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RESUMO

O provavel fator de inicio de traducdo 5A (elF5A) é uma proteina abundante e
altamente conservada em todos 0s organismos eucarioticos e também esta presente em
arquebactérias. elF5A é essencial para a viabilidade celular e esse fator é a Unica proteina
descrita que contém o residuo de aminoacido hipusina. Em Saccharomyces cerevisiae, elF5A
é codificada pelo gene TIF51A em condicBes aerdbicas. Esse fator tem sido envolvido com
inicio de traducéo, proliferacéo celular, transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de RNA
mensageiro e polarizacdo de actina, mas a fungéo biologica de elF5A ainda nao foi elucidada.
Entretanto, estudos recentes tém fortalecido o papel de elF5A na traducdo. Com o objetivo de
identificar parceiros celulares de elF5A, foi realizado um rastreamento de letalidade sintética,
utilizando o mutante temperatura-sensivel tif51A-3 e mutagénese quimica. O gene essencial
YPT1, cujo produto est& envolvido na via secretéria, participando do transporte vesicular entre
o reticulo endoplasmético e o complexo de Golgi, foi revelado como letal sintético de
TIF51A. Uma vez revelada a interacdo geneética entre esses genes, a relagdo funcional entre
elF5A e Yptl foi investigada. Inicialmente, foi confirmada a ligacdo entre a letalidade
sintética e o alelo mutado de YPT1, denominado neste estudo de ypt1-G80D. Verificou-se que
o alelo mutado yptl-G80D, o qual codifica Yptl estdvel na condicdo restritiva, confere
fendtipos condicionais (ts e cs) e defeito na via secretdria, avaliado pela distribuicéo
subcelular das diferentes formas da glicoproteina CPY. A seguir, foram investigadas as
possibilidades funcionais resultantes da situacdo de letalidade sintética entre os dois genes. A
auséncia de similaridade estrutural entre elF5A e Yptl pressupde que essas proteinas ndo
executam funcdo redundante na célula. Ainda, ndo foi mostrado interacdo fisica através de
experimentos de copurificacdo entre essas proteinas. Adicionalmente, elF5A ndo revelou
relacdo direta com a via secretoria. Por outro lado, alguns dos mutantes de YPT1 apresentaram
sensibilidade a um inibidor de sintese protéica (paromomicina). Interessantemente, foi
verificado que elF5A estd presente tanto na fracdo citoplasmatica quanto associado a
membranas, e sua ligacdo a membranas é dependente da atividade de ribossomos na traducéo.
Esses resultados estdo em concordancia com os dados recentes do laboratorio, os quais
fortalecem novamente a participacdo de elF5A no mecanismo da traducdo. Finalmente, novas
interacdes genéticas foram reveladas entre TIF51A e YPTL1. Esses dados fortalecem a ligacéo
funcional entre fatores envolvidos com via secretéria e tradugdo, e nds sugerimos que a
letalidade sintética entre esses dois genes pode estar revelando uma conexdo entre a traducéo
e a distribuicdo polarizada dos componentes de membrana, essencial para o processo de

brotamento e progresséo no ciclo celular em leveduras.



ABSTRACT

The putative translation initiation factor 5A (elF5A) is a highly abundant and conserved protein in
all eukaryotes and archaebacteria. This factor is essential for cell viability and is the only cellular
protein known to contain the unusual amino acid residue hypusine. In Saccharomyces cerevisiae,
elF5A is expressed in aerobic conditions by the gene TIF51A. elF5A has been implicated in
translation initiation, cell proliferation, nucleocytoplasmic transport, mRNA decay and actin
polarization, but its biological function is not clear yet. However, recent studies have reemphasized
a role for elF5A in translation. In order to identify cellular partners of elF5A, a screen for synthetic
lethal gene was performed using the temperature-sensitive mutant tif51A-3 and chemical
mutagenesis. The essential gene YPT1 was revealed as synthetic lethal with TIF51A. The protein
encoded by YPT1 is involved with secretion, participating in the vesicular trafficking between the
endoplasmatic reticulum and the Golgi. Once described the genetic interaction between these genes,
the functional interaction between elF5A and Yptl was investigated. Initially, it was confirmed the
linkage between the synthetic lethality and the YPT1 mutated allele, named in this study yptl-
G80D. It was verified that the mutated allele ypt1-G80D, which encodes stable Yptl at the
restrictive temperature, confers conditional phenotypes (ts and cs) and defect in the secretory
pathway as judged by the subcellular distribution of the different forms of the glycoprotein CPY.
Then, it was investigated the functional possibilities resulting from a synthetic lethatity between
these genes. The absence of structural similarity between elF5A and Yptl presumes that these
proteins do not have redundant function in the cell. Moreover, it was not shown physical interaction
between these proteins by GST-pulldown experiments. Additionally, elF5A did not show direct
relationship with the secretory pathway. On the other hand, some of the YPT1 mutants were
sensitive to a protein synthesis inhibitor (paromomycin). Interestingly, it was verified that elF5A is
present in both cytoplasmic and membrane fractions, and its binding to membranes is dependent on
translational activity of ribosomes. These results are in agreement with the recent data from our
laboratory, in which the participation of elF5A in the translation mechanism was reconsidered.
Finally, new genetic interactions were revealed between TIF51A and YPTL1. These results strengthen
the functional link between factors involved in translation and vesicular trafficking, and we suggest
that the synthetic lethality between TIF51A and YPT1 may be revealing a connection between
translation and the polarized distribution of membrane components essential for budding and cell

cycle progression in yeast.



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA .

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 16.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

FIGURA 19.

FIGURA 20.

LISTA DE FIGURAS

Esquema simplificado da acdo das proteinas Ypt/Rabs........................ 30
Mecanismo de agéo e regulacdo das Ypt/Rab GTPases.............c.cceueen. 32
Esquema da aglo de GDI........oovuiieie i 33
Esquema da estratégia utilizada para a integracdo do gene LEU?2 ao lado

8 Y P T L. e e S7
Confirmacdo da integracdo YPT1::LEU2 através do ensaio de Southern

0] 0 PP 58
Esquema do ensaio utilizado para obter uma levedura contendo apenas o

alelo mutado de YPT1 (yptl) sinteticamente letal com tif51A-3.............. 59
Anélise de tétrades e identificagdo de uma levedura contendo apenas o

alelo mutado de YPTL (YPEL) . euuen et e e e e e e e e 60
Esquema do ensaio utilizado para a confirmacéo da ligacdo entre a

letalidade sintética e 0 alelo mutado de YPTL (yptl).....ccovvnvviinininnannnns 62
Confirmacéo da ligacdo entre a letalidade sintética e o alelo mutado de

YPTL (YPEL) et 63
Mutacéo revelada no alelo do gene YPT1 (ypt1-G80D) sinteticamente

letal COM BT D LA-3. .. e e e 67

Verificacdo de fendtipos condicionais e confirmacao da recessividade

do alelo YPLL-G8OD ... ... ettt e e e e e 68
Producdo e purificagdo da proteina de fusdo GST-Yptl..............eeeen.. 69
Producdo e purificagdo da proteina YptL.......ocvveiuiiiiie i 70
Avaliacgéo do anticorpo policlonal anti-Yptl produzido em coelho.......... 71
Avaliacdo da estabilidade de Yptl no mutante ypt1-G80D.................... 72

Checagem da funcionalidade da construcdo contendo o gene YPT1 em

TUSBO COM G ST .ot e e e e e e e e 75
Teste de expressdo do gene da proteina de fusdo GST-Yptl em

(Yo [0 - PP 76
Analise da interacdo fisica entre elF5A e a proteina de fusdo GST-Yptl

010 o] 01U 1 o Uor- o T 77
Analise da interacdo fisica entre Yptl e a proteina de fusdo GST-elF5A

00 g olo] o0 g [or: Tor- o 1R PP 78

Esquema da compartimentalizagéo e processamento de CPY in vivo....... 81



FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23.

FIGURA 24.

FIGURA 25.

FIGURA 26.

FIGURA 27.

FIGURA 28.

FIGURA 29

FIGURA 30.

FIGURA 31.

FIGURA 32.

FIGURA 33.

FIGURA 34.

FIGURA 35.

Anélise do processamento de CPY produzida constitutivamente pelos
mutantes ypt1-G80D, tif51A-1 e tifS1A-2... ..o
Localizacao subcelular de elF5A e Yptl e alteracdo da associacao de
elF5A com membranas na presenca de EDTAouRNase A..................
Analise da sensibilidade dos mutantes de YPT1 a paromomicina, um
inibidor de Sintese ProtéiCa..........oevveiieie e e e
Avaliacéo da supressdo do alelo nocauteado de TIF51A (tif51A::HIS3)
por YPTL1 em alto nUMero de COPIas.......c.oovvvvviiiiiiiiiiie e e e e,
Confirmacéo por PCR do nocauteamento do gene YPTL1, utilizando
primers flanqueadores de YPTL. ... e
Confirmagéo por PCR do nocauteamento do gene YPT1, utilizando
primer interno de HIS3... ... i
Obtencédo de uma levedura contendo o gene YPT1 nocauteado
(YPEL:THISS) e e e e
Confirmacéo por PCR do nocauteamento do gene YPTL1 ap0s

esporulacao do diploide, utilizando primer interno de HIS3..................
Avaliacéo da supressdo do alelo nocauteado de YPT1 (yptl::HIS3) por
TIF51A em alto NUMeEro de COPIas. .......ovve v e e e
Avaliacdo da letalidade sintética entre os mutantes de YPT1 e de

TR A e
Avaliacdo da supressdo do fenotipo temperatura-sensivel dos mutantes

de YPT1 por TIF51A expresso em alto nimero de cépias.....................
Avaliacdo da supressao do fendtipo temperatura-sensivel dos mutantes

de TIF51A por YPT1 expresso em alto nimero de copias.....................

