PABLO ACERA MATEOQOS

Caracterizacao funcional e estrutural das proteinas RUV-1 e
RUV-2 do fungo Neurospora crassa

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Instituto de Quimica, UNESP,
Araraquara, como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biotecnologia

Orientadora: Maria Célia Bertolini

ARARAQUARA
2016



DADOS CURRICULARES

Nome: Pablo Acera Mateos

Formacdao: Graduacdo em Biologia pela Universidade de Sevilla, 2013.

Endereco professional: Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica

R. Prof. Francisco Degni, 55, Bairro Quitandinha — 14800-060, Araraquara, SP

E-mail: pablo.acera@hotmail.com
Atividades académicas no periodo
Trabalhos apresentados em congressos no periodo

o Fernanda Z. Freitas, Pablo A. Mateos, Kely B. Imamura, Angelo J. Magro,
Marcos Roberto M. Fontes & Maria Célia Bertolini. “THE NEUROSPORA CRASSA
ORF NCU03482 ENCODES THE HUMAN RUVBL1 ORTHOLOGOUS PROTEIN
THAT BINDS TO THE STRESS RESPONSIVE ELEMENT (STRE)”. 2" International
Workshop on Pontin and Reptin. Oeiras, Portugal, 2014.

o Mateos, P.A.; Freitas, F.Z.; Imamura, K.B.; Candido, T.S.; Virgilio, S.; Bertolini,
M.C. “THE RUV-1/2 PROTEINS HAVE A FUNCTIONAL ROLE IN HEAT SHOCK
RESPONSE IN Neurospora crassa” 23" Congress of the International Union for
Biochemistry and Molecular Biology and 44th Annual Meeting of the Brazilian Society

for Biochemistry and Molecular Biology. Foz do Iguagu, PR, Brazil, 2015.

° Mateos P.A., Imamura K.B., Bertolini M.C.“TRANSCRIPTIONAL AND POST-
TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF RUV-1/2 GENE UNDER HEAT SHOCK IN
NEUROSPORA CRASSA”. 61° Congresso Brasileiro de Genética. Aguas de Linddia,
SP, 2015.

Cursos realizados no periodo
o “Introducdo a bioinformatica gendmica e pos-gendémica”. 2015, Aguas de
Linddia, SP, 3 h.


mailto:pablo.acera@hotmail.com

o “‘Workshop of Next Generation Sequencing by Thermo Fisher Scientific”,
2015, Instituto de Quimica, Araraquara, SP, 3 h.

o “‘Next Generation Gene Arrays: fresh tools for transcriptome analysis”, 2015,

Instituto de Quimica, Araraquara, SP, 1 h.
Prémios recebidos no periodo

o “SBBq AWARD” for the best poster presented during the 23" International
Congress of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)
and 44" Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular

Biology (SBBq), 2015, Foz de Iguacu, Paran4, Brazil.

o “‘Mencao Honrosa” for participating in the “Milton Krieger Award within the
Microorganisms Category” in the 61° Congresso Brasileiro de Genética, 2015, Aguas
de Linddia, SP, Brazil.

Participacdo em eventos no periodo

o IV Congresso Farmacéutico da UNESP, Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, 2014, Araraquara, Brasil.

o First Brazilian Workshop on Bioinformatics/Chemometrics for Metabolomics,
2015, Ribeirdo Preto, Brasil.

o V Congresso Farmacéutico da UNESP, Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP, Brasil.
o 23" International Congress of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB) and 44™ Annual Meeting of the Brazilian Society for

Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ). 2015, Foz do Iguacu, Parana, Brazil.

o 61° Congresso Brasileiro de Genética. 2015, Aguas de Lindéia, SP, Brasil.



A minha familia pela compreensao e apoio incondicional na distancia

Dedico.



The most exciting phrase to hear in Science,
the one that heralds new discoveries,
is not “Eureka!” but “That’s funny”

Isaac Asimov



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a minha familia por me apoiar nos meus projetos e
decisbes sempre. Também por me acompanhar durante estes dois ultimos anos e

ter nos visto mais através da tela do computador do que em pessoa.

Agradeco a minha orientadora Maria Célia Bertolini por acreditar e mim e abrir as
portas do seu laboratorio para me acolher, quase sem experiéncia e sem falar a

lingua propriamente.

Agradeco aos meus colegas do laboratorio, Stela Virgilio, Kely Braga Imamura,
Thiago de Souza Candido, Fernanda Barbosa Cupertino, Rodrigo Duarte Gongalves,
Fernanda Zanolli Freitas, André Pastrelo Cavallieri, Carla Andrea Leite, Dani Luz,
Jonatas E. Maimoni Campanella e Antonio Tarcisio Delfino por terem sido uma parte

fundamental da minha vida, meus professores e amigos durante o Mestrado.

Agradeco ao Prof. Dr. Marcos Roberto de Mattos Fontes da UNESP de Botucatu por
abrir as portas do seu laboratério e me tratar como mais um aluno durante minha
estadia em seu laboratério. Ao Prof. Dr. Angelo José Magro e o aluno de Mestrado

Fabio Filippi Matioli pela participacdo e colaboracdo no meu projeto.

Aos meus amigos de Espanha, e os que fiz aqui, dentro e fora da republica, que me

ajudaram a me sentir como na minha casa o tempo todo.

Agradeco a UNESP, grande universidade, ao Instituto de Quimica de Araraquara, e
ao Programa de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia pela acessibilidade e por me

receber desde o comec¢o com enorme hospitalidade.

A agencia financiadora CNPq pela bolsa durante todo o mestrado, e ter permitido
desenvolver minha pesquisa e minha vida pessoal aqui. Agradeco também a
FAPESP pelos auxilios financeiros concedidos ao laboratério, os quais permitiram a

realizacdo do presente trabalho.

Ao Brasil, pelas pessoas, a cultura, a musica, as comidas e as festas que seréo

parte de mim o resto da minha vida.



RESUMO



Neste trabalho foi realizado um estudo de caracterizagdo das proteinas RUV-
1 e RUV-2 de Neurospora crassa, as quais sdo proteinas ubiqguamente encontradas
e descritas estar envolvidas em diferentes processos celulares. Resultados
anteriores obtidos pelo nosso grupo identificaram, através de espectrometria de
massas, a proteina RUV-1 como uma proteina capaz de se ligar ao promotor do
gene da glicogénio sintase (gsn) durante a resposta ao choque térmico. Mais tarde,
foi demonstrado que a proteina foi capaz de se ligar in vitro, e de maneira especifica,
ao motivo de DNA STRE, também presente no promotor gsn. Considerando que a
proteina RUV-1 interage com a proteina parceira RUV-2 e, juntas, participam de
grandes complexos proteicos que atuam na regulacdo de diferentes processos
celulares, este trabalho teve como obijetivo realizar estudos de caracterizacdo das
proteinas RUV-1 e RUV-2. Os resultados de expressao génica mostraram que o
gene ruv-1 foi superexpresso na condicdo de choque térmico e que o gene ruv-2 néo
mostrou alteracdo na expressdo na mesma condicao. Além disso, foi demonstrado
que o transcrito do gene ruv-2 é parcialmente processado na situacdo de choque
térmico, e ndo em outra condicdo indutora de estresse, através do processo
conhecido como intron retention levando a sintese de uma proteina truncada. No
entanto, os resultados mostraram que a proteina RUV-2 foi detectada em extratos
celulares do fungo obtidos até 4 h de choque térmico. Os cDNAs (ruv-1 e ruv-2)
foram inseridos no vetor pET28a e as proteinas expressas em E. coli. Entretanto,
ainda néo foi finalizada a expressdo de ambas utilizando o plasmideo bicistrénico
pETDUET-1, para a andlise de interacdo de ambas proteinas. Neste trabalho
também foi construida uma linhagem do fungo modificada geneticamente, a qual
produz a proteina RUV-1 fusionada ao tag V5 (RUV-1-V5) e sera posteriormente
utilizada em ensaio de imunoprecipitacdo para identificacdo de proteinas parceiras.
Ensaios de imunoprecipatacdo de cromatina (ChIP) com esta linhagem foram
realizados com o objetivo de analisar se a proteina RUV-1 se liga in vivo a0 mesmo
fragmento de DNA. Entretanto, os experimentos ainda ndo permitiram identificar a
ligacdo proteina-DNA. Andlises de modelagem e dindmica molecular das proteinas
RUV-1 e RUV-2 de N. crassa sugeriram interacao entre elas e homologia estrutural a

outras proteinas RUV conhecidas.



ABSTRACT



In this work, we performed characterization studies of Neurospora crassa
RUV-1 and RUV-2, which are ubiquitous protein and have been described to be
involved in different cellular processes. Previous results obtained by our group
identified, by mass spectrometry, RUV-1 as a protein able of binding to the glycogen
synthase gene promoter (gsn) during heat shock response. Later, it was
demonstrated that the protein was able to bind in vitro, and in a specific manner, to
the STRE DNA motif, also present in gsn promoter. Since RUV-1 interacts with RUV-
2 protein, and together participate in large protein complexes that act in the
regulation of different cellular processes, this study aimed to conduct characterization
studies of RUV-1 and RUV- 2 proteins. Gene expression results showed that ruv-1
gene, but not ruv-2 gene was overexpressed under heat shock. Furthermore, it was
shown that ruv-2 transcript was incompletely processed under heat shock through a
process known as intron retention that leads to the production of a truncated protein.
No other stress inducing conditions led to the same phenomenon. However, RUV-2
protein was detected in cell extracts of the fungus exposed to heat shock up to 4 h.
The cDNAc (ruv-1 and ruv-2) were inserted into the pET28a vector and the proteins
were expressed in E. coli. However, it has not yet been completed the molecular
cloning in the bicistronic plasmid pETDUET-1, which allows the production of both
proteins in the same cell, what is required for protein-protein interaction analysis. In
this work, was also constructed a genetically modified strain, which produces the V5-
tagged RUV-1 protein (V5-RUV-1), which that will be later used in
immunoprecipitation assay for the identification of partner proteins. Chromatin
immunoprecipitation (ChlP) assay using this strain was performed in order to
investigate whether RUV-1 protein binds in vivo the DNA fragment from the gsn
promoter. Experiments have not allowed the identification of protein-DNA binding yet.
Analysis of molecular modelling and dynamics of RUV-1 and RUV-2 proteins
suggested the existence of interaction between them and structural homology to

other known RUV proteins.
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1- Neurospora crassa, um organismo modelo

O fungo pertence a classe dos Eumicetos, subclasse Ascomiceta, familia
Sordariacea e subfamilia Sphaeriales. E um fungo saprofito, multicelular e néo
patogénico (ESSER; KUENEN, 1967). Estudos iniciais com N. crassa datam da
primeira metade do século XIX. Desde entdo, o fungo vem sendo intensamente
utilizado como organismo em estudos de expressao génica, desenvolvimento e
diferenciacdo celular, ritmo circadiano, defesa do genoma, bem como outros
aspectos da biologia de eucariotos (PERKINS; DAVIS, 2000). Os fungos
filamentosos sdo eucariotos multicelulares e, devido a isso, contribuem com uma
grande soma de conhecimento para o entendimento dos processos genéticos,
bioquimicos e moleculares de organismos eucariotos. Dentre os fungos
filamentosos, N. crassa se destaca como um excelente organismo modelo, ndo sé
pela sua facilidade de manipulacdo e desenvolvimento, como também pelos seus
aspectos genéticos e sistemas bioguimicos bem estabelecidos (PERKINS; DAVIS,
2000).

Neuropora crassa e um organismo heterotélico e vive a maioria do tempo na
sua forma haploide. Existem dois mating types diferentes, chamados “A” e “a’, e
qgualquer um deles pode agir como macho ou fémea no ciclo sexual. O ciclo de vida
de N. crassa contém uma fase asexual, onde o fungo cresce e se reproduz por
esporos asexuais chamados conidios, podem ser macroconidios (possuem mais de
um nudcleo) e microconidios (possuem um s6 nucleo). Ambos tipos de conidios se
produzem por estruturas chamadas conidiéforos (SPRINGER; YANOFSKY, 1989). A
dispersdo de N. crassa continua sendo asexual se os conidios continuam se
pousando num substrato rico em nutrientes.

Para ser desenvolvida a fase sexual é necessario que o fungo esteja em
condicbes de limitacdo de nitrogénio, e que se induza a formacdo da estrutura
sexual chamada protoperitecio (que seria a estrutura feminina). A doacao do nucleo
ocorre quando um conidio ou pedaco de hifa de mating type diferente entra em
contato com o protoperitecio, nesse momento ocorre as fusdo das hifas (RAJU
1980). Seguidamente ira se formar o peritécio, constituido por hifas especializadas.
Nesta etapa ocorre também a fusdo dos ndcleos e a posterior meiose. No final da

meiose ocorre uma mitose originando no total 8 células sexuais chamadas



20

ascosporos que ficam contidas dentro de ascus e que vao dar inicio a novo o ciclo
sexual do fungo.

O genoma do N. crassa esta organizado em sete cromossomos que variam
entre 4 a 10 Mb de tamanho (SCHULTE et al., 2002). Seu genoma foi sequenciado
(GALAGAN et al., 2003) revelando ser constituido por aproximadamente 40 Mb,
contendo aproximadamente 10.000 genes codificadores de proteinas, € considerado
maior comparado a outros organismos modelos classicos como Saccharomyces
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe. Apenas 9% do genoma consiste em
DNA repetitivo, e a maioria deste estd composto por elementos transponiveis
desativados. Uma grande quantidade de seus genes nao possui ortdlogos em S.
cerevisiae, 0 que sugere uma relagcdo mais estreita entre fungos filamentosos e
eucariotos superiores, se comparado com leveduras e outros eucariotos inferiores
(DUNLAP et al., 2007). A presenca de um grande numero de genes no genoma de
N. crassa ainda com funcdes desconhecidas aponta este organismo como um
promissor modelo para o estudo de novos mecanismos genéticos e bioquimicos nao
identificados até o momento (DUNLAP et al., 2007). Atualmente, o nimero crescente
de genomas de fungos filamentosos finalizados vem permitindo o estudo dos
mecanismos biolégicos envolvidos nos diferentes processos celulares nestes
organismos e informacfes importantes vém sendo descritas na literatura cientifica
(GALAGAN et al., 2003) .

O sequenciamento do genoma aliado aos avangos das metodologias para a
inativagcdo de genes especificos (NINOMIYA et al., 2004) permitiram que analises de
gendmica funcional neste fungo fossem iniciadas. Como consequéncia, uma colecéo
consistindo de linhagens mutantes na maioria dos genes codificadores de proteinas
foi construida por um consoércio envolvendo diferentes grupos de pesquisa (COLOT
et al.,, 2006) e disponibilizada para a comunidade cientifica pelo Fungal Genetics
Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Nosso laboratério adquiriu parte
desta colecdo de linhagens mutantes, a qual vem sendo utilizada em diferentes
estudos com diferentes objetivos.

