para aplicagdo de 10 ug de proteina total em gel de poliacrilamida e, subsequentemente,
realizar o ensaio de western blot. A Figura 11A mostra o resultado do western blot,
sendo a linha superior de bandas correspondente ao controle de carregamento das
amostras, Pub1 (banda de 57 kDa), que, por ser uma proteina nao relacionada, nao
apresenta variacbes em seus niveis de expressdo nas linhagens e nas condigdes
testadas; a linha inferior de bandas corresponde a elF5A (banda de 17 kDa). Como
pode ser visto, a linhagem controle do alelo de TIF51A, VZL838,apresenta elF5A
estavel na temperatura de 37°C, uma vez que mostra bandas de mesma intensidade
nas duas condigbes de crescimento. A linhagem controle do alelo tif51A-1, VZL907,
apresenta diferenca na intensidade da banda de elF5A a 37°C, mostrando a
degradacao de elF5A na temperatura ndo permissiva. De maneira esperada, os clones
analisados apresentam elF5A instavel na temperatura ndo permissiva. Além da
confirmagao da instabilidade da proteina elF5A mutada presente nos clones, a mutagao
pontual (P83S) foi checada por sequenciamento de DNA gendmico para verificar a
presenca do alelo tif51A-1 nos clones candidatos. Para isso, foi extraido DNA gendmico
dos clones #1, #2, #3, #4, #10, #13, #16, #18, #19, #21, #25, #31 e submetido a reacao
de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores SVO49 e SVO50, que hibridizam
nas regioes flanqueadoras de TIF51A. A Figura 11B apresenta o alinhamento das

sequéncias obtidas com o gene TIF51A do banco de dados SGD (Saccharomyces
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Genome Database). As primeiras sequéncias de cada alinhamento correspondem ao
TIF51A obtido no banco de dados, enquanto que a segunda corresponde ao gene
obtido do sequenciamento dos clones #2 e #25, exemplificando o resultado obtido no
sequenciamento de todos os clones. O asterisco representa total pareamento entre as
sequéncias. O sitio da mutagao pontual do alelo tif51A-1 (P83S) esta representado em
caixa vermelha. Apds confirmagcdao do alelo tif51A-1 de todos os clones por
sequenciamento, estes seguiram para a préoxima etapa do rastreamento, o da
confirmacao da segregacgao Leu+/TR por analise convencional. Sendo assim, os clones
foram submetidos a cruzamento com a linhagem VZL998 (tif51A-1), seguido de selegao
de dipléides, esporulacdo e disseccao de tétrades. Os haploides obtidos foram
genotipados e submetidos a teste de sensibilidade a temperatura. A partir da
caracterizacdo das tétrades, observando as marcas tr e Leu”, podemos inferir se o
transposon esta ligado ao fendtipo de termorresisténcia, demonstrado quando dois
haploides de uma mesma tétrade mostram co-segregacdo das marcas tr e Leu’.
Através desses dados € possivel selecionar os clones que apresentam delecao
genética induzida por transposon responsavel pela resisténcia a temperatura nao
permissiva para o mutante tif51A-1. De todos os clones analisados, apenas o clone #25
apresentou co-segregacéo entre os fenotipos tr e Leu®. A Figura 12 apresenta 1 tétrade
deste clone, mostrando a ligacao fenotipica de resisténcia a temperatura néao
permissiva (tr) com a capacidade de crescer em meio desprovido de leucina (Leu®),
mostrando, por fim, que a delegdo genética provocada pela integracao do transposon
no genoma desse candidato confere a reversdo fenotipica de crescimento em
temperatura ndo permissiva para o mutante tif51A-1. Todos os outros clones que néo

apresentaram este tipo de segregacao foram descartados.
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Assim, o clone #25 seguiu para a proxima etapa do rastreamento, que consiste
no isolamento de seu DNA gendmico e identificagdo por sequenciamento da regido do

gene que flanqueia o sitio de inser¢ao do transposon (VIDAN AND SNYDER, 2001).