Modelo esquematico da situacdo de letalidade sintética entre elF5A e

Modelo esquematico da situacdo de aumento do nimero de copias do
gene TIF51A no mutante ypt1-G80D........c.ccvviriii i i e,
Modelo esquematico da situacdo de aumento do nimero de copias do
gene YPTL no mutante tif51A-3.......criiri e



TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELAS.

TABELA 6.

LISTA DE TABELAS

Localizacdo e funcdo das proteinas Ypts e Rabs identificadas em leveduras e

mamiferos, respectivamente.........ccouiiieii i
Leveduras utilizadas N0S eXPerimentoS. ......c.veuviiie v e e e i
Plasmideos utilizados N0s eXperimentos...........ovvuerieriieiie e e e eenns
Oligonucleotideos utilizados N0S eXPErimentos..........ocvvvveveveieiieiiennnns.

Caracteristicas fenotipicas e interacfes genéticas dos mutantes de YPT1

UtHIZAd0S NESEE BSTUOD. .. .ot e e e e e e e

Caracteristicas fenotipicas e interacfes genéticas dos mutantes de TIF51A

UtHHZAdOS NESTE BSTUAD. ..ot e e



ABREVIACOES UTILIZADAS

°C: graus Celcius

Mg: micrograma

pL: microlitro

bp: “base pair”

CPY: carboxipeptidade Y

cs: sensibilidade a baixas temperaturas
DNA: acido desoxirribonucléico

D.O.: densidade dptica

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilenodiaminotetracético
EMS: etilmetanossulfonato

5-FOA: &cido 5-fldor-orotico

FT: flowthrough

g: gravidade

GAP: “GTPase activating protein”

GDF: “GDiI displacent factor”

GDI: “GDP dissociation inhibitor”

GEF: “guanine nucleotide exchange factor”
GFP: “green fluorescent protein”

GGTrll: geranilgeranil transferase tipo Il
GST: glutationa S- transferase

HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
Kb: kilobase

kDa: kilodalton

LB: meio Luria-Bertani

mCPY': forma totalmente processada de CPY
mL: mililitro

mM: milimolar

MRNA: RNA mensageiro

ND: ndo determinado

ng: nanograma

NSF: “N-ethylmaleimide-sensitive factor”



P1: forma imatura de CPY encontrada no RE
P2: forma imatura de CPY encontrada no Golgi
PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida
PBS: solugdo salina tamponada com fosfato
PBST: PBS + Tween 20

PCI: Fenol : cloroformio : alcool isoamilico
PCR: reacdo de polimerase em cadeia

PEG: polietilenoglicol

pH: potencial de hidrogénio

PMSF: “phenylmethylsulfonyl fluoride”
ProCPY: CPY contendo o propeptideo

RE: reticulo endoplasmatico

REP: “Rab Escort Protein”

RNA: acido ribonucléico

RNase A: ribonuclease pancreatica A

RRF: “Rab recycling factor”

SC: meio sintético completo

SDS: dodecil Sulfato de Sédio

SNAP: “soluble NSF attachment protein”
SNARE: “soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor aceptor receptor”
SSC: solugéo salina/citrato de sodio

TAE: tris-acetato-EDTA

TE: trissEDTA

Tris: “tris (hydroxymethyl)aminomethane”
Triton X-100: polietilenoglicol-terc-octilfenil éter
ts: sensibilidade a altas temperaturas

t-SNARE: SNARE presente na membrana alvo
Tween 20: monolaurato de poliexietilenosorbitana
V: volt

v-SNARE: SNARE presente na vesicula

wt: “wild-type”

YPD: “yeast extract-peptone-dextrose”



SUMARIO

1- INTRODUC}AO .............................................................................. 24
2 — OBIET IV OS. .. e e e e e e 34
3—MATERIAL E METODOS. .. ..o, 36
Sl MATERI AL . e e e e e e e e e e e 36
3.2 sMETODOS. ...t e e e e e e e e 36
3.2.1 —Subclonagem de DNA. ...t e 37
3.2.1.1 — Digestdo de Plasmiteos. .. .....uue it et e et e e e e e e 37

3.2.1.2 — DesSfoSTOrilagao d0 VELOK ... .....cou ettt e e e e e 37

3.2.1.3 — PUrificagdo de INSEITO & VBLOI ... ... vt eee v et e e e e e e e e e e e eae e 37

3.2.1.4 —ReaCa0 A lgACAD. .. ..t vit et et e e e e et e e e 38

3.2.2 — Clonagem empregando a reacao de polimerase em cadeia (PCR)...........cccccevvvennnn, 38

3.2.3 = Transformagao DaCteriana..........cocvveiiie it e 38
3.2.3.1 — Preparacdo de E. coli COMPEENTE. .. ....cuuieie e e e e 38

3.2.3.2 — TranSTOIrMAGAD. ......veiueeeeitie e et e et e e et e et et e e e et e e e e e n e 39

3.2.4 — Preparacdo de plasmideos a partir de E. COli..........ccoovviiiiiiiiiiiiie e, 39
3.2.4.1 —Em pequena escala - MINIPIeP. .. ..v vt et it et et et et e et e e e e a e eeaees 39

3.2.4.2 —Em média esCala - MIdiprep....ooeieen et et e et e e e e e 39

3.2.5 = Transformacao de IeVEAUIAS..........covvviiiiie e e e e e 40

3.2.6 — Extracdo de DNA gendmico de [eVEAUIaS..........ovvviiiiirieiiiiii e e e 40

3.2.7 = Sequenciamento de DINA...... oo e e 41

3.2.8 = SOULNEIN BIOL. ...t e e e e e e 41

32,9 = WESEEIN DIOL. .. oot e e e e e 42

3.2.10 — Cruzamento e esporulacao de l1eveduras......... ..o e e 42
R L R O (U2 111 1= | (o PP 42

3.2.10.2 - ESPOIUIAGAD . .. vttt e et et et e et e e e e e e e 42

3.2.11 — Dissec¢ao e caracterizacao de tetradesS..........ovvvvvveeiiiieiiiii e 43

3.2.12 — Ensaio de expressdo do gene de proteina de fuséo com GST em bactéria................. 43

3.2.13 — Producao e purificacdo de proteina em fusdo com GST........cccvvvviviiiiiieeiiieeeiienn 43
3.2.14 — Producéo de anticorpo policlonal anti-Yptl em coelhos..............ccceeeiiiiiiiiieen, 44
3.2.15 - Ensaio da expressao do gene de proteina de fusdo com GST em levedura................ 45



3.2.16 — Ensaio de interagdo fisica por COPUrifiCacan...........cocvviivrieiiiiiii i e, 45

3.2.17 — Ensaio de monitoracdo do processamento da proteina carboxipeptidase Y (CPY)..... 46
3.2.18 — Fracionamento SUDCEIUIAY............coouiiiiiiii e 46
3.2.19 — Extracao de ribossomos das membranas do reticulo endoplasmatico......................... 47
3.2.20 — Teste de sensibilidade a inibidores de sintese protéica............cccocovvviviieiiiieeeinnnnne. 47
3.2.21 — Nocauteamento do gene YPTL em S. CEreViSIae. ... .....ovvviiiitieiiiiie e 47
3.2.22 — Teste de supressao do fendtipo temperatura-sensivel..............ccoeeiiiii i, 48
A — RESUL T AD S . .. i e e e e e e e e e e aa e 53

4.1 — Obtencgdo de uma levedura contendo apenas o alelo mutado de YPT1 (yptl)
sinteticamente letal com tif5LA-3... ... i 54
4.2 — Confirmacao da ligacdo entre a letalidade sintética e o alelo mutado de YPT1 (yptl).. 61
4.3 — Caracterizacdo do novo alelo mutado de YPTL (YPtL)....oovueveiiiiieiieie i enn e 64
4.3.1 - ldentificacdo da mutacao presente no novo alelo mutado de YPT1 (yptl).....c..cceevrnee. 64

4.3.2 — Verificacdo da presenca de fen6tipos condicionais no novo mutante de YPT1

(YPEL-GBOD) ... ettt ettt e ettt et e e e e 64
4.3.3 — Confirmacao da recessividade do alelo mutante ypt1-G80D..............ccoeevvvviiinnnnnnn. 65
4.3.4 — Verificacdo da estabilidade de YPIL........ccoooiiiiiiniiciccee s 65
4.3.4.1 — Producdo e purificacdo da proteina Yptl recombinante................coveveennnn 65
4.3.4.2 — Obtencdo do anticorpo policlonal anti-Yptl em coelhos .............coovvivienn . 66
4.3.4.3 — Analise da estabilidade de YPtL.......ccooeviiis i iiiie i e i e e ieieen . OB
4.4 — Verificacdo da existéncia de interacao fisicaentre YptleelF5A ...t 73
4.4.1 — Copurificagdo utilizando GST-YPLL.......iiieiie e e e 73
4.4.2 — Copurificagdo utilizando GST-eIF5A € GST-IF5AKSIR  «+ -+« vvveevrteeeiiiieeieeiiieeeiineeenn, 74
4.5 — Analise do funcionamento da via secretdria nos mutantes condicionais de Yptl e
B R A o e e e e 79
4.6 — Avaliacao da localizacdo subcelular de elF5A e YPtL....oooi i 83
4.7 — Avaliacéo da localizacdo subcelular de elF5A na presenca de EDTA ou RNase A..... 83
4.8 — Analise da sensibilidade dos mutantes de YPT1 a inibidores de sintese protéica........ 86
4.9 - Verificacdo da existéncia de novas interagdes genéticas entre YPT1 e TIF51A........... 88

4.9.1 — Avaliagao da supressdo da inviabilidade dos genes envolvidos na letalidade
] 11021 (- U 88
4.9.1.1 — Supressao da inviabilidade de TIFS1A... ...t e 88