Nosso laboratério vem utilizando o fungo N. crassa como um organismo
modelo para o estudo de mecanismos celulares basicos, entre eles a regulacéo do
metabolismo de carboidratos de reserva, como glicogénio e trealose. A trealose é
um dissacarideo ndo redutor formado por duas moléculas de glicose unidas por uma

ligacao glicosidica a-1,1. Este acucar esta presente em uma grande variedade de
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organismos, incluindo bactérias, leveduras, fungos e invertebrados. A trealose é
comum em leveduras e fungos, onde é acumulada no citosol de varias células como
nos conidios e ascosporos, corpos de frutificacdo e células vegetativas (NWAKA,;
HOLZER, 1998). Quando os esporos germinam a trealose diminui rapidamente
sugerindo que este acucar € armazenado como fonte de carbono e/ou energia
(DAVID CARROLL et al. 2003). Os niveis de trealose aumentam consideravelmente
em varios tipos celulares quando estes sdo expostos a alguns tipos de estresse, 0
que indica que pode ter um papel no aumento da tolerancia dos mesmos (DAVID
CARROLL et al.,, 2003). O glicogénio é o principal carboidrato de reserva em
diferentes células e seu metabolismo € bastante conservado nos eucariotos
(ROACH et al., 2001). A regulacdo do metabolismo de glicogénio tem sido estudada
ha décadas, com foco nas atividades das enzimas responsaveis pelo controle da
sintese e degradacao do glicogénio, as enzimas regulatérias glicogénio sintase que
catalisa a formagéo das ligacdes glicosidicas a-1,4 e a enzima glicogénio fosforilase
gue catalisa a liberacdo de residuos de glicose-1-P a partir das extremidades ndo
redutoras da cadeia polissacaridica (NELSON; COX, 2005). Em micro-organismos,
além do controle enzimatico, diversos trabalhos relatam variacbes no contetudo de
glicogénio quando estes foram submetidos a diferentes condigcbes de estresse
(PAULA et al. 2002; NOVENTA-JORDAO et al., 1996; NI; LAPORTE, 1995). Assim,
muitos micro-organismos acumulam glicogénio em periodos de abundancia de
nutrientes e o degrada quando as células sdo submetidas a certos tipos de estresse,
como por exemplo, escassez de nutrientes no ambiente, variagbes na temperatura,
etc.

Em relacdo ao metabolismo de glicogénio no fungo N. crassa, foi mostrado
que o glicogénio é acumulado nas células no final da fase exponencial de
crescimento vegetativo e este aumento foi acompanhado por um aumento tanto da
atividade da enzima glicogénio sintase quanto nos niveis do transcrito gsn, gene que
codifica a mesma enzima. Quando a cultura atinge a fase estacionaria de
crescimento o glicogénio é degradado (NOVENTA-JORDAO et al., 1996; DE PAULA
et al., 2002). Sob condi¢do de choque térmico (transferéncia de 30°C para 45°C), ao
contrario do que ocorre em S. cerevisiae, o nivel do transcrito gsn é drasticamente
reduzido e retorna ao nivel normal ap6s o restabelecimento da temperatura
fisiol6gica de crescimento da cultura (30°C). Estes resultados mostraram que a

regulacdo do metabolismo de glicogénio em N. crassa envolve mecanismos


http://glycob.oxfordjournals.org/content/13/4/17R.full#ref-78
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diferentes dos descritos na levedura S. cerevisiae e mais se aproxima dos
mecanismos de regulacdo de células de mamiferos, ou seja, sob condicdes
estressantes ocorre degradacdo de glicogénio. Como consequéncia, diferentes
abordagens moleculares e bioquimicas vém sendo priorizadas, as quais tém como
objetivo principal tentar entender os mecanismos moleculares envolvidos na
regulacéo do glicogénio em N. crassa.

Em um destes estudos, utilizando uma abordagem protedmica associada a
espectrometria de massas, foram identificadas proteinas que se ligam a um
fragmento de DNA do promotor gsn contendo o motivo STRE (Stress Responsive
Element) (FREITAS et al., 2008). Este motivo de DNA é descrito em S. cerevisiae
como envolvido na regulacdo da expressdo de genes responsivos a estresse, tal
como estresse térmico, através de um mecanismo de ativacdo da expressao génica
nesta condicdo ambiental. O promotor gsn contém dois elementos STRE e os
resultados obtidos em nosso grupo mostraram que na situacao de choque térmico o
transcrito de gsn é menos expresso (DE PAULA et al., 2002, FREITAS et al., 2004),
engquanto que na levedura, na mesma condicdo ambiental, a expressdo do mesmo
transcrito é induzida (NI; LAPORTE et al., 1995). Uma das proteinas identificadas na
abordagem utilizada pelo nosso grupo foi considerada como interessante alvo de
investigacdo, em funcdo de um dominio de ligacdo DNA-proteina ndo candnico,
existente na sua estrutura, o qual € relacionado com proteinas reguladoras da
expressdo génica ao nivel de transcricdo. Esta proteina é o produto da ORF
NCU03482, anotada como uma proteina hipotética no banco de dados do fungo e
identificada como homdéloga a proteina RuvBL1 (denominacédo da proteina humana),
uma DNA helicase descrita pela primeira vez em E. coli. Esta proteina é muito
conservada desde bactérias até humanos, e é descrita possuir uma proteina
parceira, RuvBL2, com a qual forma complexos (RuvBL1/2), os quais podem
participar de grandes complexos proteicos em diferentes organismos. Em N. crassa,
a ORF NCU06854 codifica para a proteina homologa a RuvBL2, e ambas foram
denominadas como RUV-1 e RUV-2, seguindo a homenclatura para genes/proteinas
em N. crassa (resultados nao publicados).

Quando estre trabalho teve inicio, alguns estudos de caracterizacdo desta
proteina em N. crassa haviam sido realizados. Assim, foi analisada a capacidade da
proteina RUV-1 para se ligar especificamente in vitro no motivo STRE presente no

promotor gsn, utilizando o ensaio de retardamento em gel (Electrophoretic Mobility
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Shift Assay). Nesta analise, foi usada uma preparacdo purificada da proteina His-
RUV-1 e dois fragmentos de DNA da regido 5’-flanqueadora do gene gsn, ambos
contendo um elemento STRE em cada fragmento. Os resultados obtidos mostraram
que a proteina foi capaz de se ligar aos dois fragmentos de DNA de maneira
especifica. Também foi demonstrado que a proteina se liga de maneira dependente
no motivo STRE, uma vez que foram usadas como controle duas outras sondas,
uma delas contendo o motivo STRE localizado dentro da ORF do gene steA
(produto da ORF NCUO00340) e a outra, um fragmento do promotor gdn (o qual
codifica a enzima desramificadora do glicogénio) que nao apresenta o motivo STRE.
Os resultados obtidos mostraram que complexos de DNA-proteina de mobilidade
reduzida foram observados apenas para o fragmento do gene steA, mostrando
especificidade para o motivo STRE. Além disso, foi realizado também um estudo
preliminar de modelagem da proteina RUV-1 de N. crassa com base na estrutura
tridimensional da RuvBL1 de Homo sapiens disponivel no PDB (MATIAS et al.,
2006). Este estudo foi feito em colaboracdo com o grupo do Prof. Marcos Fontes (IB,
UNESP, Botocatu). Na modelagem foi observado que a proteina de N. crassa
apresentava uma alta identidade estrutural com a proteina RuvBL1 humana, o que
levou a concluir que a proteina de N. crassa é um ortdlogo estrutural da RuvBL1

humana.

2- Proteinas homologas as proteinas RUV-1 e RUV-2 em diferentes organismos

As proteinas Ruv séo proteinas paralogas, ubiquamente expressas que estao
envolvidas em muito processos celulares, tais como regulacdo da expressdo génica,
processamento do RNA ribossomal, apoptose, divisdo celular e proliferacao
(recentemente revisto em Nano e Houry, 2013 e Rosenbaum et al., 2013).
Apresentam diferentes denominacdes dependendo do organismo e de como foram
anteriormente identificadas pelos diferentes pesquisadores, como por exemplo,
RuvBL-1/RuvBL-2, Pontin/Reptin e Tip49/Tip48. A conservagao evolutiva destas
proteinas desde leveduras até o homem sugere que estas proteinas desenvolvem
funcdes essenciais para a viabilidade e desenvolvimento da célula. Estas proteinas
pertencem a familia das ATPases conhecidas como AAA+ (ATPases associated with
diverse celular activities). Uma analise da sequencia polipeptidica destas proteinas

revelou a presenca dos dominios TIP [TBP (TATA binding protein-interacting protein)
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e motivos conservados de ligacdo e hidrélise de ATP como o Walker A (P-circular),
Walker B box, e Arg finger.

Véarios trabalhos afirmam que as duas proteinas atuam conjuntamente,
formando estruturas hexaméricas e dodecaméricas, e participando de grandes
complexos proteicos (NANO; HOURY, 2013, LAKOMEK et al.,, 2015). Ambas
proteinas possuem atividade ATP&sica e helicase. Estudos relatam que as atividade
tanto ATPasica como helicase aumentam significativamente quando se trata do
complexo RuvBL1/2 comparado as atividades das proteinas separadamente
(HOURY et al., 2007). Conjuntamente, o complexo RUVBL1/2 atua em varios
complexos multimoleculares nucleares que requerem proteinas com atividade
ATPasica, incluindo complexos de remodelagem de cromatina, o complexo HAT
(Histone acetil-transferase), complexos de ribonucleoproteinas nucleolares
(snoRNP), complexo transcriptase reversa da telomerase, participam na montagem
do fuso mitético na mitose, e participam em algumas vias de sinalizagao (B-catenina,
c-Myc, TBP). A Figura 1 apresenta os diferentes processos celulares onde estas
proteinas foram demonstradas ter atuacdo. O complexo RuvBL1/2 regula a
transcricdo através da interacdo com fatores de transcricdo. Embora sejam proteinas
nucleares também foram detectadas no citoplasma, onde desempenham papéis,
muito provavelmente, como chaperonas ou proteinas adaptadoras (IZUMI et al.,
2010).

Na levedura S. cerevisiae, RuvBL2 e RuvBL1 sdo parte integral do complexo
INO80, o qual catalisa, de maneira dependente de ATP, o deslizamento dos
nucleossomas e esta envolvido com o reparo de DNA de cadeia dupla e na
regulacdo transcricional (JONSSON et al., 2004). Sdo proteinas essenciais para a
viabilidade e desenvolvimento em diversos organismos, tais como S. cerevisiae (Qiu
et al., 1998) e Drosophila melanogaster (BAUER et al., 2000), uma vez que ambas
proteinas participam de diversos processos celulares. Mais recentemente, 0s genes
codificadores destas proteinas em humanos foram demonstrados serem
superexpressos em alguns tipos de cancer hepatico (GRIGOLETTO et al., 2013),
cancer de pulméo (RUIZ-ARGUELLO et al., 2014), tumorigenesis em geral (SAEKI
et al., 2014) e invasao tumoral e metastases (XU et al., 2015).
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Figura 1- Visdo geral das fungBes das proteinas RuvBL-1 e RuvBL-2 (NANO; HOURY,
2013).

3- Estrutura das proteinas RuvBL1 e RuvBL2

A estrutura tridimensional da RuvBL1 (PDB 2c90) humana foi elucidada
primeiramente através de cristalografia (MATIAS et al.,, 2006). Importantes
conclusdes foram obtidas em relacdo as suas funcdes. A sequéncia da proteina
RuvBL1 pode ser dividida em trés dominios proteicos (Figura 2): DI, a parte N-
terminal que possui um motivo aa que € um subdominio do dominio AAA+, DII,
formado por 170 aminoacidos, e chamado “insertion domain” e DIIl, a parte C-
terminal formada s6 por hélice a e forma junto com DI o dominio AAA+. O dominio
DII- é anico das RuvBL1/2 dentro da familia AAA+, e é provavelmente o responsavel
pela interacdo das proteinas com DNA/RNA, uma vez que tem homologia com
alguns dominios de ligacdo de proteinas com ssDNA (NANO; HOURY, 2013). No

dominio AAA+, os motivos Walker A e Walker B sdo responsaveis pela ligacéo e
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hidrolise da molécula de ATP, respectivamente. Outros motivos estruturais da
proteina sdo os motivos sensor | e sensor Il, cujas estruturas mudam de
conformacdo quando a proteina esta ligada a nucleotideos di- ou tri-fosfato,
respectivamente.

O Arginine finger € outro motivo que se encontra como uma extensdo da
proteina e que interage com o dominio ATPase da proteina seguinte, permitindo
assim uma coordenacdo da hidrélises do ATP entre as subunidades do complexo.
RuvBL1 apresenta estrutura cristalografica na forma de um hexamero contendo um
canal central, muito provavelmente o local de interagdo com moléculas de DNA, o
qual tem a parte externa do orificio carregada positivamente, facilitando o contato e
a translocacao de cadeias simples de DNA carregadas negativamente. No entanto O
homohexamero das proteinas foi demonstrado ter uma actividade helicase e
ATPase muito menor, indicando que possivelmente ndo tem uma funcéo fisiolégica
relevante (HOURY et al., 2008).

sensor II WA
C-terminus

sensor I

DIl DI

AAA+
domain

insertion domain

Figura 2- Modelo da estrutura cristalografica do monémero da RuvBL-1 de humanos
(NANO; HOURY, 2013).

Recentemente, a estrutura tridimensional do complexo RuvBL1/2 (PDB
AWW4 e 4AWVY) foi descrita na sua totalidade (LAKOMEK et al., 2015). No trabalho,
a proteina RuvBL-1 do fungo termofilo Chaetomium thermophilum foi cristalizada
juntamente com sua paraloga RuvBL-2, mostrando a formacdo de complexos

heterohexaméricos e dois complexos heterododecaméricos (duplos hexameros),
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(GORYNIA et al., 2011) com diferentes conformac¢fes. Neste ultimo, as proteinas
RUV-1 e RUV-2 estdo alternadas, formando um hexadmero, e estdo também em
contato com as RUVs do hexamero parceiro (Figura 3).

Estudos também realizados com as proteinas de humanos, com os DIl ou
insertion domain truncados mostraram que os complexos formados possuem uma
atividade ATPase e helicase aumentada comparada com os complexos da proteina
selvagem, sugerindo que o DIl pode ter uma atividade regulatoria destas atividades
no complexo (CARRONDO et al., 2011). O complexo dodecamérico RvBL1-RvBL2 &
descrito como duplo-heterohexamero, ou seja a estrutura € formada por dois
heterohexameros um em frente ao outro, e cada hexdmero estd composto pelas
proteinas RuvBL1 e RuvBL2 alternadas. Os pesquisadores descreveram dois tipos
de complexos estaveis, dois duplo-heterohexameros cada um deles com os insertion
domains orientados de maneira oposta em referéncia ao dominio AAA+. Em uma
das estruturas os insertion domains estdo formando a interface entre os dois
hexamero, e na outra estrutura se encontram nas extremidades do complexo (DIl em
vermelho na imagem). Usando varias técnicas biofisicas, tais como microscopia
eletrdnica, reconstrucdes 3D por computacédo e estruturas cristalograficas de raios-X,
tem sido demonstrado que as proteinas humanas RvBL1 e RvBL2 podem se
encontrar em Vvarios estados oligoméricos que sdo modulados pelo insertion domain.
O estado oligomérico das proteinas de S. cerevisiae foi alterado pela presenca do
tag de poli-His no N-terminal da proteina (ORTEGA et al.,2010).