Para identificacdo do gene deletado pelo transposon foi adotada neste trabalho a
estratégia de “Vectorette PCR” (AUSUBEL et al., 2000). Um resumo esquematico dessa
estratégia estd mostrado na Figura 13. Inicialmente, é feita a digestdo do DNA
gendmico do clone candidato com enzimas de restricdo que nao cortam na regiao do
transposon (Alul ou Dral), seguida da ligagdo dos oligonucleotideos “Anchor Bubble”
dupla fita (VZO558 e VZ0559) nas extremidades desses fragmentos (Figura 13A painel
A). A reacao de PCR que se segue usa como molde o produto da ligacdo entre DNA
gendmico digerido e “Anchor Bubble”, e os oligonucleotideos iniciadores mTn (VZO560)
e UV (VZ0O561), como apresentado nos painéis B e C da Figura 13A. A especificidade
da amplificagédo ocorre devido a ligagao do oligonucleotideo iniciador mTn ao gene lacZ
do transposon (sequéncia presente apenas no transposon) de um lado, e devido ao fato
de o oligonucleotideo iniciador UV se ligar apenas a fita complementar da regiao
“‘bubble” (isto €, regidao nao complementar dentro do “Anchor Bubble”) do
oligonucleotideo “Anchor Bubble 2”, a qual é formada no primeiro ciclo da PCR apods

extensdo a partir do oligonucleotideo iniciador mTn (Figura 13B).

Apés padronizagao utilizando Alul ou Dral e diferentes condicbes de reacéo de
ligacdo e de PCR, foi possivel obter um unico fragmento amplificado com os
oligonucleotideos iniciadores mTn e UV. Na Figura 14A sdo mostradas as condi¢des de
reacao da “Vectorette PCR” que geraram o fragmento unico e na Figura 14B é

mostrado o produto de PCR resultante utilizando como molde o DNA gendmico do
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clone #25 digerido com a enzima de restricdo Dral. As canaletas 1 e 2 da Figura 14B
mostram, respectivamente, os resultados da reagcdo controle de PCR (sem DNA
gendmico) e a reagao a partir de DNA gendmico do clone #25 digerido com a enzima
Dral. Este controle se faz necessario, uma vez que a banda obtida tem tamanho
pequeno e poderia ser resultado de anelamento dos proprios oligonucleotideos (“primer
dimer”). Como ndo houve amplificacdo na auséncia do DNA gendmico extraido do
clone confirmado, seguiu-se para a préoxima etapa, que consiste na identificacdo da
regido génica que flanqueia o sitio de inser¢gdo do transposon por sequenciamento.
Assim, o fragmento obtido por PCR foi submetido a reagdo de sequenciamento e,
através das sequéncias analisadas, foi identificado o gene TRS85. O mapa que
apresenta a regiao génica encontrada € mostrado na Figura 15.

O produto do gene TRS85 é descrito como uma subunidade do complexo
TRAPPIIl. Os complexos de TRAPP sdo GEFs (guanine nucleotide exchange factors)
que ativam a Rab GTPase Ypt1, a qual é requerida para a etapa de fusao de vesiculas
do reticulo endoplasmatico ao Golgi, e ja foi descrita anteriormente em nosso
laboratorio a letalidade sintética entre mutantes de elF5A e de Ypt1 (FRIGIERI et al.,
2008). Desse modo, o gene identificado neste trabalho fortalece os resultados obtidos

em rastreamentos anteriores de nosso grupo.
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Figura 4. Os mutantes tif51A-1 e xrnlA sao sintético doentes. Teste de sensibilidade a
temperatura de diluicdes seriadas (1:10) das linhagens selvagem (SVL8), tif51A-1 (SVL10),
xrl::URA3 (SVL100) e xrnl::URA3 tif51A-1 (SVL101) foram aplicadas em meio YPD e
incubadas a 25°C, 35°C e 36°C por 3 dias.
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Figura 5. Os mutantes duplo tif51A-1lsm1A e triplo tif51A-1dcpl-2 ski8A ndo apresentam
interacdo genética sintética. Painel A: Diluigbes seriadas (1:10) de 4 hapldides de uma
tétrade do cruzamento Ism1A x tif51A-1 foram aplicadas em meio YPD e incubadas a 25°C,
30°C e 38°C por 3 dias. Painel B: Diluigdes seriadas (1:10) das linhagens dcpl-2 tif51A-1
(VZL996), dcpl-2 ski8A (VZL801) e dos hapldides de uma mesma tétrade do cruzamento dcpl-
2 tif51A-1x dcpl-2 skiBA foram aplicados em YPD e incubadas a 25°C, 36°C e 37°C por 3 dias.
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Figura 6. Os mutantes duplos tif51A-1 ou tif51A-3 e sbplA apresentam interagoes
genéticas sintéticas por supressao parcial do defeito de crescimento.Painel A: Diluigdes
seriadas (1:10) das linhagens tif51A-1 ssd1A (SVL513), shplA (VZL784) e hapldides de uma
mesma tétrade do cruzamento entre SVL513 e VZL784. Painel B: Diluigdes seriadas (1:10) das
linhagens tif51A-3 ssd1A (SVL447), sbplA (VZL784) e haploides de uma mesma tétrade do
cruzamento entre SVL447 e VZL784. Em ambos experimentos, culturas liquidas das linhagens
foram aplicadas em meio YPD e incubadas a 25°C, 36°C e 37°C por 3 dias.
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Figura 7. O mutante duplo tif51A-1 dhh1lA apresenta interacdo genética sintética por
supressédo parcial do defeito de crescimento. Diluicoes seriadas (1:10) da linhagem duplo
mutante tif51A-1 dhhlAresultante da delecdo de DHH1 na linhagem SVL513 (DHH1 tif51A-1)
com 0s genes selvagens para cada mutagdo complementados por plasmideos. As culturas