4.9.1.2 — Supressdo da inviabilidade de YPTL......coo it e e 88

4.9.2 — Avaliacdo da letalidade sintética entre tif51A-3 e outros mutantes de YPTL............. 90
4.9.3 — Avaliacéo da letalidade sintética entre ypt1-G80D e outros mutantes de TIF51A...... 90
4.9.4 — Avaliacéo da supressdo dos mutantes condicionais de YPT1 por TIF51A em alto
AU R 0T (ol [T ol] - TSP 91
4.9.5 — Avaliacéo da supressao dos mutantes condicionais de TIF51A por YPT1 em alto
NUMETO U8 COPIAS. .. e evvertiitietieieete et et st s e sttt be e et e e e et e s b e e se et e s beans e e besreeneenreas 91
5 — DISCUSSAD ... ..ttt et et e e e e 104
B — CONCLUSOES . ...... ittt e e e, 115
7 = REFERENCIAS ... oot 117

26



INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

O provavel fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A) foi isolado de ribossomos
extraidos de lisados de reticuldcitos de coelho (BENNE e HERSHEY, 1978). elF5A foi
classificada como um fator de inicio de traducéo devido ao seu efeito estimulatorio na sintese in
vitro de metionil-puromicina, atividade utilizada para avaliar fatores envolvidos na formacéo da
primeira ligagdo peptidica (BENNE e HERSHEY, 1978). elF5A é uma proteina pequena (16 a 18
kDa), abundante, altamente conservada entre as espécies (CHEN e LIU, 1997; KANG et al.,
1993; PARK et al., 1997) e esta presente em todas as células eucaridticas (PARK et al.,1993a;
PARK et al., 1997) e arquea (KLIER et al., 1993; PARK et al., 1997), mas ndo em bactérias. Em
Saccharomyces cerevisiae, elF5A é codificada pelo gene essencial TIF51A (HYP2) em condicOes
aerobicas. elF5A sofre uma modificacdo pds-traducional incomum, hipusinagdo, a qual foi
demonstrada como sendo essencial para a viabilidade celular (PARK et al., 1993b; PARK et al.,
1997; SHI et al., 1996).

A hipusinacdo de elF5A ocorre em duas etapas. Inicialmente, a enzima desoxi-hipusina
sintase (Dysl em levedura) transfere a parte aminobutil da poliamina espermidina para o
aminogrupo de um residuo especifico de lisina (residuo 51 na proteina de levedura) para formar
desoxi-hipusina. A seguir, uma outra enzima, chamada desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em
levedura), termina a formacdo do aminoacido hipusina e a maturacdo de elF5A (CHEN e LIU,
1997; KANG et al., 1993; KLIER et al., 1993; PARK et al., 1993a). O termo hipusina foi
originado a partir da relagdo com dois compostos: hidroxiputrescina e lisina (PARK et al.,
1993a). O residuo de lisina é modificado logo ap6s a proteina elF5A ser sintetizada, e o
aminodcido hipusina ndo é alterado ou removido até que a proteina seja degradada, revelando a
irreversibilidade de tal reacdo (PARK et al., 1993b).

elF5A tem sido associada com varios processos celulares, mas a funcdo bioldgica mais
precisa desse fator e seu modo de acdo ndao foram totalmente elucidados até o momento. Os
primeiros estudos sugeriram o envolvimento de elF5A na sintese de proteinas. No entanto, este
envolvimento foi comprometido com o estudo do efeito promovido na traducdo pela deplegéo de
elF5A em S. cerevisiae. A andlise da taxa de sintese protéica, durante a rapida deplecdo de
elF5A, revelou uma diminuicdo de apenas 30% na sintese protéica total (KANG e HERSHEY,
1994). Esses dados comprometem a definicdo de elF5A como um fator geral de inicio de
traducdo em eucariotos. Entretanto, foi proposto que este fator poderia estar envolvido na
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traducdo de mRNA especificos, provavelmente, mMRNAs que codificam proteinas envolvidas na
progressdo do ciclo celular (KANG e HERSHEY, 1994; PARK et al., 1997).

Esse envolvimento de elF5A na proliferacéo celular foi sugerido pela observagéo de que a
inibicdo de qualquer etapa da hipusinacao resulta no bloqueio da proliferacdo celular em cultura
de células de mamiferos (CARAGLIA et al., 2001). Em S. cerevisiae, foi verificado que a
deplecéo de elF5A provoca um aumento de células paradas na fase G1 do ciclo celular (KANG e
HERSHEY, 1994) e mutantes condicionais de TIF51A apresentaram defeito na polimerizacao de
actina, a qual é essencial para a transicdo G1/S nesse organismo (ZANELLI e VALENTINI,
2005). Ainda, o envolvimento de elF5A na progressdo do ciclo celular em leveduras foi
confirmado utilizando o mutante temperatura-sensivel tsL102A (CHARTTERJEE et al., 2006).

elF5A também foi envolvida com o transito de macromoléculas através do poro nuclear.
Diversos estudos mostraram que elF5A seria um cofator celular da proteina Rev de HIV-1,
proteina envolvida na exportacdo dos mensageiros tardios deste virus (RUHL et al., 1993;
BEVEC e HAUBER, 1997; ELFGANG et al., 1999; ROSORIUS et al., 1999). Esse
envolvimento tem sido muito questionado, pois, outros estudos ndo evidenciaram a relacdo de
elF5A com transporte nucleocitoplasmatico (SHI et al., 1997; HENDERSON e PERCIPALE,
1997; VALENTINI et al., 2002; JAO e CHEN, 2002).

Ainda, foi mostrado que elF5A pode estar envolvida no decaimento de RNA mensageiros.
Essa evidéncia surgiu em um rastreamento de leveduras temperatura-sensiveis que apresentavam
o fenoétipo de estabilizacdo de mRNAs na temperatura ndo permissiva (ZUK e JACOBSON,
1998). Os mutantes gerados no nosso laboratério tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3 também acumulam
MRNA na temperatura ndo permissiva. Entretanto, 0os nossos resultados sugerem que esse
possivel papel de elF5A seja secundario, pois o fenétipo de inibicdo do crescimento ndo se
correlaciona diretamente com o defeito na degradacdo de RNA mensageiros (VALENTINI et al.,
2002).

Recentemente, foi demonstrado que elF5A associa-se com a maquinaria de traducéo e
afeta a sintese protéica em leveduras (ZANELLI et al., 2006). Esse trabalho reconsidera o papel
de elF5A na traducdo e sugere que a funcdo desse fator esteja relacionada a etapa de elongagéo
ao invés do inicio da traducdo. A relagcdo de elF5A com a traducdo foi fortalecida por outros
resultados semelhantes de interacdo de elF5A com ribossomos 80S (JAO e CHEN, 2006).

Com o objetivo de contribuir para a determinagdo da funcdo desse importante fator, foi
realizado um rastreamento de letalidade sintética, buscando encontrar fatores celulares de funcéo

conhecida que interagem geneticamente com elF5A. O estudo foi realizado utilizando o mutante

29



INTRODUCAO

temperatura-sensivel tif51A-3 e revelou o gene YPT1 como sendo sinteticamente letal com
TIF51A (FRIGIERI, 2002).

O gene YPTL1 (“yeast protein transport 1) de S. cerevisiae, inicialmente chamado de YP2
(“yeast protein 2”), foi identificado em 1983 (GALLWITZ et al., 1983). Este gene esta presente
no cromossomo VI e codifica uma proteina formada por 206 aminodcidos, a qual exibe
similaridade com as proteinas Ras de mamiferos (SEGEV e BOTSTEIN, 1987). Devido a esse
fato, as proteinas codificadas pelos genes YPT sdo também conhecidas como “Ras-like
GTPases”. Os genes YPT possuem homologos em mamiferos chamados de rab (“ras-like in rat
brain”), os quais codificam proteinas envolvidas no transporte vesicular e relacionadas com a
dindmica de organelas (MARTINEZ e GOUD, 1998).

Nas vias exocitica e endocitica de células eucaridticas, proteinas e membranas sao
transportadas através de uma série de compartimentos. Esse transporte sucessivo entre 0s
diferentes compartimentos é mediado por vesiculas que emergem do compartimento doador e se
fundem ao compartimento alvo (SEGEV, 2001). A vesicula deve reconhecer especificamente a
membrana alvo, através de interacOes entre pares Unicos de proteinas envolvidas com transporte
vesicular. As proteinas codificadas pelos genes YPT/Rabs estariam envolvidas na etapa de
reconhecimento especifico da membrana alvo (Figura 1).

Mais de 60 proteinas Rabs foram identificadas em mamiferos (LAFOURCADE et al,
2004). Em leveduras, apenas 11 proteinas Ypts foram identificadas, sendo elas: Yptl, Sec4,
Ypt6, Ypt7, Yptl0, Yptll, Ypt3l, Ypt32, Yptsl Ypt52 e Ypts3 (MARTINEZ e GOUD, 1998;
SEGEV, 2001). Na Tabela 1 é possivel conferir a localizagdo destas proteinas na via secretéria. A
proteina Yptl foi envolvida no transporte de vesiculas que emergem do reticulo endoplasmatico e
fundem com o complexo de Golgi (CLAGUE, 1998). Somente duas das proteinas Ypts (Yptl e
Sec4) séo essenciais para o crescimento celular em leveduras (ALORY e BALCH, 2001).