Além das atividades ATPase e helicase, varios pesquisadores tem sugerido
que as proteinas RuvBLs tem atividade chaperona-like. A menor abundéancia destas
proteinas em alguns complexos onde elas participam indica que as proteinas nao se
encontram o tempo todo nos complexos, indicando um possivel papel de chaperona
ou proteinas que facilitam o acoplamento de outras proteinas que formam parte do
complexo, ao invés de exercer a funcdo de ATPase ou helicase. Para entender
melhor o papel fisioldgico destas proteinas em cada situacdo foram feitos estudos de
mutacdo dos diferentes motivos e foram testados o0s efeitos nos complexos
proteicos. Os resultados mostraram que as RuvBLs realizam fungcbes especificas
dentro de cada complexo em que participam apesar de que alguns complexos com
os dominios Walker A e Walker B mutados perdem a atividade ATPase e helicase

(hidrélise do ATP e o motor que dirige o desenovelamento do DNA/RNA) e outros
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Figura 3- Modelo cristalogréfico das proteinas RuvBL1/RuvBL2 de Chaetomium
thermophilum mostrando os dois possiveis duplo-heterohexameros (LAKOMEK et al., 2015).

continuam desempenhando as atividades. As proteinas RuvBLs também mostraram
uma atividade de recrutamento de proteinass/DNA/RNA e de remodelacdo do
complexo mediante interagbes com os diferentes componentes dentro complexo
(NANO; HOURY, 2013). Todas estas observagdes indicam que as RuvBLs tem a
capacidade de formar diferentes complexos oligoméricos dependendo do complexo,
processo (CHEUNG et al., 2010a; CHEUNG et al., 2010b) ou inclusive de diferentes
cofatores que estdo agindo junto com elas. Também foi proposto que dependendo
do complexo formado por elas e em que complexo elas participam podem ter
atividades catalitica ou chaperone-like para o estabelecimento e a maturacdo de
interagcOes proteina-proteina ou proteina-DNA/RNA. Porém mais estudos devem ser

realizados para entender todos os papéis das proteinas nos diferentes organismos.
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De uma maneira geral, o objetivo do trabalho foi realizar experimentos
visando a caracterizacdo das proteinas RUV-1 e RUV-2 de N. crassa. O trabalho foi
proposto visando realizar andlises bioquimicas e funcionais com o objetivo de
complementar dados anteriormente obtidos no laboratério. Especificamente, este

trabalho tem como objetivo realizar os seguintes estudos:

o Clonagem e expressdo da proteina RUV-2. O gene que codifica a proteina
RUV-1 ja havia sido clonado e a proteina expressa em E. coli em trabalhos
anteriores no nosso laboratério. Portanto, este trabalho teve como obijetivo realizar a
clonagem do gene ruv-2 e expressar a proteina RUV-2 de maneira separada e

conjunta com a RUV-1, utilizando um vetor bicistrénico.

o Andlise da expressao dos genes codificadores das duas proteinas RUV.
Como a proteina RUV-1 foi anteriormente identificada em complexos DNA-proteina
formados com extratos celulares submetidos a estresse térmico, o objetivo foi
analisar a expressdo dos dois genes nesta condicdo de estresse e sob outra

condicdo indutora de estresse, tal como estresse oxidativo.

o Insercdo de um tag no lécus gendbmico ruv-1. Ambas proteinas
desempenham diferentes funcdes celulares muito provavelmente consequéncia da
capacidade de atuar em diferentes complexos proteicos. Nosso objetivo, nesta parte
do trabalho, foi inserir um tag (V5) no locus gendémico ruv-1 da linhagem selvagem
para, posteriormente, ser utilizada em experimentos de imunoprecipitacdo com o

objetivo de identificar proteinas parceiras de RUV-1.

o Andlise de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation)-qPCR da proteina
RUV-1 no promotor do gene. Resultados obtidos anteriormente no laboratério
mostraram que a proteina RUV-1 se liga in vitro a fragmentos de DNA contendo o
motivo STRE. Para investigar se a proteina é capaz de ligar in vivo foram realizados
experimentos de ChlP-gPCR utilizando a linhagem do fungo produtora da proteina
RUV-1-V5.
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o Modelagem e dinamica molecular das proteinas RUV-1 e RUV-2. Estas
proteinas tém sido amplamente estudadas tanto estrutural como funcionalmente em
outros organismos, mas nao existe nenhum dado estrutural destas proteinas em N.
crassa. Porem foram feitos estudos de modelagem e dindmica molecular das
proteinas com o objetivo de obter dados que ajudem a confirmar a homologia com
outras RUVs e para analisar as possiveis regides de interacdo entre ambas

proteinas.
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1- Meios de cultura

1.1- N. crassa

Meio minimo de Vogel

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutengéo das linhagens
foi o meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL, 1956), acrescido de 2% sacarose, biotina
(0,1 mg/mL) e 2% de agar para meio sélido. O meio VM é um meio quimicamente
definido, preparado a partir da diluicdo de uma solugéo estoque 50x concentrada.
Esta solugcdo estoque foi realizada a partir da dissolucdo dos seguintes sais, na
ordem indicada, em 700 mL de agua destilada:
130 g citrato de sédio.H,O
80 g KH,PO4
126 g KNO3
144g (NH4)H,PO4
10 g MgS0O,.7H,0
5 g CaCl,.2H,0 (pré-dissolvido em agua destilada)
5 mL de solucao de elementos tracos.

A solucado de elementos tracos utilizada para o preparo do meio VM é obtida
pela dissolucdo completa dos compostos citados a seguir em 90 mL de agua.
5 g &cido citrico.H,0
59 ZnS04.7H,0
1 g Fe(NH,),.(S04)2.6H,0
0,25 g CuS0O,4.5H,0
0,05 g MnS0O4.H,0
0,05 g H3BO3
0,05 g Na;M004.2H,0

Apoés a dissolucdo completa dos sais, o volume foi ajustado para 1 L com
agua destilada, foram adicionados 300 uL de cloroférmio como agente conservante

e a solucéo foi armazenada a 4°C.

Meio Synthetic Cross medium (SC)
O meio utilizado para realizar os cruzamentos entre diferentes linhagens foi o
meio SC (WESTERGARD; MITCHELL, 1947) na concentracdo 0,5 x acrescido de
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sacarose 0,5 % e 2 % de agar (EBBOLE; SACHS,1990). O meio SC é um meio
guimicamente definido com pH 6,5. Foi preparado como uma solucédo estoque 2 x
concentrada, por meio da dissolucdo completa dos sais, a seguir, em 800 mL de
agua destilada: 2 g KNOg, 1,4 g K;HPOy4, 1 g KH2PO4, 0,2 g NaCl, 1 g MgS0O,4.7H-0,
0,2 g CaCl,.,H,0, 0,1 mL de solucdo estoque de biotina (0,1 mg/ mL) e 0,2 mL de
solucdo estoque de elementos tragos. Apos a dissolucdo completa dos sais, 0
volume foi ajustado para 1 L com agua destilada, 667 ul de cloroformio foram

adicionados como agente conservante, e a solucéo foi armazenada a 4°C.

Solucéao FGS
Este meio foi preparado como uma solucédo estoque 10 x (0,5% frutose, 0,5%

glicose e 20% sorbose).

Base e Top agar

Estes meios foram usados nos experimentos de cruzamento e foram
preparados em meio VM contendo a solucdo FGS 1 x (para o base agar) 2 x (para o
top agar) com adicdo de 2 M de sorbitol (somente para o top agar) e 1,5% de agar.

Acrescentando o base agar com 4 pL/mL de higromicina

1.2- E. coli

Meio 2YT
O meio de cultivo para o crescimento da bactéria foi 0 meio 2YT com adi¢ao
de glicose. Para culturas solidas, foi adicionado ao meio 2% de agar.
1,6% triptona
1,0% extrato de levedura
0,5% NacCl
0,2% glicose

2- Propagacéo das linhagens de N. crassa e obteng¢éo dos conidios
Para a obtencdo dos micélios utilizados nos experimentos, as diferentes

linhagens foram crescidas em garrafas de vidro contendo 50 mL de meio VM a 30°C

por 3 dias em estufa e, em seguida, foram expostas a luz até um total de 9 a 10 dias.
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Apoés esse periodo, os conidios foram coletados, adicionando-se aproximadamente
10 mL de &gua destilada estéril a garrafa, seguida da filtracdo em gaze estéril para a
retencdo das hifas. A suspensao contendo os conidios foi entdo contada em camara

de Neubauer e utilizada como in6culo, nos diferentes experimentos.

3- Andlise computacional das proteinas estudadas. Modelagem e dinamica

molecular das proteinas de N. crassa

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam as proteinas estudadas
e as sequéncias polipeptidicas foram identificadas no banco de dados do genoma de
N. crassa
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html). A
deteccdo e caracterizagdo dos dominios presentes nas proteinas foram feitas por
meio das informacgdes disponiveis no genoma do fungo
(http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp) pelo SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de) e pelo banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para o alinhamento mdultiplo das
sequéncias polipeptidicas das proteinas de interesse e dos ortélogos funcionais
caracterizados em outros organismos foi utilizado o programa ClustalW server
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) e os residuos de aminoacidos
idénticos e conservados foram identificados por Boxshade 3.21 no site Box Shade
Server (http://www.ch.embnet.org/software/.BOX_form.html). Para analisar o0s
motivos estruturais das proteinas das espécies, foi utilizado o programa MEME suite
4.10.1, GLAM2 (Gapped Local Aligment for Motifs) (http://meme.nbcr.net/meme/). O
esquema dos dominios das proteinas de N. crassa foi baseado na estrutura
tridimensional das proteinas do fungo Chaetomium thermophilum, descrita
recentemente (LAKOMEK et al., 2015). Para isto, foi feito um alinhamento da
sequéncia peptidica das proteinas ort6logas de cada um dos fungos, e em seguida,
foram identificados os aminoacidos que delimitavam os dominios das proteinas de
N. crassa, usando como modelo os dominios de C. thermophilum.

Os estudos de modelagem molecular e de dindmica molecular foram feitos
através da colaboracdo com os professores Dr. Marcos Fontes e Angelo José
Magro, e do aluno Féabio Filippi Matiole do Instituto de Biociéncias, UNESP,

Botucatu, SP. Para a modelagem molecular por homologia, as sequéncias
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polipeptidicas das proteinas foram utilizadas para identificar as proteinas ortélogas
através da ferramenta HHpred (JOHANNES; BIEGERT; LUPAS, 2005). A
modelagem por homologia foi realizada utilizando a ferramenta Modeller 9.15 (SALI
et al., 2000) para gerar os modelos, e utilizando os servidores Molprobity (CHEN et
al., 2010) e Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) para avaliar os mesmos. Apoés a
selecdo do modelo gerado pelo Modeller, realizamos duas minimizacdes energéticas
da estrutura antes de iniciar a dindmica molecular. Uma utilizando o Gromacs 5.0.4
(FISER, SALI, 2003), técnica Steepest Decend, e outra utilizando o Charmm
(BROOKS et al.,, 1983), Potencial energético. Seguidamente, uma dinamica
molecular foi realizada para finalizar a predicdo da estrutura. A dindmica molecular
foi realizada nas seguintes condicbes: uma solvatagdo em caixa cubica,
neutralizacdo das cargas da caixa de agua + proteina com ions, uma minimizacao
energética utilizando da metodologia steepest Decend, 1000 ps de dindmica com as
coordenadas restritas para melhor ajuste das moléculas de 4guas e outros ajustes e

mais 40 Nseg com todos os atomos livres usando a ferramenta Gromacs 5.0.4.

4- Andlises de expressdo génica

A extracdo de RNA foi necessaria para os experimentos de expressao génica
e nas analises da presenca de introns nos transcritos dos genes ruv-1 e ruv-2. Os
experimentos foram realizados em condicbes experimentais de estresse térmico e
na presenca dos agentes estressantes menadiona, paraquat e peréxido de
hidrogénio e ditiotreitol (DTT). Para os experimentos de estresse, uma suspensao de
conidios (aproximadamente 10’ células/mL) foi inoculada em 30 ml de meio VM
liquido contendo 2% de sacarose em Erlenmeyer de 125 ml a 30°C, sob agitacéo
constante de 250 rpm, 24 h. Apés este periodo, o micélio foi coletado por filtragem
em papel de filtro e separado em duas fracdes. Uma foi armazenada a -80°C e a
outra foi transferida para outro frasco contendo VM liquido e 0,5% de sacarose, pré-
aquecido a 45°C (estresse térmico). Depois de 30 min, sob agitacdo a 250 rpm, os
micélios foram coletados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C. Para as analises na presenca de agentes que induzem estresse, 0s micélios
foram coletados por filtragem e transferidos para outros frascos Erlenmeyer
contendo VM liquido e 0,5% de sacarose e paraquat ou menadiona ou H,0;

(agentes indutores de estresse oxidativo) ou DTT (indutor de estresse de reticulo
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endoplasmatico) nas concentracbes de 10 mM, 50 mM, 5 mM e 5 mM
respectivamente. Apos 1 h a 30°C e 250 rpm os micélios foram coletados,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. As amostras foram

posteriormente utilizadas para a extracdo de RNA total.

4.1- Extragc&o de RNA total

O procedimento utilizado para a extracdo de RNA total foi o que utiliza cloreto
do litio (SOKOLOVSKY et al.,, 1990) modificado. Uma pequena quantidade de
micélio congelado foi pulverizada em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o pé
resultante foi transferido para tubos contendo uma mistura de 750 yL de tampéao de
lise (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,6 M NaCl, 10 mM EDTA, 4%SDS) e 750 uL de fenol
saturado em 100 mM Tris-HCI, pH 8,0. A suspensao foi homogeneizada em vortex
durante 5 min a temperatura ambiente e centrifugada a 10.000 rpm, 10 min 4°C. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo contendo igual volume de fenol e
agitado em vortex rapidamente para homogeneizacdo. Uma nova centrifugacao foi
realizada a 10.000 rpm, 10 min, 4°C. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado
com 0,75 volumes de uma solucéo de LiCl 8 M, mantido a 4°C por 2 h e coletado a
10.000 rpm, 10 min. 4°C. O precipitado foi solubilizado em 300 uL de agua tratada
com DEPC e novamente precipitado com 30 uL de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e
750 pL de etanol absoluto gelado a 4°C, durante 5 min. Depois de 5 min em gelo, o
RNA total foi coletado a 10.000 rpm, 10 min 4°C, lavado duas vezes com uma
solucéo de etanol 70% gelada a 10.000 rpm, 10 min 4°C, seco e dissolvido em 100-
130 pL de agua previamente tratada com DEPC. A concentracdo do RNA foi
quantificada utilizando o espectrofotometro Beckman, modelo DU640, no
comprimento de onda de 260 nm. A qualidade da preparacdo foi avaliada pela
relacdo 260/280 nm.

4.2- Sintese de cDNA e PCR quantitativo (RT-qgPCR)

A andlise da expressao génica foi realizada pela técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-qPCR). Inicialmente, as amostras de RNA (20 pg) foram tratadas
com DNAse RQ1 RNAse-Free (Promega®) seguindo especificagbes do fabricante.

ApoOs essa primeira etapa, utilizou-se para a sintese do cDNA o kit SuperScript Il
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First Strand (Invitrogen®) e oligo dT seguindo as especificacbes do fabricante. Apos
obtencdo do cDNA, foi analisada a presenca ou auséncia de introns. Para isso foram
feitas duas reacbes de PCRs, cada uma com os oligonucleotideos mostrados na
Tablela 1. Apés a PCR, os amplicons foram analisados em gel de agarose 2%. As
andlises de RT-gPCR foram realizadas no sistema StepOnePlus Real-Time PCR
(Applied Biosystems®) utilizando como fluoréforo SYBR® Green e como gene
referéncia o gene da actina (act), gene padronizado no laboratério anteriormente
para experimentos de estresse. Os oligonucleotideos especificos para os genes
analisados estdo apresentados na Tabela 2. Foram realizadas 3 réplicas biologicas
para 0s experimentos e para cada experimento foram analisadas, no minimo, 3
réplicas experimentais. Os dados foram analisados com o software StepOne v3.2
(Applied Biosystems®). Para quantificar a expressdo dos genes foi realizada uma
curva padrao de 5 ponto com concentracdes conhecidas de DNA gendmico. A curva
padrdo foi considerada valida s6 a partir de um r®> maior o igual a 0.99 e uma
eficiéncia maior a 94%. Por ultimo foi observada a curva de melt para analisar os

ampliacdes.

Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados nas PCRs para analisar a presenca de intron.

Nome Sequencia

RUV-2F intron 5-ATCTTGCAAATCAGTGGGC-3’
RUV-2R intron 5-CCAGAGCAGTCTTTCCCG-3’
RUV-1F intron 5-CTGGTTCCTGGCGTGCTG-3’
RUV-1R intron 5-GATCTCGTTGCGACCATTGACC-3

Tabela 2- Oligonucleotideos utilizados nas analises de expresséo por RT-gPCR.

Nome Sequencia

g3482-F1 5-GGCCGCTAATTGACAAGATT-3
03482-R1 5-ATTGACCTTGGCCAGAATG-3’

g-PCR RUV2-F 5-TGCAGGAATCGGAGAAGAG-3’
g-PCR RUV2-R 5-CTGCTGGTATCCATGCTATC-3

act-F 5- CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC-3
act-R 5"-CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG-3
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5- Clonagem do gene ruv-2 no vetor PET-28a

A sequéncia nucleotidica do cDNA foi amplificada com os oligonucleotideos
relacionados na Tabela 3 utilizando como fontes de DNA as bibliotecas de cDNA
preparadas anteriormente. Foi feita a reacdo de amplificacdo, com o0s
oligonucleotideos Ruv2-F/Ruv2-R, os quais (contém os sitios para as enzimas Ndel
e BamHI, respectivamente, salientados nas sequéncias). A reagdo continha:
oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 1 yL de cDNA, 10 uL do kit Phusion Flash
high-fidelity Master Mix (Thermo Scientific) e 7 uyL de agua destilada. As condicdes
da PCR foram: 98°C/30 seg, 98°C/5 seg, 60°C/30 seg, 72°C/60 seg por 35 ciclos,
72°C/5 min. O produto das reacbes de amplificacdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TAE contendo brometo de etidio, e
em seguida, o fragmento de DNA de tamanho esperado foi excisado do gel e
purificado utilizando o kit de illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band (GE
Healthcare). Apos purificacdo, o fragmento foi digerido juntamente com o vetor de
clonagem, pET28a. As digestdes foram realizadas com BamHIl e Ndel, nas
condicbes indicadas pela NewEnglandBioLabs, e a reacdo de ligacdo dos
fragmentos foi realizada com a enzima T4 ligase a 16°C incubando ate o dia
seguinte. O produto da reacdo de ligacdo foi usado para transformar células
competentes de E. coli DH10B. Apés transformacéo, a selecdo dos transformantes
foi feita através do plagueamento em meio de cultura 2YT solido suplementado com
100 pg/mL de canamicina. As colbnias resultantes do crescimento foram inoculadas
em meio 2YT liquido contendo 100 ug/mL de canamicina e submetidas a extracao
do DNA plasmidial. As constru¢cdes plasmidiais foram confirmadas por analise de
restricdo e as células dos clones positivos foram armazenadas a -80°C como cultura

permanente em glicerol 50% estéril.

Tabela 3- Oligonucleotideos utilizados para amplificar e clonar o gene ruv-2.

Nome Sequencia
Ruv2-F 5-GGAATTCCATATGGCTGCTCAGGTCGTTACCG-3’
Ruv2-R 5-CGCGGATCCTTAGCTGCTGGTATCCATGC-3’
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6- Clonagem dos genes ruv-1 e ruv-2 no vetor pETDuet-1

A clonagem dos dois genes foi realizada neste plasmideo com o objetivo de
produzir ambas proteinas recombinantes na mesma célula para a avaliacdo da
interacao fisica entre as duas proteinas. Este vetor foi gentilmente doado pela Profa.
Dr. Ana Paula Ulian de Aradjo, IF, USP, S&o Carlos. O mapa fisico deste plasmideo
esta representado na Figura 4. Este vetor possui duas regides de clonagem multipla
com varios sitios de restricdo para a insercdo de um gene em cada uma delas
(MCS1 e MCS2), uma sequéncia que codifica para 6 His no MCS1, dois promotores
T7 com dois operadores lac e um terminador T7. Utilizando este vetor, apenas uma
das proteinas recombinantes sera produzida fusionada a cauda de His. Nosso
objetivo foi realizar duas constru¢des distintas para a producdo das proteinas:
His::RUV-1/RUV-2 e His::RUV-2/RUV-1. Para a constru¢cdo do vetor pETDuet é
preciso fazer duas clonagens consecutivas, cada uma inserindo um dos genes.
Depois da primeira inser¢cao € recomendavel checar a inducdo da proteina para ter
certeza que ela estd sendo produzida corretamente. Até o momento, somente foi
inserido o primeiro gene de cada construcéo. A sequéncia nucleotidica do gene ruv-
1 foi amplificada com os oligonucleotideos relacionados na Tabela 4, os quais
contém os sitios para as enzimas Ndel e Kpnl, a partir da biblioteca de cDNA
preparada anteriormente. As condicdes da PCR foram as mesmas descritas
anteriormente. Apos purificacéo, o fragmento foi digerido juntamente com o vetor de
clonagem com as enzimas Ndel e Kpnl. A construcdo pETDuet-ruv2 foi feita por
subclonagem, partindo da construcdo pET28a-ruv-2. Esta construcdo foi digerida
com as enzimas Ndel e BamHI e paralelamente o vetor pETDuet foi digerido com as
enzimas Ndel e Bglll. Os produtos das ligacdes (cada um contendo um gene) foram
usados para transformar células competentes de E. coli DH10B. Apéds
transformacao, a selecdo dos transformantes foi feita através do plaqueamento em
meio de cultura 2YT sélido suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. As colénias
resultantes do crescimento foram inoculadas em meio 2YT liquido contendo 100
pMg/mL de ampicilina e submetidas a extragcdo do DNA plasmidial. As construcdes
plasmidiais foram confirmadas por analise de restricdo e as ceélulas dos clones
positivos foram armazenadas a -80°C como cultura permanente em glicerol 80%

estéril.
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Figura 4. Mapa fisico do vetor pETDuet-1. (A) Mapa fisico mostrando o vetor pETDuet-1.
(B) Regiéo do vetor contendo os sitios de clonagem multipla, os promotores e o terminador.
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados para amplificar e clonar o gene ruv-2 no
pPETDuet-1.

Nome Sequencia
NCU03482-F 5 -GGAATTCCATATGGTGCAAATCAGCG- 3
ruv-1 K-R 5-CGGGTACCTCAACAAATAAACTCCTGACC-3

7- Producéo das proteinas recombinantes

Este ensaio foi feito com o DNA plasmidial das construcbes pET28a-ruv-2,
pETDuet-ruv-2 e pETDuet-ruv-1. Estas construgdes foram utilizadas para
transformar células competentes de E. coli da linhagem produtora BL21-
Rosetta(DE3)pLys-S. Um pré-indculo fresco das células de E. coli carregando os
plasmideos foi preparado e 1 mL deste foi inoculado em 30 mL de meio 2YT
acrescido de 100 pg/mL canamicina e 100 ug/mL cloranfenicol (para a producéao a
partir da construcdo pET28a-ruv-2) e acrescido de 100 pg/mL ampicilina e 100
pMg/mL cloranfenicol (para a producdo a partir das constru¢cdes pETDuet-ruv-2 e
pETDuet-ruv-1). As culturas foram mantidas a 37°C e 250 rpm durante 4 h
aproximadamente, até alcancar uma DO a 600 nm de aproximadamente 0,6. Em
seguida, a producdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG
numa concentracao final de 0,4 mM durante 4 h. Inicialmente, o ensaio de indugéo
da proteina recombinante foi realizado juntamente com um controle positivo pET28a-
3482, o qual produz a proteina RUV-1 com aproximadamente 49 kDa e um controle
negativo (pET28a vazio). Apés o periodo de inducéo, as células foram coletadas a
10.000 rpm, 1 min. A seguir, o precipitado da cultura de células foi resuspenso em
25 ul de agua e 5 pl de tampéo Laemmli 5 X (375 mM Tris-HCI pH 6,8, 60% glicerol,
5% SDS, 15% B-mercaptoetanol e tracos de azul de bromofenol sal sédico) e
submetidas a fervura durante 5 min. Apés a fervura, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 1 min e 20 pl do sobrenadante foram aplicados
no gel 12% SDS-PAGE e submetidas a eletroforese a 100 V.

8- Ensaio de solubilidade das proteinas recombinantes

Para verificar se as proteinas recombinantes eram soluveis, foi realizado um

ensaio de solubilidade. A linhagem produtora BL21-Rosetta(DE3)pLysS contendo os
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plasmideos pET-28a-ruv-2 e pET-28a-ruv-1 foram usados para este experimento.
Um pré-inéculo fresco das células de E. coli carregando os plasmideos foi
preparado, 1 mL deste foi inoculado em 30 mL de meio 2YT acrescido de 100 pg/mL
canamicina e 100 pg/mL cloranfenicol. A cultura foi mantida a 37°C e 250 rpm
durante 4 h, até uma DO a 600 nm de aproximadamente 0,6 — 0,8. Em seguida, a
producdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG para uma
concentracdo final de 0,4 mM durante 4 h a 28°C, separando anteriormente uma
aliquota de 2 mL que seria a cultura ndo induzida. Ao final da inducéo, coletamos as
células a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, e descartamos o sobrenadante
mantendo o precipitado em gelo. Ao mesmo precipitado foi adicionado 3 mL de
tampéo de lise (50 mM HEPES, pH 7, 500 mM NacCl, 5% glicose, 150 mM imidazol e
0,4% NP-40) acrescido de inibidores de proteases 1 mM PMSF, e 10 mM
benzamidina. Apés suspenséo, as células foram lisadas usando o sonicador Sonics
vibra-cell a 40% de amplitude (trés ciclos de 30 seg com intervalos de 1 min em
banho de gelo). Apoés lise, os extratos celulares foram centrifugados a 14.000 rpm
durante 20 min a 4°C para separar a parte insolavel. Ap6s centrifugacdo, o
precipitado foi resuspendido no mesmo tampéo de lise acrescido dos inibidores de
proteases. As proteinas totais do precipitado e sobrenadante foram quantificadas
(HARTREE, 1972) e 100 ug de proteina total de cada fracdo foi adicionada de
tampéo Laemmli 5 X e analisadas por SDS-PAGE.

Com o objetivo de determinar a condicao de cultivo que produzisse uma maior
quantidade de proteina soltvel, foram testadas trés condic6es de inducdo para a
RUV-1 e RUV-2. A primeira foi feita a 150 rpm ,12°C, 24 h com uma concentracéo
final de IPTG de 0,4 mM, a segunda foi feita a 150 rpm, 25°C, 8 h e IPTG de 0,4 mM,

e a terceira os cultivos foram mantidos a 150 rpm, 30°C, 4 h e IPTG de 0,1 mM.

9- Ensaio de Western blot

Para a confirmacdo da producdo da proteina recombinante, o ensaio de
Western blot foi realizado. Ap6s o fracionamento por eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot
Eletrophoretic Transfer Cell (BioRad) usando o tampé&o de transferéncia (20 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 150 mM glicina, 200 mL/L de metanol) durante 2 h a 100 V/250 mA.

Apos a transferéncia, a membrana foi corada com corante Ponceau-S para detectar
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a presenca das proteinas e do padrdo molecular. Para remover o corante a
membrana foi rapidamente lavada com agua e, em seguida, incubada com uma
solucéo de 6% de leite em p6 desnatado em tampéo 1 X TBST (20 mM Tris-HCI, pH
7,5, 500 mM NacCl, 0,05% tween-20) com suave agitacdo durante 2 h para permitir o
bloqueio da mesma.

ApOGs esse periodo, as proteinas foram reveladas utilizando os ensaios de
peroxidase ou fosfatase alcalina. Para proteinas recombinantes fusionadas a cauda
de His, a membrana foi lavada com 1 X TBST (3 X, 5 min) e incubada com anticorpo
monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo 1:10.000 em
1 X TBST + 3% leite) por 2 h a temperatura ambiente, com agitacdo. Em seguida, a
membrana foi novamente lavada trés vezes com 1 X TBST e a revelacao foi em 10
mL de tampé&o bicarbonato (100 mM NaHCO3;, 1 mM MgCl,, pH 9,8) adicionado de
100 pyL NBT (cloreto p-nitroazul de tetrazélio) (30 mg/mL em 70% DMF) e 100 uL
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato de p-toluidina) (15 mg/mL em DMF).

No caso do analise de proteinas sem cauda de His, as membranas foram
incubadas com o anticorpo especifico contra a proteina de interesse em uma
solucdo de 1 X TBST + 3% leite a baixa temperatura, com agitacdo suave. Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas trés vezes com 1 X TBST e
incubadas com o anticorpo secundario conjugado com a peroxidase por 2 h. Em
seguida, as membranas foram lavadas trés vezes com 1 X TBST e reveladas
usando o ensaio da peroxidase. Para isto, as membranas foram incubadas durante 3
min em 5 ml de solucdo reveladora (10 mM Tris-HCI, pH 8,5, 0,2 mM acido p-
cumarico) contendo 1,2 mM de luminol (Sigma) e 1,5 ul de H,O, e expostas ao filme

de raio X.

10- Insercao do tag V5 no genoma de N. crassa

10.1- Obtencéo dos fragmentos de DNA

A insercéo do tag V5 foi realizada com o objetivo de produzir a proteina RUV-
1 fusionada com um tag na regidao C-terminal para futuros experimentos de
imunoprecipitacdo. Um esquema do procedimento utilizado estd representado na
Figura 5 e foi realizado juntamente com a Doutoranda Stela Virgilio. Foi utilizado o
vetor pZERO-V5-hph (HONDA; SELKER, 2009) como DNA molde para a sintese por
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PCR do cassete contendo o DNA codificador do tag V5, um cédon de parada
(serviria para parar a traducéo da proteina depois da producdo do V5) e uma regido
que codifica para uma proteina que confere resisténcia a higromicina. Todos os
oligonucleotideos utilizados nos experimentos estdo relacionados na Tabela 5. O
fragmento V5-STOP-hph foi amplificado por PCR, a partir do plasmideo, utilizando o
Kit Phusion Flash high-fidelity Master Mix e os oligonucleotideos 10XGly-F e LoxP-R,
nas seguintes condicdes: 35 ciclos a 98°C por 5 seg, 58°C por 5 seg, e 68°C por 1
min, apos desnaturacdo inicial de 10 seg a 98°C. Em seguida, diferentes fragmentos
do gene ruv-1, correspondentes as regides upstream e downstream ao codon de
término de sintese da proteina, com aproximadamente 1 kb, foram amplificados
utilizando os oligonucleotideos 3482Gly-F/3482Gly-R para a regido upstream e
3482Lox-F/3482Lox-RP para a regido downstream. E importante ressaltar que foram

adicionadas as sequéncias nucleotidicas 5-
CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCC-3* na regidao 5"-overhang do
oligonucleotideo 3482GLY-R e a sequéncia 5-

TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG-3 na regiao overhang do
oligonucleotideo 3482Lox-F para a construcdo dos splitmarkers pela técnica de
fusion-PCR. As condi¢cdes da PCR foram as mesmas descritas anteriormente. Para
a sintese do splitmarker 5° foram utilizados os oligonucleotideos 3482GLY-F e
hph_SM-R junto com aproximadamente 300 ng dos fragmentos de PCR obtidos pela
amplificacdo do vetor mais o amplicom 5 ao stop codon. Para a sintese do
splitmarker 3" foram utilizados os oligonucleotideos 3482Lox-RP e hph_SM-R junto
com aproximadamente 300 ng dos fragmentos de PCR obtidos pela amplificacdo do
vetor mais o amplicom 3" ao stop codon. Apés a obtencao dos splitmarkers, 500 ng
de cada um deles foram utilizados para a transformacéo de conidios competentes da
linhagem selvagem FGSC#9719 (mus 52::bar®).
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Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para a insercao do tag V5.