foram aplicadas em meio SC-ura e incubadas a 25°C, 36°C e 37°C por 3 dias.
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Figura 8. O mutante duplo tif51A-3 e patlA apresenta interacdo genética sintética por
supressédo parcial do defeito de crescimento. Diluigdes seriadas (1:10) de 4 hapldides de
uma mesma tétrade foram aplicadas em meio YPD e incubadas 25°C, 35°C e 36°C por 3 dias.
As linhagens parentais, tif51A-3 (SVL445) e patlA(SVL596), foram usadas como controle de

crescimento nas temperaturas testadas.



Tabela 4. Resultados das interagbes genéticas sintéticas.

Tipo de interacéo Mutantes utilizados Funcgdes das proteinas
geneética envolvidas*
Sem interagao Ism1A e tif51A-1 degradacédo de mRNA e

remocao do capacete

Sem interagao dcpl-2 ski8A e tif51A-1 degradacédo de mRNA e
remocgao do capacete

Sintético doente xrnlA e tif51A-1 degradacdo de mRNA

Supresséao extragénica sbplA e tif51A-1 degradacado de mRNA e

repressao da traducao

Supressao extragénica sbplA e tif51A-3 degradacado de mRNA e
repressao da tradugao

Supresséao extragénica dhhlA e tif51A-1 degradacédo de mRNA e
repressao da tradugao

Supressao extragénica patlA e tif51A-3 degradacado de mRNA e

repressao da traducao

*Exceto para elF5A.
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Figura 9. Verificacdo da reversdo do fenotipo de sensibilidade a temperatura dos
candidatos obtidos ap6s transformacao com a biblioteca mutagenizada com transposon.
Diluigdes seriadas (1:10) dos clones foram aplicadas em meio SC-Leu e incubadas a 25°C e 36
°C por 3 dias As linhagens contendo o alelo selvagem de TIF51A (SVL82) e o alelo tif51A-1
(VZL907) foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente. Os clones 1 a 24

estdo mostrados no painel A enquanto os clones 25 a 49 sdo mostrados no painel B.
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Figura 10. Teste de sensibilidade a temperatura dos hapldides obtidos do cruzamento

dos clones da biblioteca de transposon com a linhagem contendo tif51A-1 (VZL998).

Diluigbes seriadas (1:10) dos clones e da linhagem VZL907 transformada com pSV59 (utilizada

como controle negativo de crescimento a 36 °C). As células foram plaqueadas em YPD e SC-

leu e incubadas a 25°C e 36 °C por 3 dias.
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Figura 11. Confirmacé&o dos clones contendo delegcdo gendmica induzida por transposon.
A. Analise da expresséo de elF5A nos clones candidatos do rastreamento. 10ug de extrato
proteico total das linhagens VZL838 (controle da expressao de elF5A selvagem), VZL907
(controle de elF5A instavel a 37°C) e clones #1, #2, #3, #4, #10, #13, #16, #18, #19, #21, #25,
#31, crescidos a 25°C e transferidas para 37°C por 3 horas, foram aplicados em gel de
poliacrilamida e submetidos a ensaio de western blot utilizando os anticorpos anti-elF5A (banda
de 17 KDa) e anti-Pub1 (banda de 57kDa). A deteccdo da proteina Pub1 foi usada como
controle de carregamento das amostras. B. Sequenciamento do gene TIF51A nos clones
candidatos do rastreamento. DNA gendmico dos clones #1, #2, #3, #4, #10, #13, #16, #18, #19,
#21, #25, #31 foi submetido a reacdo de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores
flanqueadores de TIF51A. E apresentado o alinhamento das sequéncias obtidas com o gene
TIF51A do banco de dados SGD (Saccharomyces Genome Database). As primeiras sequéncias
de cada alinhamento correspondem ao TIF51A obtido no banco de dados, enquanto que a
segunda corresponde ao gene obtido das linhagens utilizadas no estudo. O asterisco aparece
em baixo de cada nucleotideo pareado entre as duas sequéncias. O sitio da mutagdo pontual
do alelo tif51A-1 esta representado em caixa vermelha. O alinhamento das sequéncias dos