Ypt/Rab GTPases sdao modificadas pds-traducionalmente pela adi¢cdo de grupos geranil-
geranil (20 carbonos) em duas cisteinas presentes na regido carboxi-terminal. Essa modificacdo
possibilita uma forte associacdo das Ypt/Rab GTPases com a membrana. Assim como outras
GTPases, as proteinas Ypt/Rab circulam entre um estado ativo, quando ligadas a GTP, e um
estado inativo, quando ligadas a GDP. A ligagdo das proteinas Ypt/Rab com GTP/GDP e
controlada por outras proteinas: as GAPs (“GTPase activating proteins”), que aceleram a
hidrolise de GTP, as GEFs (“guanine nucleotide exchange factors”), que catalisam a troca de
GDP por GTP, e as GDIs (“GDP dissociation inhibitor”), as quais inibem a dissociacdo de GDP
(SEACHRIST e FERGUSON, 2003).
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Um esquema do mecanismo de acdo e regulacdo das proteinas Ypt/Rabs pode ser
verificado na Figura 2. Na etapa 1, a proteina Ypt/Rab nascente forma um complexo estavel com
a proteina REP (“Rab Escort Protein™). Esse complexo é reconhecido por uma enzima prenil
transferase heterodimérica, a geranilgeranil transferase tipo I (GGTrll), a qual cataliza a ligacdo
de grupos geranil. Quando sdo adicionados esses grupos na segunda cisteina, a enzima perde a
afinidade e se desliga do complexo. REP, entdo, direciona a proteina Rab para a membrana
(PEREIRA-LEAL et al., 2001). Numa segunda etapa, uma GEF catalisa a troca de GDP por GTP
tornando Ypt/Rab ativa (JONES et al., 1998; MARTINEZ e GOUD, 1998). Na membrana alvo,
ocorre a terceira etapa, Ypt/Rab interage com seus efetores ativando direta ou indiretamente t-
SNARE, recrutando fatores de “docking” e ativando receptores para ligacdo com fatores de
“tethering” (SAPPERSTEIN et al., 1996; FERRO-NOVICK e KAISER, 1998). Durante ou apés
a acdo das proteinas Ypt/Rabs, uma GAP estimula a hidrolise do GTP, completando a quarta
etapa. A seguir, uma GDI reconhece essa forma inativa e se liga a ela (etapa 5). O recrutamento
de GDI provavelmente ocorre por acdo do fator RRF (“Rab recycling factor”) (ALORY e
BALCH, 2001). Esse complexo fica estavel no citosol até que é reconhecido por um GDF (“GDI
displacent factor”) que desfaz o complexo. Dessa forma, Ypt/Rab GDP expbe seus grupos geranil
e se associa novamente com a membrana doadora para iniciar um novo ciclo (RAK et al., 2003)
(etapa 6). Durante o reconhecimento de Ypt/Rab GDP por GDI, ocorre a formagdo de uma
cavidade hidrofobica que abriga a porcdo isoprendide e a consequente solubilizacdo da Ypt/Rab
GTPase (Figura 3).

Varios alelos mutados de YPT1 foram obtidos e caracterizados, entre eles, yptl-1, yptl-2,
yptl-3 e yptl-A136D (SEGEV e BOTSTEIN, 1987; BACON et al., 1989; JEDD et al., 1995;
FINGER e NOVICK, 2000; DU e NOVICK, 2001). O estudo desses mutantes mostrou que
alteracdes no gene YPT1 inibem o crescimento celular (vegetativo e a viabilidade dos esporos), a
secrecdo de proteinas e causam acumulo intracelular de vesiculas (SEGEV e BOTSTEIN, 1987;
JEDD et al., 1995).

O encontro da letalidade sintética entre tif51A-3 e yptl € interessante, pois passa a
envolver direta ou indiretamente a proteina elF5A com via secretéria. A situacdo de letalidade
sintetica pode revelar que as proteinas codificadas por esses genes possuem funcées redundantes
ou interagem fisicamente, ou ainda, fazem parte de um mesmo processo metabdlico. Desta forma,
elF5A poderia estar envolvida com a via secretoria, e por essa razdo, a ocorréncia de uma
mutacdo em um outro gene relacionado com esta via, YPT1, geraria a letalidade sintética

observada. Dessa forma, o presente estudo envolveu a andlise funcional entre esses dois fatores,
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procurando verificar a relagdo funcional entre elF5A, fator envolvido no processo de traducgéo, e

Yptl, fator associado com a via secretoria.
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FIGURA 1 - Esquema simplificado da acdo das proteinas Ypt/Rabs. A fusdo vesicular é
mediada pela formacdo do complexo SNARE (“soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
aceptor receptor”), no qual ocorre a ligagdo entre pares especificos de v-SNAREs (vesicular) e t-
SNAREs (target) na vesicula e na membrana alvo, respectivamente. Proteinas Rab/Ypt que ligam
GTP séo necessarias para facilitar a formagdo de complexos v-SNARE/t-SNARE. Ap6s a fusdo
das membranas, as proteinas NSF (“N-ethylmaleimide-sensitive factor”)/SNAP (“soluble NSF

attachment protein”) desacoplam o complexo SNARE (COOPER, 2001).
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TABELA 1 - Localizagdo e fungdo das proteinas Ypts e Rabs identificadas em leveduras e

mamiferos, respectivamente.

Funcéo/Localizacdo Ypts Rabs
Exocitose
RE-Golgi Yptl Rabla, Rablb,Rab2
Golgi-RE Rab6, Rab6b
Intra-Golgi Y pt6 Rabl, Rab6, Rab6b
Trans-Golgi-Membrana Ypt31, Ypt32, Secd Rablla,b
Plasmaética

Associadas ao Golgi (etapa
desconhecida)

Rab10, Rab12, Rab30, Rab33b

Endocitose

Membrana Plasmatica-
Endossomo Primario

Rab5a,b,c

Endossomo Primario-
Membrana Plasmatica

Rab4, Rab15, Rab18

Endossomo Primario- Ypt51/Vps21, Ypt52, Rab7
Endossomo Tardio Ypt53
Trans-Golgi- Endossomo Tardio Ypt51/Vps21, Ypt52,

Ypt53
Endossomo Tardio-Lisossomo Ypt7 Rab7
Endossomo Tardio-Trans-Golgi Ypt6 Rab9, Rabl1la,b

Associadas ao Endossomo
(etapa desconhecida)

Rab22a,b Rab25

Funcdes Especializadas

Regulacéo da secrecdo

Fusdo da Vesicula Sinaptica Rab3a,b,c,d
com a Membrana Plasmatica
Exocitose de granulos Rab8b

Associadas a secrecdo de
granulos

Rab26, Rab37

Secrecdo Polarizada

Trans-Golgi-Membrana Rab8
Basolateral

Trans-Golgi-Membrana Apical Rab21
Tight Junction Rab13
Transcitose Rabl17
Associadas ao Fagossomo Rabl4
Transporte de Melanossomo Rab27a,b

Funcdes desconhecidas

Ypt10 (Golgi), Yptll
(Mitocondria, Broto)

Rab4b, Rab19, Rab20, Rab24, Rab28,
Rab7L1/ Rab29, Rab30, Rab31,
Rab32, Rab33a, Rah/Rab34, Rab35,
Rab36, Rab38, Rab39,
CAB09136/Rab40a,
AAA17031/Rab40b

Fonte: SEGEV, 2001.
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FIGURA 2 - Mecanismo de acéo e regulacdo das Ypt/Rab GTPases. Inicialmente, a proteina
Ypt/Rab nascente forma um complexo estdvel com a proteina REP, o qual é reconhecido pela
enzima geranilgeranil transferase tipo Il (GGTrll), catalizando a ligacdo de grupos geranil e,
assim, a proteina Rab é direcionada para a membrana (etapa 1). A seguir, ocorre a troca de GDP
para GTP por acdo de uma GEF (etapa 2). A forma ativada das proteinas YPT/Rab recruta fatores
que auxiliardo na etapa de fusdo (etapa 3). Durante a fusdo, ocorre a hidrolise de GTP, por a¢édo
de uma proteina GAP (etapa 4). Ocorre o recrutamento de GDI (provavelmente através de RRF),
0 qual retira as proteinas YPT/Rab da membrana (etapa 5). Finalmente, as proteinas YPT/Rab
citosdlicas complexadas com GDI e ligadas a GDP sdo transferidas para a membrana com o
auxilio de um fator (GDF) e um novo ciclo é iniciado (Adaptado de ALORY e BALCH, 2001).
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FIGURA 3 - Esquema da acdo de GDI. (A) Proteina Ypt/Rab ligada a GDP associada com a
membrana. (B) Interacdo com GDI e inicio da mudanca conformacional. (C) Formacdo de uma
cavidade que abriga a porcao isoprendide e a solubilizagdo da Ypt/Rab GTPase. (D) Formagédo do
complexo soltvel Rab/GDI (RAK et al., 2003).
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2—- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

O objetivo geral do projeto foi contribuir para a determinacdo da funcao do fator de inicio
de traducdo 5A (elF5A), através do estudo da interacdo genética revelada por letalidade sintética
entre TIF51A e YPT1.

2.2- Objetivos Especificos:
2.2.1 - Confirmacdo da letalidade sintética entre o alelo mutado de YPT1 e tif51A-3;

2.2.2- Caracterizacdo do mutante contendo o alelo de YPT1 revelado como letal sintético
com tif51A-3;

2.2.3- Verificacdo da existéncia de interacdo fisica entre Yptl e elF5A,;

2.2.4- Analise do funcionamento da via secretdria no novo mutante de YPT1 e nos mutantes

de TIF51A;

2.2.5- Avaliacdo da localizacdo subcelular de elF5A e Yptl;

2.2.6- Analise da sensibilidade a inibidores de traducdo dos mutantes de YPT1;

2.2.7- Verificacdo da existéncia de novas interacdes genéticas entre TIF51A e YPT1.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- MATERIAL:

As leveduras utilizadas nos experimentos descritos nesta tese estdo listadas na Tabela 2.
Da mesma forma, os plasmideos e os oligonucleotideos utilizados estdo listados nas Tabelas 3 e
4, respectivamente.

O preparo de meios de cultura, solucdes e o cultivo das linhagens de S. cerevisiae e E. coli
seguiram procedimentos padrdo (GUTHRIE e FINK, 1991; SAMBROOK et al.,, 2001;
AUSUBEL et al., 2004).

3.2 - METODOS:

3.2.1 - Subclonagem de DNA

3.2.1.1- Digestdo de plasmideos:

Os plasmideos de interesse foram digeridos em um volume de 20uL, utilizando as
condicdes recomendadas para as diferentes enzimas de restricdo (New England Biolabs).