Nome Sequencia (5’ 2 3’)
10XGly-F GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG
LoxP-R CGAGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCA

3482Gly-F GTCTGGACCCGAGCATCTAC

3482Gly-R CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCACAAATAAACTCCTGACCCT

3482Lox-F TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGTCATCAGCTGTTGTTGTTTC

3482Lox-RP | CCTGCCTGTCTGTCTGGTTCAAC

Genoma 3482Gly-F \ 3482 Lox-;
| ‘ RUV-1 Regido homédloga 5” Regido homéloga 3~ ‘ |

3482Gly-F 3482Lox-RP
PCR y —  mepR N

| Regido homéloga 5 - - Regifo homdloga3”
PCR-fUSiOh X X 3482Lox-RP
: - Hph_SM-R Hph_SM-F
Split marker 5 l’ 1 P
| Regido homéloga5” sSTOP
——_ Split marker 3~
Regido homéloga 3” |
Cotransformacao

Genoma ><

RUV-1 Regifo homdloga 5~ Regido homéloga 3~

Figura 5. Representagdo esquemaética do processo de introducgao do tag V5 utilizando
splitmarkers. Esquema da insercdo do tag no genoma de N. crassa usando o cassette de
DNA V5-hph.

10.2- Transformacéo de conidios do fungo N. crassa

A insercdo das construgdes de DNA em N. crassa foi realizada através da
eletroporacédo de conidios coletados segundo o item 2. Apds a sua coleta, 0s
conidios foram centrifugados a 3000 rpm, o sobrenadante foi descartado e os

conideos foram resuspensos em uma solucdo de 1,5 ml de 1 M sorbitol. Para a



47

transformacao do fungo, foram adicionados 500 ng de cada um dos splitmarkers a
50 pl da suspenséo conidial em um tubo estéril e mantido em gelo por 10 min. Em
seguida, a mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacdo estéril e a
suspensao eletroporada em um eletroporador Gene Pulser Il (BioRad), nas
seguintes condigdes 1500 V, 600 Q e 25 p Faraday. ApoOs a eletroporacao, foi
adicionado 1 mL de 1 M sorbitol no interior da cubeta e 1/3 deste volume foi
transferido para um tubo estéril contendo 5 mL de meio VM sem fonte de carbono. O
tubo foi submetido a agitacdo a 200 rpm, 30°C por 1 h para a recuperacdo dos
conidios. Apés essa etapa, foram adicionados 5 ml de top agar pré-aquecido e
mantido a temperatura de 55°C. Os tubos foram entdo agitados e dispensados em
placa contendo base agar contendo 4 ug/pl de higromicina e sorbose para induzir o
crescimento colonial. Apds o crescimento dos transformantes na placa, algumas
colonias foram isoladas e transferidas para tubos de ensaio contendo 5 ml de meio
VM solido + 2% de sacarose e 4 ug/pl de higromicina para a selecdo dos
transformantes que mostrassem um fenotipo selvagem. Um destes transformantes

foi utilizado no cruzamento para a obtencao de uma linhagem homocario.

10.3- Cruzamento das linhagens de N. crassa e sele¢cdo dos transformantes

O cruzamento foi realizado para a obtencédo de uma linhagem homocariética,
ou seja, uma linhagem que contem em todos os nucleos o0 mesmo material genético
(tendo assim todos os nucleos modificados geneticamente). Os cruzamentos foram
realizados seguindo o procedimento padronizado no laboratorio (DAVIS; DE
SERRES, 1970). Inicialmente a linhagem receptora FGSC2489 (A) foi inoculada em
placas contendo meio SC e incubada a temperatura ambiente no escuro durante 5
dias até a formacdo do protoperitécio. Em seguida, uma suspensdo conidial da
linhagem transformada (para a insercdo do tag) foi inoculada sobre a linhagem
receptora, e as placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 12 dias.
Apés esse periodo, observou-se a formacdo do peritécio, e os ascosporos foram
liberados nas tampas das placas. Estes ascosporos foram coletados com 1 mL de
agua estéril em um tubo microtubo de 1.5 mL e centrifugados a 1000 rpm por 5 min.
Apés centrifugagdo, 800 pL do sobrenadante foi desprezado e 20 pL da cultura
resuspendida foi inoculada em uma placa contendo meio VM 1X sélido contendo 1-

5% de sacarose acrescido de 4 pg/uL higromicina. Estas placas foram incubadas a
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65°C por 50 min para ativacdo dos ascosporos, bem como inativagdo das hifas e
conidios. ApGs esta etapa, as placas foram mantidas a temperatura ambiente por 16
h. Finalmente, com o auxilio de um estereomicroscopio e uma espatula, os
ascosporos em germinacao foram removidos das placas e inoculados em tubos de
ensaio em meio VM contendo 2% sacarose, acrescido com 4 pg/yL higromicina e
foram mantidos por 2 dias a 30°C.

10.4- Confirmacéao dainsercédo do tag V5

A confirmacdo do tag V5 nos segregantes foi conferida por PCR e por
Western blot. Primeiramente foi feita uma extracdo do DNA genémico. Conideos da
linhagem obtida apds transformacédo e obtencdo da linhagem homocéario e da
linhagem selvagem (usada como controle negativo) foram inoculados em tubos
contendo 5 mL de VM acrescido de 2% de sacarose e crescidos durante dois dias,
sem agitacdo. O micélio foi coletado, seco em papel, e colocado em um tubo de 2
mL contendo 0.6 mL de tamp&o de lise (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA e
1% de SDS) acrescido de 3 pL de proteinase K (de uma solugdo 10 mg/mL)
contendo contas de vidro (710-1.180 um). Em seguida, a mistura foi fortemente
agitada em Vortex e incubada a 65°C durante 1 h. Foi adicionado 3 pL de RNAse A,
novamente agitada e incubada a 37°C por 1 h. Apés esse periodo, foi adicionado 0.2
mL de 7,5 M acetato de aménio e a mistura deixada em gelo durante 5 min. Em
seguida, 0,5 mL de cloroféormio foi adicionado, a mistura foi agitada e centrifugada
por 3 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro
tubo e foi adicionado 0,6 mL de isopropanol. As amostras foram incubadas a -80°C
durante 15 min, e novamente centrifugadas por 3 min a 13.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 70 % etanol. Apds a lavagem, o DNA
foi ressuspenso em 50 uL de agua.

Para a confirmacédo da insercdo por PCR, o DNA gendmico da linhagem
selvagem e da linhagem transformada foi utilizado como molde, seguindo as
condi¢cdes anteriormente descritas e utilizando os oligonucleotideos hph_SM-F e
3482Lox-RP. Estes oligonucleotideos amplificam a regido desde o gene que codifica
a resisténcia a higromicina até 1.000 pb ap6s o c6don STOP do gene ruv-1.

A confirmacéo da insercédo também foi feita por Western blot (procedimento

descrito no item 8). Primeiro, uma suspensdo conideos da linhagem obtida apos
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transformacdo e da linhagem selvagem (usada como controle negativo) foram
inoculados em frascos Erlenmeyer contendo 30 mL de VM acrescido de 2% de
sacarose e foram deixados durante 24 h. Apos esse periodo, os micélios foram
coletados e transferidos para um gral de porcelana contendo nitrogénio liquido. Os
micélios foram macerados e o po resultante foi transferido para um tubo contendo o
tampao de extracdo (50 mM HEPES, pH 7,4, 137 mM NaCl, 10 % dlicerol) e
inibidores de proteases (1 mg/mL pepstatina A, e 1 mM PMSF). Em seguida, 0s
tubos foram agitados por inverséo, deixados 5 min em gelo e novamente agitados. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 min a 4°C e as proteinas totais
do sobrenadante foram quantificadas com o método Hartree modificado (HARTREE,
1972). Cerca de 100 pg de proteina total foram analisadas por Western blot. A
membrana foi incubada com o anticorpo anti-V5 (Life Technologies) durante 2 h. Em
seguida, a membrana foi lavada e incubada como anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) durante 2 h. Apés incubacao, a

membrana foi revelada como descrito no item 8.

11- Analise da expresséo das proteinas no choque térmico

Este experimento foi feito usando conidios da linhagem selvagem
FGSC#2489. Uma quantidade de 10° conidios/ml foram inoculados em frascos de
500 ml contendo 125 ml de meio VM contendo 2% sacarose. Um total de 5 frascos
foram inoculados e deixados em agitacdo a 30°C durante 24 h. Apds esse periodo,
micélios de quatro frascos foram coletados por filtracdo e transferidos para outro
meio VM contendo 0,5% de sacarose pré-aquecido a 45°C em agitacdo e deixados
30 min, 1 h, 2 h e 4 h, na mesma temperatura. Apos esse tempo, todos os micélios
foram coletados e armazenados a -80°C. Os miceélios foram macerados com
nitrogénio liquido, o po6 foi transferido para microtubos contendo tampé&o de lise pH
7,4 (50 mM HEPES, 134 mM NaCl, 10% glicerol) acrescentado de inibidores de
protease e as proteinas foram extraidas por agitacdo em Vortex durante 5 min. Em
seguida, o material foi centrifugado durante 15 min a 13.000 rpm a 4°C, o precipitado
foi descartado e as proteinas totais presentes no sobrenadante foram quantificadas.
Cerca de 375 ug de proteina total de cada amostra foram analisadas por Western
blot em duas membranas de PVDF diferentes. Uma delas foi incubada com

anticorpo anti-RUVBL-1 humano e a outra com anticorpo anti-RUVBL-2 humano
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(Sigma, diluicdo 1:2500 e 1:2000 respectivamente em 1 x TBST + 3% leite). Em
seguida, as proteinas foram reveladas pelo ensaio de peroxidase descrito no item 8.

12- Ensaio de Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

Os experimentos de ChIP foram realizados seguindo o protocolo descrito por
Tamaru et al. (2003). Uma quantidade de 10° conidios/ml da linhagem RUV-1::V5
(construida neste trabalho, item 10) e RUV-1.:GFP e RUV-2::GFP (construidas no
laboratorio por outro aluno) foram inoculados em 125 ml de meio VM acrescido de
sacarose 2% e mantidos em agitacdo a 30°C durante 24 h. Apos esse periodo, dois
dos quatro micélios inoculados foram transferidos para um meio VM 0.5% sacarose
a 45°C e foram mantidos durante 30 min em agitacdo. Em seguida, foi adicionado
3,5 ml de formaldeido deionizado em cada meio e os frascos foram mantidos por 30
min sob agitacdo. Em seguida, foram adicionados 7,7 ml de glicina 2,5 M e mantidos
por 10 min (cross-linking DNA-proteina). Os micélios foram coletados e uma
guantidade correspondente a 0,5 g de cada um deles foi pulverizada com nitrogénio
liguido e o p6 transferido para 6 ml de tampéo de lise (50 mM HEPES, pH 7,9, 90
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% triton X-100, 0,1% Na-DOC) acrescido de inibidores de
protease (1 mM PMSF, 1 upg/mL leupeptina, 1 pg/mL pepstatina e 10 mM
benzamidina).

A seguir, a cromatina foi sonicada para a obtencédo dos fragmentos de DNA
ligados as proteinas. O DNA foi sonicado utilizando o Sonics Vibra Cell (6 ciclos de
1min, 8 seg ON 9 seg OFF com 1 min em gelo depois de cada ciclo, 40% de
amplitude). Ap6s a sonicacdo, as amostras foram centrifugadas durante 15 min a
13000 rpm a 4°C e o sobrenadante foi transferido para outro tubo de 15 ml. Uma
aliquota (1 ml) foi removida para a analise posterior da proteina (amostra Input,
controle positivo). De cada amostra, um volume de 1 ml foi removido e transferido
para outros tubos para incubacdo com o anticorpo especifico dependendo da
proteina (anti-V5 para a proteina RUV-1-V5 e anticorpo anti-GFP para as proteinas
RUV-1/2-GFP). A imunoprecipitacdo foi realizada durante a noite. Uma reagéo
paralela, sem adicdo de anticorpo, portanto ndo imunoprecipitada, também foi
realizada como controle negativo.

Apbs incubacdo, os complexos formados (anticorpo-proteinas-fragmentos de

DNA) foram isolados utilizando a resina Dynabeads (Novex) constituida de contas
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magnéticas acopladas a proteina A. Previamente, foi realizado o bloqueio da resina.
Para isto, 50 pl da resina foi misturado com 1,5 ml de uma solugéo total de 25 ml de
PBS com 0,125 g de soroalbumina bovina e incubada durante 5 min. A seguir, a
solucdo de bloqueio foi descartada e o procedimento foi repetido. A resina
blogueada foi adicionada a solugcédo contendo os complexos e a mistura foi incubada
durante 4 h em agitacdo suave a 4°C. ApoOs esse periodo, as contas foram
separadas da solucdo usando uma rack magnética, o flow through foi descartado e a
resina junto com o imunoprecipitado foram lavadas em baixa temperatura
sequencialmente com 1,5 ml de tampao de lise ChIP (50 mM HEPES, 90 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% Triton, 0,1% Na-Doc) sem inibidores de protease, em seguida com
o0 mesmo tampao mas contendo 0,5 M NaCl, seguidamente com tamp&do contendo
LiCl (10 mM Tris-HCI, 0,25 M LiCl, 1 mM EDTA, 0,5% Na-Doc e 0.5% NP-40).
Finalmente, a resina foi lavada com 62,5 pl de TES (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA
pH 8, 1% SDS) e aquecida a 65°C por 15 min, com agitacdo a cada dois minutos.
Esta ultima etapa de lavagem foi feita duas vezes, cada uma delas transferindo o
sobrenadante para outro microtubo usando o rack magnético. O ultimo sobrenadante
obtido, mais os controles positivo e negativo, foram incubados durante a noite a

65°C. Para isto, 20 pl das amostras foram misturadas com 105 pul de TES.

12.1- Identificacdo das proteinas por Western blot

Durante o procedimento para a obtencdo das amostras para o ChiP, foram
recolhidas varias aliquotas com o objetivo de realizar um Western blot para verificar
a presenca da proteina de interesse ao longo das etapas do experimento. As
proteinas de cada amostra foram quantificadas com o método (HARTREE, 1972) e
100 pg de proteina total foram separadas por SDS-PAGE 12%. O ensaio de Western
blot foi realizado como descrito no item 8, incubando com anticorpo Anti-V5 e

revelando com o ensaio da peroxidase.
12.2- Analise dos fragmentos de DNA por PCR quantitativo
As amostras obtidas no item 12, apds incubacdo a 65°C, foram adicionadas

de 125 pl de agua destilada e 3 pl de RNAse A (10 mg/ml). A seguir, as mesmas
foram incubadas a 50°C durante 1 h 30 min e, a seguir, adicionadas de 8 pl de
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proteinase K (20 mg/ml). A mistura final foi incubada durante mais 1 h e 30 min a
50°C. As amostras foram extraidas com 250 ul de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(24:24:1) e os sobrenadantes foram extraidos novamente com cloroférmio.

O sobrenadante final foi precipitado com 10 pl de glicogénio (20 mg/ml), 25 ul
de acetato de sédio 3 M, pH 5,0 e 865 pl de etanol 100% por 2 h a -80°C. As
amostras foram centrifugadas a 15,8000 g a 4°C por 30 min, os precipitados foram
lavados com 650 pl de etanol 75% e novamente centrifugados por 5 min. Os
precipitados finais e o Input foi resuspenso com 150 pl de &gua e os DNAs
imunoprecipitados com anticorpo e ndao imunoprecipitados foram resuspensos com
50 pl de agua.