clones #2 e #25 sao exemplos dos resultados obtidos para todos os clones.
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Figura 12. Ensaio de ligacdo dos fenotipos tr e Leu” para o clone #25. Diluigdes seriadas de
4 tétrades do clone foram plaqueadas e cultivadas por 3 dias a 25 e 37°C em meio rico (YPD) e

apenas a segunda dilui¢cao foi cultivada em meio SC-leu a 25°C.
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3 ' -GAGAGGGAAGAGAGCAGGCAAGGAATGGAAGCTGTCTGTCGCAGGAGAGGAAG-5"
Figura 13. Identificacdo da regido gendmica deletada pelo transposon mTn-lacZ/LEU2 por
“Vectorette PCR”.A. Pequenos fragmentos de DNA gendmico mutagenizado com mTn-
lacZ/LEU2, digeridos com enzima de restricdo que ndo cortam no transposon (Alul ou Dral), sdo
ligados aos oligonucleotideos “Anchor Bubble” dupla fita (Painel A). A amplificagdo desse
produto de ligacao é seletiva usando o oligonucleotideo iniciador mTn (Painel B), que se liga no
gene lacZ do transposon, e o oligonucleotideo iniciador UV, que por possuir sequéncia idéntica
ao oligonucleotideo “Anchor Bubble” 2 na regido que nao hibridiza ao oligonucleotideo “Anchor
Bubble” 1 (regido de formagao do “bubble”), anela somente no fragmento amplificado no
primeiro ciclo da reagdo. O Painel C mostra o fragmento amplificado, contendo a regido
genbmica de interesse em vermelho. B. Sequéncia do oligonucleotideos “Anchor Bubble”
formando dupla-fita, mostrados na mesma disposi¢cdo que no painel A (“Anchor Bubble 2" em

cima).
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A.
Reacéo de Ligagéo PCR
400 U de T4 DNA | 92°C -2’
ligase
92°C - 20"
+ PEG 50%
Tm —30” 35x
16°C — 24h
72°C - 45”
72°C -90”
B.
1500pb
600pb
<———120pb
— 100pb P

Figura 14. Realizagao da “Vectorette PCR”. A. Tabela mostrando as condigbes padronizadas
para a estratégia de “Vectorette PCR” para amplificagédo da regido flanqueada pelo transposon.
B. Confirmagao do fragmento gerado por “Vectorette PCR”. As canaletas 1 e 2 correspondem,
respectivamente, ao produto de PCR da reagéo controle (sem DNA gendmico), e a partir de
DNA gendmico digerido com Dral e ligado ao “Anchor Bubble”, utilizando as mesmas condigbes
de reagcdo PCR com os oligonucleotideos iniciadores mTn e UV. A canaleta 3 contém o padrao

de peso molecular 100 bp (“ladder 100 bp”).
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Figura 15. Identificagcdo da regido do gene que flanqueia o sitio de insercdo do
transposon no clone #25. E mostrada a regido do gene que flanqueia o sitio de insergdo do
transposon. Este resultado foi obtido a partir de busca utilizando a ferramenta “BLAST
nucleotide search” contra 0 genoma de S. cerevisiae a partir da sequéncia obtida na reacgao de

sequenciamento do produto de PCR proveniente da técnica de “Vectorette PCR”.
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CONCLUSOES

Nao existe interagdo genética sintética entre mutantes de elF5A e mutantes dos
genes LSM1, DCP1 e SKI8, os quais codificam proteinas que atuam diretamente

na degradacao de mRNA.

Nocaute do gene codificador da exonuclease Xrn1 intensifica o fendtipo de
termossensibilidade do mutante de elF5A (tif51A-1).

Nocauteamento dos genes codificadores das proteinas Sbp1, Dhh1 e Pat1
envolvidos na repressdao da tradugcdo suprime parcialmente o fendtipo de
termossensibilidade de mutantes de elF5A, evidenciando que elF5A tem uma
funcdo oposta a estes fatores, uma vez que é um fator de elongacdo da

traducao.

Resultados preliminares do rastreamento de supressores extragénicos indicam
que uma possivel delecdo no gene TRS85, o qual codifica uma subunidade da
GEF de Ypt1, suprime o fenétipo ts do mutante tif51A-1 de elF5A.
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