3.2.1.2- Desfosforilagdo do vetor (quando necessario):

Ap0s digestdo do vetor, foram adicionadas 5-10 unidades de fosfatase alcalina (CIAP-Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase) e a reacdo incubada a 37°C por 30 minutos. A reacdo foi
interrompida por aquecimento a 75°C por 10 minutos.

3.2.1.3- Purificagdo de inserto e vetor:

Apos digestdo dos plasmideos e realizagdo das modificacdes necessérias, os produtos
obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE (Tris 40mM; &cido
acetico glacial 0,11%; EDTA 1mM), contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio. Ao DNA foi
adicionado tampdo de amostra (azul de bromofenol 0,125%; xileno cianol 0,125%; glicerol 50%)
e a solucdo foi aplicada no gel. O gel foi submetido a voltagem de 80V. O DNA foi visualizado
utilizando luz ultravioleta e a imagem documentada utilizando o aparelho Alphalmager 2200
(Alpha Innotech Corporation). Os fragmentos desejados foram purificados utilizando o kit
“QIAquick Gel Extraction” da Qiagen.
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3.2.1.4- Reacdo de ligacéo:

Os fragmentos (vetor e inserto) apos a purificacdo, foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 0,8% para avaliar a pureza e estimar a concentracdo dos mesmos. A reacdo de ligacdo
foi realizada utilizando um volume final de 10uL, tampdo apropriado, um excesso de inserto em
relacdo ao vetor (usualmente 10 vezes) e 200-400 unidades de T4 DNA ligase. A reacdo foi

incubada a 16°C por 4-24 horas.

3.2.2 — Clonagem génica

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,2mL
contendo 1uM de cada oligonucleotideo; 20 a 40ng de DNA plasmidial ou 1uL, de DNA
gendmico de levedura resultante da preparagdo descrita no item 3.2.6; 0,4pL da enzima Hifi
(Invitrogen) e 2uL de uma mistura de desoxirribonucleotideos (10mM cada), num volume final
de reacdo de 50uL. As condicOes das reacOes foram estabelecidas de acordo com o0s
oligonucleotideos utilizados nas diferentes reacdes. Apds o ultimo ciclo, a reacdo foi mantida a
72°C por 5 minutos e, a seguir, a 4°C até o momento da proxima etapa. Os produtos da reacéo
foram analizados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o Kit “QIlAquick PCR Purification”
da Qiagen e submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo, de acordo com o sitio de
restricdo gerados pelos oligonucleotideos e seguindo as condi¢des recomendadas pelo fabricante
(New England Biolabs). Os produtos de digestdo foram purificados apds eletroforese em gel de
agarose 0,8%, utilizando o kit “QIlAquick Gel Extraction” da Qiagen. A reagéo de ligagdo com o

vetor adequado foi realizada de acordo com o item 3.2.1.4.

3.2.3 — Transformacéo bacteriana

3.2.3.1 — Preparacdo de E. coli competente:

Uma colonia da cepa de E. coli desejada foi crescida em 5mL de meio LB (extrato de
levedura 5g/L; NaCl 10g/L; triptona 10g/L) a 37°C, durante 16 horas e sob agitacdo. No outro
dia, a cultura foi diluida (1:100) em 100mL de meio fresco e crescida a 37°C, sob agitacao até
atingir D.O.600nm=0,3-0,5. A cultura bacteriana foi resfriada em banho de gelo e centrifugada a
1.600xg a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
suspensas em 20mL de cloreto de calcio 100mM gelado. As células foram incubadas no gelo por

20 minutos. A seguir, a suspensdo bacteriana foi centrifugada a 1.600xg por 10 minutos a 4°C. O
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sobrenadante foi desprezado e as celulas foram suspensas em 2-4mL de cloreto de célcio 100mM
gelado. Novamente, as células foram mantidas no gelo por 1-24 horas. A suspensdo celular foi
congelada em aliquotas individuais de 100-200uL a -80°C, em glicerol 20%.

3.2.3.2- Transformacgéo:

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

ampicilina 50ug/mL) e incubadas a 37°C até a obtencdo de coldnias.

3.2.4 — Preparacdo de plasmideos a partir de E. coli

3.2.4.1- Em pequena escala — Miniprep:

Bactérias contendo os plasmideos de interesse foram inoculadas em 3mL de meio LB
contendo 50pg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C por aproximadamente 16 horas, sob
agitacdo constante. Um volume da cultura (1,5mL) foi centrifugado por 1 minuto a 12.000xg. As
células foram suspensas em 200 pL de TE (Tris 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0). Foram
adicionados 200uL de solugdo NaOH/SDS (NaOH 0,2M; SDS 1%), incubando-se por 5 minutos
a 37°C. Em seguida foram adicionados 150uL de acetato de sédio 3M pH 4,8. O tubo foi
invertido varias vezes e centrifugado por 6 minutos a 12.000xg. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e, a seguir, foi adicionado isopropanol (3 vezes o volume da amostra). Apés
incubacdo de 5 minutos a 37°C, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 12.000xg. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 75%. Depois de seco, 0
DNA foi suspenso em 50uL de TE pH 8,0.

3.2.4.2- Em média escala — Midiprep:

Uma col6nia de bactéria transformada com o plasmideo desejado foi inoculada em 25mL
de meio seletivo (LB adicionado de ampicilina 50ug/mL) e incubada a 37°C durante 16 horas,
sob agitacdo. Os plasmideos foram extraidos e purificados por lise alcalina, utilizando o kit
“QIAfilter Plasmid Midi” da Qiagen.
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3.2.5 - Transformagéo de leveduras

Inicialmente, uma col6nia de levedura foi inoculada em 10mL de meio de cultura
apropriado e incubada a 25°C sob agitacdo até atingir a concentracdo de 2,0 x 107 células/mL. A
seguir, ImL da cultura foi centrifugado a 3.000xg por 5 minutos e as células lavadas com agua
estéril. Apos centrifugacéo, as células foram suspensas em 1mL de solu¢do 100mM de acetato de
litio e incubadas por 15 minutos a 25°C. Coletou-se novamente as células por centrifugacdo e em
cada tubo foram adicionados, na seguinte ordem, 240uL de polietilenoglicol 50%, 36uL de
acetato de litio 1M, 50uL de DNA de esperma de salmao, 5uL de plasmideo e 20uL de &gua. Os
tubos foram entdo agitados vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubados a 25°C por 30
minutos. O choque térmico foi dado incubando-se o tubo a 37°C por 20 minutos. As células
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. A seguir, as mesmas foram suspensas em 200pL

de agua estéril, plaqueadas em meio seletivo e incubadas a 25°C até o aparecimento das col6nias.

3.2.6 - Extrac@o de DNA gendmico de leveduras

Leveduras foram crescidas até a saturacdo em 10mL de meio YPD liquido a 30°C, sob
agitacdo. O volume total de cultura foi submetido a centrifugacdo a 3.000xg por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 500uL de agua Milli-Q e
transferidas para um tubo de microcentrifuga. O tubo foi submetido a centrifugacdo a 13.000xg
por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas no liquido residual. A
esse tubo foram adicionados 200uL de tampédo de lise (Triton X-100 2%; SDS 1%; NaCl
100mM; Tris-HCI pH 8,0 10mM; EDTA 1mM), 200uL de PCI (Fenol:Cloroférmio:Alcool
isoamilico-25:24:1) e aproximadamente 300mg de contas de vidro. A mistura foi agitada em
vortex por 3 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200uL de TE pH 8,0. O tubo foi
agitado em vortex e submetido a centrifugacdo a 13.400xg por 5 minutos. Apds esse
procedimento, a fase aquosa foi transferida para um tubo de microcentrifuga ao qual foram
adicionados 200uL de PCI. A mistura foi agitada novamente e submetida a centrifugacao
13.400xg por 5 minutos e a fase aquosa transferida para um novo tubo de microcentrifuga. Esse
procedimento de extracdo foi repetido duas vezes. A seguir, foi adicionado ao tubo 1mL de etanol
absoluto gelado e o conteudo foi homogeneizado por inversdo. O tubo foi centrifugado a
13.400xg por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi suspenso em
400uL de TE pH 8,0 e foram adicionados 3uL de RNase A (10mg/mL). A suspensdo foi

incubada por 30 minutos a 37°C. Em seguida foram adicionados 200uL de PCI e o tubo foi
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agitado brevemente em vortex. A mistura foi submetida a centrifugagdo por 13.400xg por 5
minutos a 4°C e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga. Ao tubo
foram adicionados 10uL de acetato de amdnio 4M e 1mL de etanol absoluto gelado. Os tubos
foram misturados por inversdo e centrifugados a 13.400xg por 2 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado com 400uL de etanol 75% gelado. Ap6s a secagem 0
precipitado foi suspenso em 50uL de TE pH 8,0. O DNA gendmico foi armazenado em freezer a
-20°C.

3.2.7 — Sequenciamento de DNA

Amostras de DNA genémico foram submetidas a reacdo de PCR utilizando primers que
hibridizam nas regides flanqueadoras de YPT1 (SVO195 e SV0196). O produto da reacdo de
amplificacdo foi submetido ao sequenciamento utilizando o kit “Big Dye Terminator” e o

sequenciador semi-automatico ABI 377 (Applied Biosystems).