O DNA foi quantificado por espectrometria utilizando NanoVue Plus (GE). Os
oligonucleotideos na Tabela 6 foram utilizados para verificar a ligacdo das proteinas
RUV-1 e RUV-2 aos elementos STRE localizados no promotor do gene gsn. Cerca
de 25 ng de DNA de cada amostra foram analisados por PCR quantitativa (QPCR)
usando o método de quantificagédo absoluta, no aparelho StepOnePlus™ Real Time
PCR system (Applied Biosystems) usando o Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). Uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de DNA
gendmico foi construida para estimar a quantidade de DNA que a proteina havia se
ligado. A curva padrao foi considerada vélida a partir de um r? maior o igual a 0.99 e
uma eficiéncia maior a 94%. Por ultimo foi observada a curva de melting para

verificar que s6 um amplicon tinha sido gerado.

Tabela 6 — Oligonucleotideos usados para o experimento de ChiP-qPCR.

Nome Sequencia
emsa-STRE1F |5 - CACTGCACAGATCTGGAGGACC-3’
emsa-STRELIR |5 - TCTTGAGACATCCATGGGCATTTCAG-3’

stre2i-F 5- GCTTCAGTGAGGCCCCG-3
stre2i-R 5- GGCAGATCAGGTCGACGTAGCC-3
act-F 5- CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC-3’

act-R 5-CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG-3




RESULTADOS

53



54

1- Anélises de bioinformaética

Varias analises foram realizadas com o objetivo de obter algumas
informacdes sobre as proteinas RUV-1 e RUV-2. Primeiro, foi feito um alinhamento
das sequéncias polipeptidicas das duas proteinas (Figura 6), o qual mostrou que
ambas apresentam uma identidade ao redor de 40%. Em seguida, foi feito um
alinhamento de sequéncias das duas proteinas com as proteinas ortdlogas de
organismos distintos (Homo sapiens, S. cerevisiae, Aspergillus nidulans e N. crassa)
(Figuras 7 e 8). Os resultados mostraram uma alta identidade entre as proteinas de
diferentes organismos (em torno de 70%) o que sugere uma conservacao da funcao
das proteinas ortdlogas. Foi realizada também uma analise detalhada da sequéncia
dos residuos de aminoacidos correspondentes aos motivos estruturais descritos na
proteina RUV-1 (Figura 9). Foram identificados 0s motivos tipicos de proteinas
AAA+, como o Walker A (GXXXXGK(T/S), onde X é qualquer aminoacido), o motivo
Walker B (ZZZZDE, onde Z é qualquer aminoacido hidrofébico) e os motivos sensor
I, sensor Il e Arginine finger. O resultado mostrou uma alta conservagéo entre os
aminoacidos existentes nos motivos, ainda sendo proteinas de organismos tédo
diferentes fisiol6gicamente, isso indica uma provavel conservacao na fungédo destes
motivos proteicos. Uma representacdo esquematica dos dominios estruturais das
duas proteinas estd representado na figura 10. Este esquema foi baseado na
estrutura tridimensional das duas proteinas do fungo termdfilo C. thermophilum,
descrita recentemente (KRISTINA et al., 2015). A organizagdo estrutural das
proteinas é muito conservada, contendo os mesmos dominios. Apesar da RUV-2 ser
um pouco maior, podemos sugerir que a origem das proteinas foi um evento de

duplicacdo no genoma.

1.1- Modelagem molecular e dinamica molecular

A modelagem molecular por homologia e a dindmica molecular das proteinas
RUV-1/2 foram feitas para obter um modelo computacional das proteinas e analisar
a conformacéo tridimensional deste no espaco, e também para analisar se 0 modelo
do dimero das proteinas poderia permitir interagdes entre ambas. Depois de obter a
modelagem, utilizando servidores de analises, validamos a estereoquimica,

Ramachandran e os rotametros do modelo. Uma vez que estes parametros se
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encontravam dentro dos limites esperados para proteinas, foi feita uma dinamica
molecular para obter uma minimizacdo energética, ajuste estrutural, cargas etc., e
finalizar a predicdo do modelo. Os resultados da dinamica molecular de 40 Nseg
geraram dois graficos, um deles o0 RMSD, representado na figura 11, que € a média
do desvio médio quadréatico dos &tomos da cadeia principal em fun¢éo do tempo, e o
grafico de RMSF, representado na figura 12, que é a média do desvio de cada
residuo. Também foi gerado o PDB da estrutura final, apds a dinamica, o qual esta
representado na figura 13. A regido que ficou acima da média no grafico de RMSF, a
qual é a regido entre os residuos 127 ao 230, € uma regido de maior liberdade dos
atomos e é comum em regides onde se encontram mais loops do que estruturas
secundarias definidas, como a regido marcada. Devido ao tamanho e a localizac&o
da regido, provavelmente esta regido pode interagir com ligantes, tais como outras
proteinas ou DNA (OLDFIELD; DUNKER, 2014). Resultados da dinAmica molecular
também mostraram possiveis regibes de interacdo, tipo pontes de hidrogénio e

interacOes hidrofébicas entre aminoacidos das duas proteinas.
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Figura 6. Alinhamento de sequéncia das proteinas RUV-1 e RUV-2 de N. crassa. O
numero de acesso no GenBank da proteina RUV-1 é XP_955769 e da proteina RUV-2 é
XP_963328.
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Figura 7. Alinhamento mudltiplo de sequéncia de diferentes proteinas RUV-1.
Alinhamento das proteinas Ruv-1 de N. crassa (XP_955769), de S. cerevisiae (Q03940) de
H. sapiens (NP_003698.1) e de A. nidulans (Q5BBV9.3). Os motivos estruturais descritos
para esta proteina sdo mostrados com linhas vermelhas.
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Figura 8. Alinhamento multiplo de sequéncia de diferentes proteinas RUV-2.
Alinhamento com as proteinas RUV-2 de N. crassa (XP_963328.1), de S. cerevisiae
(Q12464.1) de H. sapiens (NP_003698.1) e de A. nidulans (Q5BGK3.2). Os motivos
estruturais descritos para esta proteina sdo mostrados com linhas vermelhas.
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Figura 9. Andlises de conservagdo dos residuos aminoacidos nos motivos descritos
na proteina RUV-1 (A, B, C, D, E). Motivos das proteinas RUV-1 dos organismos: N.
crassa, S. cerevisiae, H. sapiens e A. nidulans, analisados com o programa MEME

(http://meme.nbcr.net/meme/).
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Figura 10. Representacdo esquematica dos motivos estruturais das proteinas RUV-1 e
RUV-2. Esquema da organizagdo estrutural das proteinas, com os diferentes dominios e
com os correspondentes aminoacidos da extremidade N- a C-terminal.
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Figura 11. Grafico de RMSD. O gréfico mostra a média do desvio médio quadréatico dos
atomos da cadeia principal em fungdo do tempo. A tendéncia é um aumento da distancia
média entre os &tomos da cadeia principal e parece que tende a se estabilizar no 1.
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Figrura 12. Gréafico de RMSF. A figura representa a média do desvio de cada residuo. Os
picos fora da média pertencem a regides nas proteinas com conformacdo secundaria nao
definida onde os residuos tem mais liberdade de movimento.
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Figura 13. Representacdo tridimensional do PDB final gerado pela dindmica
molecular. Usando o software de visualizacao de moléculas PyMoL 1.3, a figura mostra o
dimero RUV-1/2. Em verde a proteina RUV-1, em vermelho a RUV-2, e em magenta a
regido de alta flutuacdo no grafico de RMSF que pertence a proteina RUV-1.

2- Analises de expresséao génica

2.1- Expresséao dos genes ruv-1/2 em diferentes condi¢cdes ambientais

O objetivo das andlises de expressao génica tinha como alvo 0os genes ruv-1
e ruv-2 na condicdo de estresse térmico, uma vez que a proteina RUV-1 foi
identificada previamente como uma proteina capaz de ligar ao promotor do gene gsn
(codifica para a enzima glicogénio sintase) durante estresse térmico. Com o objetivo
de investigar se a expressdo dos genes poderia ser influenciada em outras
condicdes de estresse, as andlises também foram realizadas em condi¢cdo que
induzem estresse oxidativo. Os reagentes escolhidos para a realizacdo das analises
foram o paraquat, um herbicida de férmula quimica Ci12H14N2, a menadiona (2-metil,
1,4-naftoquinona), que assim como o0 paraquat, ha maioria dos casos, gera anions
superéxidos (O2) na mitocondria e induz, desta maneira, estresse oxidativo por

aumentar a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ZUH et al.,, 2013). A
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menadiona estd mais direcionada a gerar anions superoxidos no citoplasma. O
peroxido de hidrogénio, foi também utilizado. Este reagente é uma espécie reativa
de oxigénio naturalmente produzido devido as reacfes enzimaticas nas células,
pode ainda atravessar membranas, o que possibilita a ocorréncia de reacdes com
alvos bioldgicos distantes de seu local de formacéo.

Como a proteina RUV-2 participa juntamente com a proteina RUV-1 em
varios complexos proteicos desempenhando diferentes fungdes celulares, nosso
objetivo foi analisar se 0 gene ruv-2 sofre ou ndo o mesmo tipo de regulacédo que o
gene ruv-1. Os resultados da expressédo génica do gene ruv-1, no estresse térmico,
mostraram que a 45°C a expressao do gene foi significativamente maior que a 30°C,
0 que mostra que pode existir uma regulacdo positiva da expressao do gene nessa
condicdo de estresse, 0 que corrobora nossa hipotese inicial (Figura 14A). Quando
analisamos os resultados da expressao do gene ruv-1 sob condi¢cdes de estresse
oxidativo, observamos que apenas na presenca de menadiona a expressao do gene
sofreu uma diminuicdo significativa, o que indica que a transcricdo do gene é
reprimida na presenca deste composto (Figura 14B). Os agentes que induzem
estresse oxidativo ndo mostraram efeito na expressdo do gene. Em relagdo aos
experimentos de expressdo génica do gene ruv-2 como gene alvo, os resultados
mostraram que a expressao do gene nao foi modulada na presenca de agentes que
induzem estresse oxidativo e também ndo foi modulada sob estresse térmico,

diferentemente do que foi observado para o gene ruv-1 (Figuras 14C e 14D).

2.2- Estudo daregulagcao pds-transcricional dos genes ruv-1 e ruv-2

Como salientado na Introducdo, quando este trabalho teve inicio o DNA
codificante para o gene ruv-1 ja havia sido clonado e a proteina recombinante em E.
coli havia sido produzida. Neste trabalho, foi realizada a clonagem e expressao do
da gene ruv-2. Os resultados de sequenciamento de DNA do clone inicialmente
isolado mostrou o segundo intron do gene ruv-2 estava presente em todos 0s
plasmideos analisados. E importante salientar que este gene possui dois introns
pequenos e proximos, localizados no inicio da ORF. A manutencdo deste intron
introduz um codon STOP prematuro, o qual leva a producdo uma proteina truncada

de 98 residuos de amino&cidos ao invés dos 482. Isto explica a ndo visualizagdo da
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producdo da proteina recombinante nas primeiras andlises realizadas. Como o
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Figura 14. Analises da expresséo dos genes ruv-1 e ruv-2. (A e C) Expressao dos genes
ruv-1 e ruv-2 na temperatura de crescimento normal do fungo (30°C) e apds indugéo de
estresse térmico (45°C) durante 30 min. (B e D) Expressdo dos genes sob condigbes que
induzem estresse oxidativo. O gene da actina foi utilizado como gene de referencia nos
analises de RT-gPCR (p>0,01).

RNA processado é de 1.446 pb, no gel de agarose nao foi possivel diferenciar os 76
pb a mais correspondente ao intron. E importante salientar que a amostra de cDNA
utilizada na clonagem corresponde a uma amostra de micélio submetido a estresse

térmico (transferéncia de 30°C para 45°C). O resultado da manutencdo do intron
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sugeriu que o0 processamento incompleto poderia ser resultado da condicao
experimental utilizada. Em funcéo disto, decidimos analisar amostras de cDNAs do
fungo crescido em diferentes condicdes de estresse, com o objetivo de verificar se a
presenca do intron foi devida a alguma condi¢cédo de crescimento do fungo que levou
ao fendmeno de intron retention.

Intron retention € um tipo de splicing alternativo conhecido por ser um
importante mecanismo regulador da atividade biolégica das proteinas, tanto em
plantas como animais (MASTRANGELO et al., 2005). Tem sido estudado em N.
crassa como um fendmeno que ajuda a regular a expressdo de alguns genes
(STRANDBERG et al., 2013). Também o estresse induzido por temperatura tem sido
descrito como fendbmeno que pode desencadear este tipo de splicing em plantas,
como trigo (MASTRANGELO et al., 2005).

Para fazer estas analises, foram desenhados oligonucleotideos, os quais
delimitam a regido onde os dois introns se encontram no gene e levam a
amplificacdo de um fragmento de DNA de tamanho menor e suficiente para a
visualizacdo do intron. A regido amplificada tem aproximadamente 279 pb, o
suficiente para visualizar a presenca ou ausencia de uma regido de 75 e 79 pb
correspondentes a ambos introns, respectivamente. Foram selecionados amostras
de cDNAs obtidas a partir de micélio do fungo crescido na condicdo de choque
termico (45°C), na presenca de agentes que induzem estresse oxidativo, tais como
paraquat, menandiona e peroxido de hidrogenio e DTT, um agente indutor de
estresse de reticulo endoplasmético. Como controle foi utilizado cDNA do fungo
crescido sem estresse (30°C) e DNA genomico. Foram feitas reacdes de PCR com
todas as amostras de cDNA e os produtos das amplificacdes foram separados em
eletroforese de agarose 2%.

Os resultados mostraram que o transcrito de ruv-2 sofreu um processamento
incompleto apenas na condicdo de estresse térmico, permanecendo o segundo
intron no MRNA maduro (Figura 15A 15C). ApGs estes resultados, analisamos se o
evento de intron retention acontecia no transcrito do gene ruv-1. Oligonucleotideos
gue delimitaram a regidao onde ficam os introns do gene ruv-1 foram desenhados. A
regiao amplificada tem aproximadamente 396 pb e os introns possuem 96 pb o
primeiro e 107 pb o segundo. O cDNA do fungo submetido a choque térmico foi
usado como molde e os controles foram o cDNA do fungo em condi¢cdes de

crescimento normal e o DNA gendmico. Os produtos das reacfes de PCR foram
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separados e analisados por eletroforese e os resultados mostraram que o transcrito
de ruv-1 sofre um processamento completo em condi¢cdes de choque térmico e o
MRNA maduro ndo possui nenhum dos introns (Figura 15B). Foi concluido que
apenas o transcrito ruv-2 € parcialmente processado e apenas na condicdo de

estresse térmico.

ruv-1
A ruv-2 B
L 1 2 3
L 1 2 3 —
0.5 kb =— = —
C R == =—— T B = ———
C ruv-2
L 1 2 3 4 5 6 7
0.5 kb =
S - e
L L - - e—
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Figura 15. Amplifica¢cGes dos transcritos ruv-1 e ruv-2 a partir de cDNAs submetidos a
diferentes condicbes de estresse. (A) Amplificacdo do transcrito do gene ruv-2 usando
como molde o DNA gendmico, o cDNA obtido de RNA em condi¢des de crescimento
controle (30°C) e em condi¢cbes de choque térmico (45°C) (1, 2 e 3, respectivamente). (B)
Amplificac@o do transcrito ruv-1 usando como molde o DNA gendmico (1), o cDNA obtido do
RNA em condi¢Bes de crescimento controle e em condi¢c6es de choque térmico (1, 2 e 3,
respectivamente). (C) Amplificacdo do transcrito ruv-2 usando como molde o DNA
gendmico, o cDNA obtido do RNA em condi¢es de crescimento controle, choque térmico, e
micélio crescido na presenca de paraquat, menadiona, peroxido de hidrogénio e DTT (1, 2,
3,4,5, 6, 7, respectivamente).

3- Expresséo das proteinas RUV-1/2 durante choque térmico

Este ensaio foi realizado para analisar a expressao das proteinas RUV-1/2
durante o choque térmico. Para isto, micélio do fungo crescido a temperatura normal
de crescimento, 30°C (T0O) e apdés 30 min, 1 h, 2 h, e 4 h de crescimento a 45°C foi

utiizado para a extragdo de proteinas. Apds eletroforese, as proteinas foram
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transferidas para uma membrana de PVDF e reveladas com anticorpos anti-RUVBL1
e anti-RUVBL2 comerciais através da técnica Western blot. A figura 16 mostra que
as proteinas RUV-1 e RUV-2 estédo presentes até quatro horas de choque térmico.
As diferencas de intensidades nas bandas, acreditamos que séo devidas a efeitos
de natureza técnica. O experimento foi realizado varias vezes, modificando o
protocolo, entretanto o experimento realizado com alta concentracdo de proteina
total (375 pg) foi realizado uma Unica vez, portanto necessita ser confirmado. Uma
quantidade muito maior de proteinas comparada com a quantidade habitual foi
analisada, uma vez que com menor quantidade nao foi observado a marcagao das
bandas. A exposicdo da membrana com o reagente de revelacdo e depois ao filme
de Raios X também foi aumentada consideravelmente, o que pode ter provocado o
aparecimento de pequenas manchas no filme.

Este resultado foi inesperado, pois esta incompativel com os resultados de
expressdo do gene ruv-2 na condicdo de choque térmico. Como descrito
anteriormente, nesta condi¢cdo o RNA primario é parcialmente processado o que leva
a manutencdo do segundo intron e a producdo de uma proteina truncada contendo
apenas os primeiros 98 residuos de aminoacidos. A proteina RUV-2 ndo deveria ter
sido observada nos longos tempos de exposi¢cao do micélio ao choque térmico (3 e 4

h).
RUV-1 RUV-2

0 30 1 2 4 0 30 1 2 4 T (h)

Figura 16. Andlise por Western blot das proteinas RUV-1/2 durante choque térmico.
Foram analisadas as proteinas do fungo a 30°C (0), e 30 min (30), 1 h (1),2h (2) e 4 h (4)
depois do choque térmico. As proteinas (375 pg de proteina total) foram separadas por
SDS-PAGE, transferidas para membranas e reveladas usando os anticorpos comercias anti-
RUV-1 e anti-RUV-2 e o ensaio de peroxidase. A seta indica as proteinas RUV-1 e RUV-2.
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4- Producdo das proteinas recombinantes RUV-1/2

4.1- Clonagem e producao no vetor pET28a

Para as analises de caracterizagdo estrutural das proteinas é necessaria a
produgéo das mesmas de forma recombinante. A clonagem foi inicialmente realizada
no vetor pET28a com dois objetivos: primeiro, queriamos produzir a proteina
recombinante e testar varias condi¢cdes de inducdo para obter a quantidade maxima
possivel de proteina na fracdo sollvel, pois o vetor permite a produgdo da proteina
fusionada a uma cauda de poli-His. A cauda de poli-His é essencial para o
reconhecimento pelos anticorpos anti-His e para a purificacdo, uma vez que a
mesma sera realizada por cromatografia de afinidade, em uma coluna cuja resina
contém niquel, o qual interage com os anéis imidazol dos residuos de His.

Para fazer a construcdo, oligonucleotideos especificos foram desenhados
para a amplificacdo da ORF. O DNA molde da reacao foi obtido por RT-PCR a partir
de RNA total extraido de micélio do fungo submetido a choque térmico (transferéncia
de 30°C para 45°C). Inicialmente, a melhor temperatura de hibridizacdo dos
oligonucleotideos foi definida em uma reacdo de PCR com gradiente de
temperatura, utilizando DNA genbmico. Com a temperatura de anelamento ja
definida, a ORF foi amplificada, através de PCR, obtendo-se um fragmento do
tamanho de 1.446 pb. Este seria o tamanho esperado considerando o tamanho da
proteina (482 residuos de aminoéacidos) (Figura 17A). Apos digestao do fragmento
de DNA e do vetor pET28a, o fragmento foi inserido nos sitios Ndel e BamHl.

Apos clonagem, algumas colénias de cada construcdo plasmidial foram
analisadas através da digestdo dos seus DNAs plasmidiais. Para a construcao
pET28-ruv-2, o DNA plasmidial foi digerido com a enzima Xbal e com o par
Ndel/BamHI (enzimas utilizadas na clonagem) (Figura 17B e 17C). Considerando o
plasmideo pET28-ruv-2, existem dois sitios de clivagem para a enzima de restricdo
Xbal, um deles esta localizado 97 pb antes do comeco do inserto e outro 327 pb
apos do comeco do inserto. Portanto, a digestdo com esta enzima tem que liberar
dois fragmentos de DNA, um de 424 pb e outro de 6391 pb ja que o tamanho do
vetor sem o inserto € de 5369 pb. O resultado da digestao foi visualizado com uma
eletroforese em gel de agarose 0,8 % (Figura 17B) e concluimos que a construcao

esta correta, pois foram liberados fragmentos de tamanho esperado. O resultado da
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digestdo com Ndel/BamHI pET28-ruv-2 também liberou um fragmento de DNA de
tamanho esperado, aproximadamente de 1446 pb (Figura 17C). As clonagens foram
consideradas positivas, e as bactérias contendo os clones foram armazenadas a -
80°C.

A construcdo pET28-ruv-2 foi também confirmada por sequenciamento de
DNA. As sequéncias obtidas foram analisadas no software BioEdit Sequence
Aligment Editor. O cassete sequenciado foi alinhado com a sequencia do gene ruv-2
utilizando ClustalW2 e BoxShade. Ao fazer o alinhamento das sequéncias de DNA
identificamos que o inserto havia sido corretamente inserido nas extremidades,
entretanto o alinhamento mostrou que na posicao de 312 pb ap6s o ATG havia uma
sequencia adicional de 75 pb. Ao conferir a sequencia obtida para o gene ruv-2 com
a base de dados de N. crassa, percebemos que a sequencia adicional de 75 pb
correspondia a um dos dois introns que o gene possui. Portanto, durante a obtencao
do cDNA, os dois introns ndo foram completamente removidos. Devido e este
problema, novas construcfes plasmidiais foram construidas usando a mesma
metodologia e 0s mesmos sitios de restricdo, mas utilizando diferentes preparacdes
de cDNAs. As novas construcdes foram analisadas por analises de restricdo, usando
as mesmas enzimas, e as consideradas positivas (resultados ndo mostrados) foram
enviadas para sequenciamento. As sequéncias analisadas que continham o intron
foram descartadas e as sequéncias sem o intron foram selecionadas para a
producédo da proteina.

Para a producdo da proteina recombinante, o plasmideo pET28-ruv-2 foi
utilizado para transformar a linhagem de E. coli cepa BL21(DE3)PLysS. Inicialmente,
0 ensaio de inducdo da proteina recombinante foi realizado juntamente com um
controle positivo (pET28a-3482), o qual produz a proteina RUV-1 (produto da ORF
NCUO03482) de N. crassa com tamanho de 50 kDa, e um controle negativo (pET28a
vazio). As condi¢des de inducdo foram 28°C, 0,4 mM de IPTG durante 4 h. O
resultado obtido, quando analisado em gel corado com Coomassie, permitiu
observar a producéo da proteina (Figura 18A). Quando as mesmas amostras foram
analisadas por Western blot, utilizando o anticorpo anti-His, observamos algumas
bandas, as quais correspondem ao tamanho esperado (aproximadamente 52 kD)
(Figura 18B).
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Figura 17. Amplificagdo do gene ruv-2 e analises de restricdo. A caneleta L mostra o
indicador de peso molecular e a canaleta 1, dependendo do caso, 0 gene ou o inserto
digerido. (A) Amplificagdo do gene ruv-2. (B) Digestdo da construgdo pET28-ruv-2 com a
enzima de restricdo Xbal. (C) Digestdo da construcdo pET28a-ruv-2 com as enzimas

Ndel/BamHI. As analises foram realizadas por eletroforese em gel de agarose 0.8% em
tampéo TAE.
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Figura 18. Expressédo e analise por Western blot da proteina RUV-2 recombinante.
Analise da expressao a partir de células transformadas com o vetor pET28-ruv-2. A canaleta

C é o controle positivo, pET28a-ruv-1. (A) Gel de poliacrilamida corado com Coomasie blue.
(B) Western blot utilizando o anticorpo anti-His.
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Uma vez a proteina estava sendo produzida, foram realizados experimentos
para analisar sua solubilidade. Estes experimentos foram realizados segundo
descrito em Materiais e Métodos, primeiro usando uma condi¢éao de inducéo padrao,
que consiste em 4 h a 28°C 150 rpm com uma concentracao final de IPTG de 0.4
mM. Apoés a sonicacdo foi separado o sobrenadante contendo fragdo soluvel e o
precipitado com os restos celulares. As proteinas das amostras sobrenadante e
precipitado foram quantificadas e analisadas gel de poliacrilamida 12 % e por
Western blot utilizando anticorpo anti-His. Os resultados do Western blot mostraram
que parte da proteina recombinante na condicdo de inducdo acima mencionada
ficava na fracao insolavel (Figura 19).

Nessa condicdo de inducdo a proteina provavelmente esta formando corpos
de incluséo, ou agrupacdes de proteinas insoliveis. Os mecanismos que explicam a
formacao dos corpos de inclusdo ndo sao completamente entendidos. Tem algumas
variaveis que influenciam nessa formacao, como limitacdes de solubilidade, tamanho

da proteina e tipo do promotor do plasmideo de expressao.

pET28-ruv-2  pET28-ruv-2  pET28-ruv-2
Clone 1 Clone 2 Clone 3

NI S P NI S P NI S P

70—
50—

30—

Figura 19. Andlise da solubilidade proteina RUV-2 recombinante. Foram testados trés
clones diferentes expressando a proteina RUV-2 utilizando o vetor pET28-ruv-2. De cada
um dos clones foi analisada a fracdo néo induzida, N.I (antes da adicdo do IPTG), a fragédo
soluvel, S, e o precipitado, P. As proteinas na membrana foram marcadas com anticorpo
anti-His conjugado com fosfatase alcalina usando a técnica de Western blot.
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Tem sido demonstrado que estes corpos podem ser devidos a interagcbes
hidrofébicas entre proteinas enoveladas parcialmente, sem dar tempo suficiente
para se enovelar corretamente. Um metabolismo celular muito ativo, produzido por
algumas condicdes de temperatura e agitacdo altas sdo varios parametros que
promovem agregacao de proteinas recombinantes como corpos de inclusdo. Frente
a estas consideragfes, foram testadas trés condi¢coes de inducao diferentes, mas
nesta vez usando as linhagens de bactérias produtoras das proteinas RUV-1 e RUV-
2. A primeira condicdo testada foi a 150 rpm ,12°C durante 24 h com uma
concentracéo final de IPTG de 0,4 mM. A segunda foi a 150 rpm, 25°C durante 8 h
com uma concentracgéo final de 0,4 mM, e na terceira os cultivos foram mantidos a
150 rpm, 30°C durante 4 h com uma concentracdo final de IPTG de 0,1 mM. Os

resultados obtidos estdo mostrados na figura 20.

24h/12°C/ 150 8h/25°C/ 150 4h/282C/ 150
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Figura 20. Andlise da solubilidade das proteinas RUV-1 e RUV-2. Trés condicbes de
inducéo diferentes foram testadas com a linhagem produtora BL21(DE3)pLysS contendo as
construcdes pET28a-ruv-1 e pET28a-ruv-2. Foram analisadas a fracdo ndo induzida N.I
(antes da adicdo do IPTG), o sobrenadante S e o precipitado P. As proteinas foram
separadas por eletroforese e transferidas para membrana, em seguida foram incubadas com
um anticorpo anti-His conjugado com fosfatase alcalina, usando a técnica de Western blot.
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Os resultados dos ensaios de solubilidade utilizando diferentes condi¢cdes de
inducdo néo foram muito promissores. Na figura podemos observar que a maior
parte das proteinas continuava no precipitado. Parece que as melhores condicdes
para a expressao da proteina soluvel sera para a RUV-1 a condicdo de 12°C e para
RUV-2 a condicdo de 25°C. Tendo em conta estes resultados, e que para fazer os
experimentos de caracterizacdo estrutural das proteinas € preciso uma boa
quantidade da proteina solavel, decidimos clonar ambos genes num plasmideo
bicistronico. Este tipo de plasmideo permite a co-expressdo das proteinas e
aumenta a solubilidade delas devido a formacdo de complexos mais estaveis.

4.2- Clonagem e producao no vetor pETDuet-1

Como descrito anteriormente, o vetor de expressdo pETDuet-1 permite a
expressdo concomitante de proteinas que sabidamente interagem entre si. Nossa
estratégia consistiu em realizar duas constru¢cdes: a construcdo pETDuet-1-His-ruv-
1-ruv-2 e a construgdo pETDuet-1-His-ruv-2-ruv-1. Com estes dois plasmideos,
teremos duas populacbes de células, cada uma delas produzindo ambas as
proteinas, mas s6 uma das proteinas, em cada populagdo, vai ser produzida na
forma fusionada a His. Para verificar a interacdo entre ambas, a producdo das
proteinas sera analisada futuramente usando um gel de poliacrilamida nativo. Neste
tipo de géis as proteinas ndo sdo desnaturadas, portanto podemos ver complexos
proteicos, e estimar o tamanho deles.

Até o momento, foram realizadas as clonagens dos genes ruv-1 e ruv-2,
ambos inseridos no MCS2 do vetor pETDuet-1, portanto para a producdo de ambas
proteinas na forma nao fusionada. Foram feitas duas andlises de restricdo para a
construcdo pETDuet-1-ruv-2. Na primeira, a enzima Hind Ill foi usada para a
digestao, esta enzima corta no vetor 155 pb antes de comecgo do inserto, e dentro do
mesmo na posicao 472 pb. Tendo em conta que o vetor possui 5.420 pb, a digestao
teria que dar duas bandas, uma de 627 pb e outra de 6.239 pb. A outra digestao foi
feita usando a enzima Ndel, enzima usada para a inser¢cdo do gene, e EcoRV,
enzima que corta 21 pb depois do final do gene, tendo assim a digestao que liberar
um fragmento de 1.467 pb e outro de aproximadamente 5.399 pb. Para a construcéo
pETDuet-1-ruv-1, a analise de restricao foi feita com as mesmas enzimas que foram
usadas anteriormente para inserir o gene, ou seja Ndel e Kpnl, liberando um

fragmento de 1.377 pb e outro de 5.420 pb. Os produtos da digestdo foram
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analisados em eletroforese em gel de agarose 0.8%. Todos os tamanhos das
bandas tinham o tamanho esperado (resultados ndo mostrados), portanto
continuamos para testar a producéo da proteina recombinante. Quando trabalhando
com um vetor biscistronico é recomendavel depois de fazer a primeira insercédo de
um gene testar a producdo da proteina recombinante.