3.2.8 — Southern blot

Diferentes amostras de DNA genémico previamente digeridas com diferentes enzimas de
restricio (New England Biolabs) foram separadas em gel de agarose 0,8%. Apos
fotodocumentacédo, o gel foi tratado com solucdo de despurinacdo (HCI 250 mM) por 10-12
minutos, seguido de lavagem com agua destilada. A seguir, o gel foi tratado com solucédo
desnaturante (NaCl 1,5 mM; NaOH 0,5 mM), lavado em agua destilada e neutralizado com
solucdo neutralizante (NaCl 1,5 mM; Tris-HCI 0,5M pH 7,5). Os DNAs fracionados foram
transferidos por capilaridade para uma membrana de nylon (Hybond N*- Armeshan). Apds
fixacdo do DNA com luz ultravioleta, por 2 minutos, as membranas foram incubadas por 1 hora a
42°C em solucéo de pré-hibridizacéo (Kit ECL™ — Amersham). A sonda foi preparada, seguindo
as recomendacdes do fabricante (Kit ECL™ — Amersham), utilizando um fragmento contendo o
gene YPTL, obtido por PCR através do emprego dos oligonucleotideos SVO193 e SVO194. A
reacéo de hibridizacdo foi realizada por 16 horas a 42°C. A seguir, a membrana foi lavada uma
vez por 20 minutos e duas vezes por 10 minutos em condicdes diferenciadas de rigor (42°C em
tampéo de lavagem primario 0,2X SSC contendo uréia ou a temperatura ambiente em tampdo de
lavagem primario 1X SSC sem uréia). Posteriormente, a membrana foi lavada duas vezes por 5
minutos a temperatura ambiente em solugdo 20X SSC. A seguir, a membrana foi tratada com

reagentes quimioluminescentes (Kit ECL™ — Amersham) e submetida & autorradiografia.
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3.2.9- Western blot

As amostras protéicas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando tampé&o
de transferéncia (Tris-HCI 24,8mM; glicina 192mM) e tensdo de 100V por 60 minutos. A
transferéncia foi avaliada por coloragdo com Ponceau-S. A membrana foi bloqueada a
temperatura ambiente por 60 minutos em tampdo PBST (PBS 1X; Tween-20 0,25%) contendo
5% de leite desnatado sob agitacdo. A membrana foi entdo incubada por 1 hora a temperatura
ambiente com uma diluicdo adequada de soro imune em PBST contendo 5 % de leite desnatado.
Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes por cinco minutos com PBST. A seguir, a
membrana foi incubada por 45 minutos com anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase, em
PBST contendo 5 % de leite desnatado. Apos trés novas lavagens de cinco minutos com PBST, a
membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes (ECL-Amersham Biosciences) e
exposta a filme de raios-X.

3.2.10 — Cruzamento e esporulacéo de leveduras
3.2.10.1- Cruzamento:

As cepas haploides de S. cerevisiae desejadas foram cruzadas na superficie de agar YPD e
incubadas por 16 horas a 25°C. A selecdo dos dipldides foi realizada pela transferéncia, com
veludo estéril, do crescimento obtido na placa de YPD para a placa de meio duplo seletivo, de
acordo com as marcas auxotroficas. As placas foram incubadas a 25°C. Apos o crescimento, 0s
dipldides foram isolados em meio seletivo duplo.

3.2.10.2- Esporulacao:

Os diploides foram crescidos em meio S-SPO liquido (2,59 de extrato de levedura; 15¢g
acetato de potassio; 40mg de adenina, uracil e tirosina; 20mg de histidina, leucina, lisina,
triptofano, metionina e arginina; 100mg de fenilalanina e 350mg de treonina em 1 litro de 4gua
destilada) a 25°C, sob agitacdo até a formacdo de ascos. O aparecimento de ascos ocorreu apos 3-
5 dias.
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3.2.11 - Dissecgao e caracterizagdo de tétrades

Foram centrifugados momentaneamente 200-1000uL da cultura submetida & esporulacéo.
Apos a remogdo do sobrenadante, as células foram suspensas em 100uL de sorbitol 20%. Entdo,
foram adicionados 3uL de zimoliase (10mg/mL) e a reacdo foi incubada a temperatura ambiente
por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 1mL de sorbitol 20% e as células foram mantidas em
gelo até a dissec¢do. Os ascos foram dissecados em microscopio de disseccdo, utilizando placa de
meio YPD, a qual foi incubada a 25°C até a obtencdo de coldnias. O genétipo das células
haploides obtidas foi caracterizado utilizando diferentes meios de cultura seletivos. O fator de
acasalamento foi definido atraves do cruzamento com cepas de fator de acasalamento conhecido
e selecdo dos diploides em meio seletivo. O fendtipo temperatura-sensivel foi checado pelo

crescimento em meio YPD em diferentes temperaturas de incubag&o.

3.2.12 - Ensaio de expressado do gene de proteina de fusdo com GST em bactéria

Um pré-inoculo de 5mL de meio LB liquido contendo o antibi6tico de selecdo plasmidial
adequado foi feito com uma coldnia de E. coli transformada com o plasmideo que permite a
expressao de proteina de fusdo com GST. Apoés crescimento a 37°C sob agitacdo por 16 horas, a
cultura foi diluida 1:200 em 25mL de meio de cultura fresco e crescida nas mesmas condicdes até
atingir a D.O.g00nm = 0,6. Ap0s esse crescimento, uma amostra de 400uL foi retirada da cultura, as
células coletadas por centrifugacdo 12.000xg por 1 minuto e suspensas em 40uL de tampé&o de
amostra para proteina. No restante da cultura foi induzida a expressdo do gene recombinante com
0,4mM de IPTG e 400uL de amostra foram retirados apds 1, 2 e 3 horas de crescimento. Da
mesma forma, as células foram coletadas por centrifugacéo e suspensas em 60uL, 80uL e 110uL
de tampao de amostra para proteina, respectivamente. As amostras foram fervidas a 96°C por 5
minutos e submetidas a SDS-PAGE.

3.2.13 - Producéo e purificacdo de proteina em fusdo com GST

Foi utilizado um pré-in6culo de 50mL de meio LB liquido, acrescido de ampicilina
(50ug/mL), a 37°C durante 16 horas sob agitacdo. Em seguida, a cultura foi diluida 1:10 em
1000mL de meio de cultura fresco e crescida nas mesmas condi¢des até atingir a D.0O.g00nm=0,6.
Neste momento, a cultura foi induzida com 0,4mM de IPTG e, apos 3 horas de incubacdo, a
cultura foi centrifugada a 4.000xg por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. A

seguir, as células foram lavadas em 250mL de PBS gelado e centrifugadas a 4.000xg por 20
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minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a lavagem repetida. As células foram

armazenadas a -80°C.

As células foram descongeladas em gelo e lisadas em tamp&o de lise (Tris-HCI pH7,5
50mM; DTT 2mM; EDTA 10mM; PMSF 2mM; 1X coquetel de inibidores de proteases -
Roche). Para a lise celular, a suspensdo foi submetida a sonicagdo, em gelo, a ciclos de 4s de
sonicacdo e 10s de repouso, durante 2 minutos, numa amplitude de 60%. O lisado foi ent&o
centrifugado a 20.000xg por 20 minutos e o sobrenadante filtrado em filtro de 0,45um. O lisado
clarificado e filtrado foi submetido a cromatografia de afinidade utilizando-se uma coluna de
glutationa-Sepharose GSTrap 5mL e o sistema cromatografico AKTA FPLC (Amersham
Biosciences). O procedimento para purificagdo foi realizado como descrito pelo fabricante.
Resumidamente, apds a aplicacdo da amostra na coluna, esta foi lavada com aproximadadmente
50mL de tampdo PBS pH7,4. Em seguida, foi feita a eluicdo da proteina de fusdo com 25mL de
tampao de eluicdo (Tris-HCI pH8,0 100mM; glutationa reduzida 10mM). As fracGes obtidas da
cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE em gel de acrilamida 12% e coradas com
Coomassie. As fragdes obtidas da cromatografia que continham a proteina foram reunidas e
submetidas a dialise em membrana SpectraPor (Spectrum) com poro de selecdo de 12-14.000Da
em 2L de tampdo PBS pH7,4 por 16 horas a 4°C. Apos dialise, amostras de proteina foram
submetidas a clivagem por trombina. Para isso, foi adicionado 0,5 U de trombina por mg de
proteina e a reacdo incubada a temperatura ambiente por 3 horas. O produto da digestdo foi
submetido a nova cromatografia de afinidade para a remocéo de GST e purificacdo da proteina

livre.

3.2.14 - Producéo de anticorpo policlonal anti-Yptl em coelhos

A proteina Yptl purificada foi utilizada na imunizacdo de coelhos, utilizando o seguinte

esquema:

- Primeira inoculacdo: Um volume de solucdo contendo 300ug de proteina foi
homogeneizado com o mesmo volume de adjuvante completo de Freund. A emulsdo obtida foi

inoculada na regido dorsal do coelho por via intradérmica, em diferentes pontos.

- Segunda inoculacédo: 21 dias ap0s a primeira inoculagdo, um volume de solugédo contendo
300ug de proteina foi homogeneizado com o mesmo volume de adjuvante incompleto de Freund.

O material foi inoculado na regido dorsal do coelho por via subcutanea, em diferentes pontos.
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- Primeira sangria: 11 dias apds a segunda inoculacdo foram coletados 15mL de sangue
periférico do coelho.

- Terceira inoculagdo: 10 dias ap6s a primeira sangria, a mesma quantidade de proteina foi
inoculada no coelho da mesma forma como descrito na segunda inoculacao.

- Segunda sangria: 11 dias ap6s a terceira inoculacdo foram coletados 15mL de sangue
periférico do coelho.

- Quarta inoculagdo: 10 dias ap6s a segunda sangria, a mesma quantidade de proteina foi
inoculada no coelho da mesma forma como descrito na segunda inoculacao.

- Terceira sangria: 11 dias apds a quarta inoculacdo foram coletados 50mL de sangue
periférico do coelho.

Os soros obtidos das trés sangrias foram preparados e testados em diferentes dilui¢bes por

western blot utilizando extrato total de levedura selvagem.

3.2.15 - Ensaio de expressdo do gene de proteina de fusdo com GST em levedura

Inicialmente, as linhagens de S. cerevisiae, contendo as construgdes plasmidiais para
expressdo dos genes de interesse em fusdo com GST, foram incubadas em 5mL de meio SC-Ura,
acrescido de glicose 2%, a 30°C por 24 horas. As culturas foram diluidas em 100mL de meio SC-
Ura contendo 2% de rafinose para obtencdo da D.0.500nm=0,016 €, em seguida, incubadas a 30°C.
O crescimento foi acompanhado até que atingisse D.O.g00nm=0,4-0,5. Uma aliquota de 10mL foi
retirada da cultura de maior densidade dptica, sendo as outras normalizadas em relagéo a esta. A
expressao do gene da proteina de fusdo com GST foi entdo induzida pela adi¢do, ao restante da
cultura, de galactose na concentracdo final de 2%. As culturas foram incubadas a 30°C por 3
horas. Uma nova aliquota de volume normalizado foi removida para obter a mesma quantidade
de células presentes nas aliquotas anteriores. As aliquotas, por sua vez, foram centrifugadas e os
sobrenadantes removidos. Para checar a expressdo das proteinas de fusdo com GST através de
ensaio de western blot, as aliquotas foram adicionadas de 200uL de tampdo de amostra (2X) e de
300mg de pérolas de vidro, submetidas a agitacdo vigorosa por 10 minutos a 4°C e entéo fervidas

por 5 minutos.

3.2.16 - Ensaio de interacdo fisica por copurificacéo

O gene YPT1 foi clonado em fusdo com o gene que codifica a proteina GST em um
plasmideo que possui regulacao de expressdo por galactose, marca auxotréfica URAS3 e origem de
replicacdo 2u. A linhagem de interesse foi transformada com esse plasmideo e crescida em meio
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solido seletivo com glicose 2%. Entdo, foi feita pré-cultura desta levedura em meio liquido
seletivo com glicose 2%, a 30°C durante 16 horas. Esta foi diluida para D.O.s0onm=0,016, em
500ml de meio liquido seletivo com rafinose 2% e incubada a 30°C até atingir D.O.eoonm= 0,4-
0,5. Em seguida foi feita entdo a indugédo da producdo da proteina de fusdo, pela adi¢do de 50ml
de galactose a 20%, por 3 horas. As células foram centrifugadas a 2.500xg por 7 minutos a 4°C e
lavadas duas vezes com PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na,HPO, 10,1mM; KH,PO, 1,8mM
pH7,4) gelado. Apds pesagem, as células foram congeladas a -80°C. Apds o descongelamento em
gelo, as células foram suspensas (volume em mL igual ao peso em gramas) em Tampéo A (Hepes
30mM pH7,5; acetato de potassio 100mM; acetato de magnésio 2mM) acrescido de -
mercaptoetanol 7mM, PMSF 1mM e 5ug/mL dos seguintes inibidores de protease: pepstatina,
leupeptina, aprotinina e quimostatina (Sigma). Pérolas de vidro foram adicionadas em quantidade
igual ao peso das células. Para romper as células o tubo foi agitado vigorosamente (agitacdo
manual) durante um minuto, descansando no gelo por um minuto e 0 processo repetido por 4
vezes. O extrato foi clarificado por centrifugagdo a 23.000xg por 20 minutos a 4°C e quantificado
pelo método de Bradford (BioRad).

Em tubo de 1,5mL gelado contendo 300uL de resina glutationa-sepharose (suspensao 50%)
foram adicionados 5-10mg de extrato celular. Apés incubacdo de uma hora a 4°C com agitagdo
lenta, a resina foi lavada 5 vezes com 1mL de Tampédo A. A resina foi fervida com 100uL de
tampdo de amostra (2X) para SDS-PAGE. Um volume de 10uL foi aplicado em gel SDS-PAGE

12% e a copurificacdo checada por western blot.

3.2.17 — Ensaio de monitoracdo do processamento da proteina carboxipeptidade Y
(CPY)
A levedura selvagem e os mutantes de interesse foram crescidos na temperatura permissiva
e ndo permissiva por 4 horas. As células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas e lisadas com
contas de vidro. Os lisados celulares obtidos foram submetidos ao ensaio de western blot, usando

anticorpo policlonal anti-CPY (ROCKLAND Immunochemicals for Research).

3.2.18 — Fracionamento subcelular

As leveduras de interesse foram cultivadas durante 16 horas. As células foram
centrifugadas a 2.500xg por 5 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com PBS (NaCl 137mM; KCI
2,7/mM; Na,HPO, 10,1mM; KH,PO, 1,8mM pH7,4) gelado. A seguir, as células foram
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congeladas a -80°C. Apbs o descongelamento em gelo, as células foram suspensas em 1mL de
tampdo RB (Hepes 20mM pH7,5; acetato de potassio 50mM; cloreto de magnésio 5mM; DTT
1mM; sorbitol 200mM; EDTA 1mM) acrescido de inibidores de protease (“EDTA-free,
Complete Protease Inhibitors Cocktail” — Roche). Para romper as células, pérolas de vidro foram
adicionadas e o tubo foi colocado no aparelho Fastprep (velocidade 6,0 e dois ciclos de 20
segundos). O extrato foi clarificado por centrifugacdo a 5.000xg por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi centrifugado a 100.000xg, por 30 minutos a 4°C em ultracentrifuga
Beckmam, rotor 50Ti. Os precipitados obtidos foram suspensos em 100uL de tampdo RB e

quantificados pelo método de Bradford (BioRad).

3.2.19 - Extracao de ribossomos das membranas do reticulo endoplasmatico

Em trés tubos de microcentrifuga foram adicionados 50mg de proteinas de membranas da
levedura selvagem, obtidas no fracionamento subcelular. Essas membranas foram suspensas em
1mL de tampdo B88 (Hepes 20mM pH6,8; cloreto de potassio 150mM; acetato de magnésio
5mM; sorbitol 250mM), tampéao B88 adicionado de 10mM de EDTA ou tamp&o B88 adicionado
de 100pg/mL de RNase A. As amostras foram incubadas na temperatura ambiente, por 20
minutos e centrifugadas a 100.000xg, por 30 minutos a 4°C em ultracentrifuga Beckmam, rotor
50Ti. Ao precipitado foram adicionados 150uL de tampdo de amostra. As proteinas do
sobrenadante foram precipitadas com &cido tricloacetico e suspensas em150uL de tampéo de

amostra. A seguir, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE e western blot.

3.2.20 - Teste de sensibilidade a inibidores de sintese proteica

As leveduras foram crescidas em 10mL de meio de cultura até aproximadamente 1-2x10’
células/mL. Apds centrifugacdo a 3.000xg por 10 minutos e remocdo do meio de cultura, as
células foram suspensas na concentracdo de 2,5x10%células/mL. Entdo, foram transferidos 200uL
da suspensdo para um poco de microplaca. A suspensdo foi diluida seriadamente (1:10).
Utilizando um pipetador multicanal, 4uL da suspensdo original e das dilui¢cbes foram aplicados
em placas de meio de cultura YPD e YPD contendo anisomicina (5ug/mL), cicloheximida
(0,1pg/mL) ou paromomicina (Lmg/mL). A seguir, as placas foram incubadas até a observacédo de

crescimento.
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3.2.21 — Nocauteamento do gene YPT1 em S. cerevisiae

O nocaute do gene YPT1 foi realizado atraves de uma estratégia envolvendo PCR
(BAUDIN et al., 1993). O gene HIS3, presente na construcdo plasmidial pSV42, foi amplificado
utilizando oligonucleotideos contendo sequéncias flanqueadoras do gene YPT1, SV0283 e
SV0284. Posteriormente, o produto amplificado foi utilizado para transformar uma cepa dipléide
de S. cerevisiae. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura desprovido de

histidina. O nocauteamento do gene YPT1 foi confirmado por PCR.

3.2.22 - Teste de supressdo do fenotipo temperatura-sensivel

As leveduras a serem analisadas foram crescidas na temperatura permissiva em 10mL de
meio de cultura até aproximadamente 1-2x10’ células/mL. Apés centrifugacdo a 3.000xg por 10
minutos e remocdo do meio de cultura, as células foram suspensas na concentracdo de
2,5x10%células/mL. Entdo, foram transferidos 200pL da suspensdo para um poco de microplaca.
A suspensdo foi diluida seriadamente (1:10) em meio liquido seletivo apropriado. Utilizando um
pipetador multicanal, 4uL da suspensdo original e das diluicdes foram aplicados em placas de
meio de cultura. A seguir, as placas foram incubadas nas temperaturas a serem testadas até a

observacéo de crescimento.
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TABELA 2 - Leveduras utilizadas nos experimentos.

Linhagem Gendtipo Origem
SVL14 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl tif51A-1 VALENTINI et al., 2002
SVL26 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl tif51A-2 VALENTINI et al., 2002
SVL32 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl tif51A-3 VALENTINI et al., 2002
SVL55 MATa ura3 trpl leu2 Dra. Pamela Silver
SVL82 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl Dra. Pamela Silver
SVL80 MATa/a. ura3/ura3 leu2/leu2 his3/his3 TRP1/trpl VALENTINI et al., 2002
SVL83 MATo ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl Dra. Pamela Silver
SVL102 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl tif51A-3 FRIGIERI, 2002
SVL105 linhagem SVL55 contento o plasmideo pYGex THOMPSON et al., 2003
SVL106 linhagem SVL55 contento o plasmideo pYGEX-TIF51A THOMPSON et al., 2003
SVL110 linhagem SVL55 contento o plasmideo pYGEX- TIF51Asx THOMPSON et al., 2003
SVL114 MATa ade2 ade3 ura3 leu2 his3 trpl canl tif51A-3 FRIGIERI, 2002
SVL132 MATa ura3 leu2 his3 tif51A::HIS3 (pSV138) VALENTINI et al., 2002
SVL248 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl tif51A-ts1159 Colecéo do laboratério
SVL338 MATo ade2 ade3 ura3 leu2 his3 lysl canl

tif51A-3 ypt1-G80D (pSV99) FRIGIERI, 2002
SVL339 MATo ade2 ade3 ura3 leu2 his3 lysl canl

tif51A-3 ypt1-G80D (pSV254) FRIGIERI, 2002
SVL355 MATa ura3 leu2 his3 ypt1-2 DU e NOVICK, 2001
SVL357 MATa leu2 ypt1-3 FINGER e NOVICK, 2000
SVL360 MATo ura3 leu2 yptl-ts FINGER e NOVICK, 2000
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Tabela 2 — Continuagé&o.