Nossa estratégia de clonagem nao inclui nenhum tag na proteina codificada
pelo gene que fica no MCS2. O ensaio de inducdo da proteina recombinante foi
realizado juntamente com um controle positivo (pET28-ruv-1 no caso da construcao
pETDuet-1-ruv-1 e pET28-ruv-2 no caso de pETDuet-1-ruv-2 ) e um controle
negativo (amostra antes da inducdo com IPTG). As condi¢cdes de indugédo foram
28°C, 0,4 mM de IPTG durante 4 h. Como ambos os genes foram inseridos nessa
mesma regido do vetor, para analisar a producdo da proteina, o gel foi corado com
Coomassie Blue. O resultado obtido permitiu observar apenas a producdo da
proteina recombinante RUV-1 (Figura 21). Outras tentativas foram realizadas e, até

0 momento, ndo temos um clone produtor de ambas proteinas.

A B
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Figura 21. Anélises da expressdo das proteinas RUV-1 e RUV-2 utilizando os
plasmideos pETDuet-1-ruv-1 e pETDuet-1-ruv-2. Foram testados 7 clones de cada
construgdo, 1 ao 7 e ndo induzido, NI (sem IPTG) e o controle positivo (pET28a-3482) (A)
Gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie blue, mostrando a produgéo da proteina
RUV-1. (B) Gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie blue, mostrando a néo
producéo da proteina RUV-2.
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5- Insercéo do tag V5 no lécus gendémico de N. crassa

Para realizar a busca de proteinas parceiras da RUV-1 foi preciso realizar a
construcdo de uma linhagem para a producdo da proteina fusionada a um tag
(epitopo V5) para ser utilizada nas rea¢des de imunoprecipitacdo com a utilizagéo do
anticorpo anti-V5. O tag V5 corresponde a um peptideo de 15 residuos de
aminoacidos, para o0 qual existem anticorpos comerciais. Um esquema do
procedimento utilizado estd apresentado em Materiais e Métodos. Inicialmente,
foram amplificados dois fragmentos de DNA, a partir do DNA gendmico do fungo,
correspondentes as regibes upstream e downstream ao stop codon
(correspondentes a 1.066 e 1.059, respectivamente), os quais estdo mostrados na
Figura 22A e 22B. Para a amplificacdo do cassete de DNA contendo a sequencia
codificadora do tag V5 bem como a sequencia codificadora do gene hph, foram
utilizados os oligonucleotideos 10XGLY-F e LOXP-R e o vetor pZERO-V5-hph como
DNA molde. Foi obtido um fragmento com 1,5 kb (hdo mostrado). Os fragmentos de
interesse foram excisados do gel de agarose, purificados e quantificados. A sintese
dos splitmarkers foi realizada a partir da técnica fusion-PCR (veja esquema na
Figura 5) e os fragmentos obtidos estdo mostrados na Figura 22C e 22D.

ApGs a sintese dos splitmarkers, foi feita a cotransformacéo de conidios da
linhagem FGSC#9719 (mus52::bar’), como descrita em Materiais e Métodos. Seis
transformantes foram aleatoriamente selecionados e crescidos em tubos com meio
VM soélido acrescido de glicose 1,5% e higromicina (marca de selecdo introduzida).
Todos cresceram na presenca do antibiotico. Um deles foi selecionado para o
cruzamento com uma linhagem selvagem (FGSC#2489) para a obtencdo do
homocério. Em seguida, seis ascosporos foram aleatoriamente selecionados
novamente com higromicina. Uma linhagem resultante foi comparada
fenotipicamente com a linhagem selvagem, mostrando auséncia de alteracdes
fenotipicas entre as linhagens, o que indicou que a insercéo do tag V5 ndo modificou
0 desenvolvimento da linhagem (Figura 23).

O DNA foi extraido e utilizado para andlise de insercdo do tag por PCR e
Western blot. Para isso, foi feita uma reacdo de PCR com os oligonucleotideos
hph_SM-F e 3482Lox-RP. Estes oligonucleotideos amplificam a regido que vai
desde o0 gene que confere a resisténcia a higromicina até 1.000 pb apds o codon

STOP do gene ruv-1. Esta PCR foi realizada com o DNA gendmico da linhagem
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selecionada e com o DNA gendmico da linhagem selvagem. Para esta ultima, a PCR
ndo deveria amplificar nada j& que a linhagem selvagem ndo possui no genoma o
gene de resisténcia a higromicina. O resultado da PCR foi analisado em eletroforese
em gel de agarose 0.8%, o qual mostrou a auséncia do fragmento de DNA na
linhagem selvagem e a presenca do mesmo na linhagem com o tag V5 (Figura 24
B).

Para fazer a confirmacdo por Western blot, as proteinas totais do fungo da
linhagem transformada e da selvagem foram extraidas, quantificadas e 100 ug de
proteina total de cada linhagem foram aplicados em um gel de poliacrilamida 12%.
ApoOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e a membrana incubada com o anticorpo primario anti-V5 e depois com
0 anticorpo secundario anti-lgG conjugado com peroxidase. A membrana foi
revelada seguindo o protocolo descrito em Materiais e Métodos. Os resultados
mostraram claramente uma banda apenas na linhagem transformada, com Massa
Molecular de aproximadamente 50 kDa, correspondente a proteina RUV-1.
Podemos afirmar entdo a producéo da proteina fusionada RUV-1::V5 (Figura 24A).

A B C D
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Figura 22. Amplificac&do dos fragmentos de DNA utilizados para a insergdo do tag V5.
(A e B) Geis de agarose 0.8% mostrando o resultado das PCR amplificadas do DNA
gendmico, regiao homologa 5" e 3" respetivamente. Gel de agarose 0.8% mostrando o
resultado da fusion-PCR do splitmarker 5°(C) e do splitmarker 3" (D).
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Figura 23. Comparacdo fenotipica entre as linhagens. Crescimento da linhagem
selvagem FGSC#2489 sem tag (esquerda) e da linhagem produzindo RUV-1::V5 (direita).
Ambas foram crescidas em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio sélido VM 2% sacarose.
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Figura 24. Confirmacao da presenca do tag V5 na linhagem transformada. (A) Western
blot da linhagem selvagem e da linhagem transformada usando como anticorpo primario o
anticorpo anti-V5, e como secundario anticorpo de mouse conjugado com peroxidase. (B)
PCR da linhagem selvagem e da linhagem transformada usando os oligonucleotideos
hph_SM-F e 3482Lox-RP.
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6- Ensaio de imunoprecipitagcdo da cromatina (ChlP-qPCR)

O experimento de ChIP-gPCR foi proposto uma vez que o resultado do ensaio
de EMSA, realizado anteriormente no laboratério, mostrou que a proteina RUV-1
tinha a capacidade de se ligar in vitro no promotor do gene gsn. Para verificar se a
ligacdo ocorre também in vivo o ensaio de ChIP-gPCR foi realizado com o objetivo
de verificar se as proteinas RUV-1/2 seriam capazes de se ligar a mesma regido do
promotor gsn. Primeiramente, o experimento foi realizado com a linhagem RUV-
1::V5, a qual produz a proteina nativa fusionada ao tag V5 e cuja expressao esta sob
o controle do promotor nativo. No experimento foram utilizados anticorpos anti-V5. E
importante salientar que este experimento foi realizado com amostras de micélio
crescido a 30°C e submetido ao choque térmico de 45°C. Nesta ultima condicao
seria esperada a ligacao da proteina ao promotor do gene.

Os resultados de dois experimentos diferentes foram negativos para a ligacao
da proteina RUV-1::V5 no promotor de gsn nas condi¢des analisadas. Uma possivel
explicacdo para o resultado negativo foi que o epitopo V5 é relativamente pequeno
(14 aminoacidos) e talvez a proteina RUV-1 ao formar estruturas multiproteicas
(como descrito para nas proteinas ortdlogas) nao deixaria o epitopo V5
suficientemente exposto para ser reconhecido pelo anticorpo, e assim nao haveria a
inmunoprecipitacdo. O mesmo experimento foi realizado entdo com duas linhagens
diferentes produzindo ambas proteinas fusionadas ao tag GFP: RUV-1::GFP e RUV-
2::GFP. Estas linhagens foram construidas no laboratério, por outro estudante com o
objetivo de analisar a localizacdo celular de ambas proteinas na condicdo de
estresse térmico. Ambas proteinas se localizam preferencialmente no nucleo nesta
situacao.

A figura 25 mostra os resultados obtidos para cada uma das proteinas e para
cada fragmento de DNA. As proteinas RUV-1/2 ndo foram capazes de se ligar em
nenhuma das condi¢cdes analisadas em nenhum dos fragmentos de DNA analisados
(STRE 1 e STRE 2 ). Em todos os casos o Input mostra a amplificagdo, mas nem a
amostra “No Ab” nem o IP mostram amplificacdes. Com estes resultados podemos
supor dois cenarios; o primeiro que as condicfes experimentais ndo sejam as mais
adequadas para fazer o experimento, ou que realmente nestas condigbes as
proteinas ndo estdo ligando no promotor do gene gsn. Finalmente, € importante

salientar que as proteinas RUV-1 e RUV-2 nédo séo fatores de transcricdo, portanto
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ndo apresentam dominios classicos de ligacdo a DNA. Entretanto, apresentam
dominios de ligacdo a nucleotideos e, muito provavelmente, devem interagir com

DNA quando na forma oligomérica, uma caracteristica estrutural destas proteinas.
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Figura 25. Ensaios de ChIP-qPCR. As reacfes de imunoprecipitagdo de cromatina foram
realizadas com micélio crescido a 30°C (controle 0) e submetido ao choque térmico de 45°C
por 30 min. O Input corresponde a amostra do DNA depois da sonicagéo (controle positivo),
No Ab, amostra ndo imunoprecipitada (controle negativo)e IP amostra imunoprecipitada com
anticorpo. As figuras A e B mostram os resultados da liga¢éo das proteinas RUV-1 e RUV-2
respectivamente no motivo de DNA STRE 1. As figuras C e D mostram os resultados da
ligacdo das proteinas RUV-1 e RUV-2 respectivamente no motivo de DNA STRE 2 As
amostras de DNA foram analisadas por gPCR conforme descrito em Materiais e Métodos.
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7- Ensaio de Western blot com as amostras de ChIP

Quatro diferentes amostras de cada condicdo ambiental (30 e 45°C) foram
removidas ao longo do ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina. As amostras
foram: uma amostra corresponde ao extrato apos lise celular (amostra T0), amostra
apos a sonicacao e centrifugacdo (amostra Son), amostra correspondente ao flow
through obtida apdés a imunoprecipitacdo (amostra FT) e, finalmente, foram
separados 20 ul de cada amostra depois da lavagem com TES. Se a proteina fosse
detectada na amostra amostra FT significaria que foi ndo foi imunoprecipatada com
0 anticorpo e se fosse detectada na amostra apds lavagem com TES indicaria que o
anticorpo reconheceu o tag imunoprecipitando a proteina.

Os resultados representados na figura 26 mostram a presenca da proteina
nas diferentes etapas do processo nas duas condicdes ambientais. Nao foi
detectada a presenca da proteina na amostra TO (canaletas 1 e 2), provavelmente
devido a baixa quantidade de proteina. Por outro lado, a proteina foi identificada nas
amostras ap0s sonicacao e imunoprecipitacdo (FT) coletadas no ensaio realizado na
condicao de 30°C (canaletas 3 e 5). A presenca da proteina na amostra FT indicou
que parte da proteina foi perdida no flow through, ou seja ndo se ligou na resina.
Nas amostras IP podemos ver bandas de hibridizacdo de dois tamanhos diferentes,
uma de aproximadamente 20 kDa, muito provavelmente correspondente a cadeia
leve do anticorpo utilizado e outra com massa molecular de aproximadamente 50
kDa, a qual coincide com o tamanho da proteina RUV, mas também com o tamanho
da cadeia pesada do mesmo anticorpo (canaletas 7 e 8). Devido a este resultado
nao podemos afirmar que a proteina foi imunoprecipitada. Este é o resultado de

apenas um experimento realizado.



79

T0 Son. FT IP

T(°C)

Figura 26. Western blot mostrando a proteina RUV-1 em diferentes etapas do ensaio
de ChIP. Amostras de proteinas extraidas de micélios obtidos apds crescimento a 30°C e
45°C. Cerca de 100 pg de proteina total foram aplicadas em cada canaleta. As proteinas
foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para membranas de nitrocelulose e reveladas
com anticorpo anti-V5. Amostras TO, aliquotas retiradas depois da lise, Son, amostras
coletadas depois da sonicacdo, FT, amostras coletadas do flow through apés
imunoprecipitacdo e IP, amostras ap6s imunoprecipitacao.
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As principais conclustes deste trabalho séo:

o Em relac&o a expressdo dos dois genes analisados (ruv-1 e ruv-2), podemos
concluir que o gene ruv-1 mostrou um aumento na sua expressao quando o fungo foi
submetido a condicdo de choque térmico, portanto muito provavelmente a proteina
RUV-1 possa estar envolvida na resposta do fungo a esta condicdo de estresse. A
expressdo do gene também mostrou ser influenciada pelo agente menadiona, o qual
induz estresse oxidativo. Por outro lado, o gene ruv-2 ndo mostrou ser regulado nas
condi¢cbes estressantes analisadas neste trabalho, indicando que provavelmente a

proteina RUV-2 ndo atua na resposta do fungo a uma situacao de estresse.

o Os resultados da modelagem e dinamica molecular mostraram uma possivel
inteiracdo entre as proteinas RUV-1 e RUV-2, revelando também os possiveis

residuos envolvidos nesta interacao.

o O transcrito primario do gene ruv-2 mostrou ser parcialmente processado
apresentando um fendmeno conhecido como intron retention, onde o segundo intron
do gene nao é removido. Este fendbmeno somente foi observado quando o fungo foi
submetido ao estresse térmico e ndo as outras formas de estresse. A manutencéo
do intron leva a introducdo de cédon stop prematuro durante a traducéo, levando a
sintese de uma proteina truncada contendo apenas 98 residuos de aminoacidos.
Esta proteina truncada pode ndo apresentar funcéo biolégica ou desempenhar uma

funcdo ainda nao descrita.

o Embora o fenbmeno de intron retention indique que a proteina RUV-2 néo
estd sendo produzida a 45°C na sua forma original, os resultados da expressao
proteica durante o choque térmico mostraram que a proteina continua sendo
produzida no tamanho esperado até 4 h de exposicdo ao choque térmico. Outros

experimentos devem ser realizados para entender melhor o fendbmeno.

o As proteinas recombinantes RUV-1 e RUV-2 foram expressas individualmente
em E. coli. Entretanto, a expressao simultdnea das duas proteinas, necesséria para

analises de interacdo proteina-proteina ainda néo foi obtida.
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o Resultados obtidos previamente no laboratorio mostraram que a proteina
RUV-1 recombinante se liga in vitro a fragmentos de DNA contendo o motivo STRE,
0 qual estd presente nos promotores de genes responsivos a choque térmico. A
guestao de se a mesma proteina seria capaz de se ligar in vivo ao mesmo fragmento
de DNA foi analisada. Entretanto, um resultado preliminar ndo mostrou a ligacédo da
proteina ao fragmento de DNA. Em funcéo disto, temos que considerar que a
proteina ndo € um fator de transcricdo, portanto, ndo apresenta um motivo de
ligacdo a DNA. O fato de ndo termos detectado a ligacdo DNA-proteina, através do
ensaio utilizado, néo significa que a mesma nao se liga in vivo, ela pode se ligar a

cromatina e para isto € necessario outro tipo de ensaio.
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