Linhagem Gendtipo Origem
SVL398 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl YPT1::LEU2 Este estudo
SVL401 MATa ade2 ura3 leu2 his3 trpl YPT1::LEU2 Este estudo
SVL403 MATa ura3 his4 ypt1-A136D Dra. Nava Segev
SVL404 MATa ura3 leu2 his3 yptl-1 Dra. Nava Segev
SVL422 MAT « ade2 ura3 leu2 his3 trpl canl ypt1-G80D Este estudo
SVL440 MATa ade2 ade3 ura3 leu2 his3 tif51A-3 YPT1::LEU2 Este estudo
SvL441 MATa ura3 leu2 his3 yptl::HIS3 (pSV428) Este estudo
SVL579 MATa ura3 his4 lys2 ypt1-Q67L Dra. Nava Segev
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TABELA 3 - Plasmideos utilizados nos experimentos .

Plasmideo

Caracteristicas Origem ou Referéncia

pSV20

pSVv28
pSV43

pSV42
pSV60
pSV64
pSV65
pSV71
pSV75
pSV99
pSV107
pSV108
pSV138
pSV234
pSV254
pSV428
pSV450
pSV451
pSV468
pSVA471
pSV489

vetor de expressdo de proteina de fusdo

com GST em levedura, URA3/2., Ap® (0YGEX)
construcdo plasmidialURA3/2u contendo o gene ADE3
vetor de expressdo de proteina de fusdo com GST em
bactéria, Ap® (pGEX-4T)

construcéo plasmidial contendo o gene HIS3

Vetor URA3/CEN (pRS316)

Vetor LEU2/2p (pRS425)

Vetor URA3/2u (pRS426)

Vetor LEU2 integrativo (pRS305)

construgdo plasmidial LEU2/21 contendo o gene ADE3
TIF51A clonado no vetor pSV28

TIF51A clonado no vetor pSV65

TIF51A clonado no vetor pSV64

TIF51A clonado no vetor pSV60

SEC63-GFP clonado no vetor pSV60

TIF51A clonado no vetor pSV75

YPT1 clonado no vetor pSV60

YPT1 clonado no vetor pSV64

YPT1 clonado no vetor pSV65

YPT1 clonado no vetor pSV71

YPT1 clonado no vetor pSV43

YPT1 clonado no vetor pSV20

Dra. Pamela Silver

Dra. Pamela Silver

Amersham Biosciences

Dra. Pamela Silver
SIKORSKI e HIETER, 1989
CHRISTIANSON et al., 1992
CHRISTIANSON et al., 1992
SIKORSKI e HIETER, 1989
Dra. Pamela Silver
FRIGIERI, 2002
VALENTINI et al., 2002
VALENTINI et al., 2002
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PRINZ et al., 2000
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TABELA 4 - Oligonucleotideos utilizados nos experimentos.

Oligo Sequéncia (5’-3")* Sitio
SVO 19 GCC TCATCC AAAGGCGC -
SVO 193 GCT CTA GAT GTAGTA GCT GCT ATG TCA Xbal
SVO 194 GCT CTA GAG CAA GAG GAC GTG GAAGAAA Xbal
SVO 195 CTCGCGTGTGTCTTATTT AC
SVO 196 CCAGTTTTG AGG AGG ATATC
SVO 240 CGC GGA TCC ATG AAT AGC GAG TAC GAT TAC BamHI
SVO 283 CTG TTA GGC CCA GGT TGA AAT A AATAA AAC
AAG AAA AGG ACT AAT GGC CTCCTC TAC TAC -
ACTC
SVO 284 TTAGTT ATT ATATTATAT GGG TCT GCA AGG

TAG AGG CGC GCT TGT GCG CGC CTC GTT CAG -
AAT G

*Qs sitios de restricdo introduzidos estdo em negrito
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4 - RESULTADOS

4.1 - Obtencdo de uma levedura contendo apenas o alelo mutado de YPT1 (yptl)
sinteticamente letal com tif51A-3
Em um rastreamento por letalidade sintética realizado com o mutante temperatura-
sensivel tif51A-3 foi revelado o gene YPT1 como sendo sinteticamente letal com TIF51A
(FRIGIERI, 2002). Neste rastreamento foi gerada uma levedura contendo os dois alelos mutados
dos genes sinteticamente letais (tif51A-3 e yptl), mantida pela presenca da copia selvagem de
TIF51A (pSV99). Para a caracterizacdo do novo alelo gerado e estudo do significado funcional da
letalidade sintética, foi necesséria a obtencdo de uma levedura contendo apenas a mutagdo no
gene YPTL (yptl).
Inicialmente, a marca LEU2 foi integrada ao lado de YPT1 em uma levedura contendo
copias selvagens de YPT1 e TIF51A. Para isto, o gene YPT1 foi amplificado por PCR e
introduzido no vetor integrativo pSV71 (LEU2). A construgéo foi confirmada por diagndstico de
restricao e recebeu o nome pSV468.

A construgdo obtida foi linearizada com a enzima Bglll, pois o0 gene YPT1 possui um sitio
para essa enzima na regido nao codificadora (5°-UTR). O fragmento de 6,8kb gerado foi
introduzido na levedura selvagem SVL83, a qual foi plaqueada em meio desprovido de leucina.
Os candidatos foram selecionados e quatro deles foram testados. DNA gendmico foi obtido e
digerido com a enzima Hindlll. A confirmacédo da integracdo do gene LEU2 ao lado de YPTL1 foi
realizada através de ensaios de Southern blot, utilizando a enzima Hindlll e uma sonda contendo
0 gene YPT1. Um esquema simplificado da estratégia de confirmacdo da integracao correta pode
ser observado na Figura 4. O resultado de um experimento de Southern blot realizado para a
confirmacdo da integracdo pode ser observado na Figura 5. Um dos haploides Leu+ confirmados
foi selecionado e recebeu 0 nome de SVL398. Devido ao fato da levedura obtida possuir o
mesmo tipo de acasalamento da levedura utilizada no rastreamento por letalidade sintética
(SVL338), foi necessaria a realizacdo de um cruzamento com a levedura selvagem de tipo de
acasalamento oposto (SVL82). O dipldide resultante foi esporulado e as tétrades dissecadas. A
canaleta 1 da Figura 5 apresenta a levedura haploide selvagem, revelando a presenga de uma
banda de 3,8kb. Na canaleta 2 é possivel observar a levedura hapldide integrada (SVL398),
confirmada pela presenca de uma banda de 2,6kb e uma de 8,0kb. O dipldide gerado pelo
cruzamento da levedura SVL398 com a SVL82 esta apresentado na canaleta 3, sendo possivel

observar a presenca das trés bandas esperadas. As canaletas 4, 5, 6 e 7 apresentam as quatro
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col6nias derivadas de uma tétrade dissecada do dipléide da canaleta 3. Como esperado no caso de
integracéo correta, duas revelaram apenas uma banda de 3,8kb (alelo selvagem) e duas revelaram
uma banda de 2,6kb e uma de 8,0kb (alelo marcado). A levedura de interesse (derivada do esporo
b) foi selecionada e recebeu o0 nome de SVL401.

Por possuir tipo de acasalamento a, essa levedura pdde ser cruzada com a levedura
originada no rastreamento por letalidade sintética (SVL338), possuindo a dupla mutacédo (tif51A-
3, yptl) e sendo mantida pela presenca do plasmideo pSV99 (TIF51A/ADE3/URA3/2u). O
dipléide gerado foi cultivado em meio contendo 5-FOA para possibilitar a eliminacdo do referido
plasmideo. A seguir, o dipl6ide foi transformado com um plasmideo contendo o gene YPT1 e a
marca URA3 (pSV451). Este plasmideo foi obtido pela subclonagem de um fragmento contendo
YPT1 de 1,3kb, removido com a enzima Xbal da construcdo pSV428 e introduzido no vetor
pSV65 aberto com a enzima compativel Spel. A construcdo obtida (pSV451) foi diagnosticada e
teve sua funcionalidade confirmada (dados ndo mostrados). A transformacéo do diploide com
pSV451 foi necesséria, pois a presenca deste gene é indispensavel para a viabilidade dos esporos
(SEGEV e BOTSTEIN, 1987). O dipldide foi dissecado e as tétrades resultantes foram
analisadas. Um esquema ilustrativo da estratégia utilizada na separacdo das mutagdes pode ser
verificado na Figura 6. No painel B desse esquema € possivel observar que uma levedura
contendo apenas o alelo mutato de YPT1 seria obtida em tétrades apresentando segregacdo ditipo
ndo-parental e tetratipo.

Os diferentes tipos de segregacdo apenas podem ser verificados no meio contendo 5-FOA.
O gene URA3 codifica a enzima orotidina-5’-fosfato descarboxilase, requerida para a biossintese
de UTP e dTTP. O 5-FOA é uma substancia capaz de ser assimilada pela levedura e ser
metabolizada a 5-flUor-uracila, que é um potente inibidor da enzima timidilato sintase. Assim, a
levedura que possuir a enzima orotidina-5’-fosfato descarboxilase (Ura3), necessaria para que 0
5-FOA se torne toxico, ndo sobreviverd na presenca deste composto. Por outro lado, leveduras
ndo possuindo o gene URA3 funcional, sobrevivem normalmente na presenca de 5-FOA. Assim,
em meio contendo 5-FOA sao selecionadas leveduras que ndo possuem o plasmideo com o gene
URA3. Desta forma, ap6s o crescimento nesse meio, sdo selecionadas as leveduras onde o
plasmideo pSV451 foi perdido durante as sucessivas divisdes celulares. O painel A da Figura 7
mostra o crescimento dos esporos gerados em meio YPD, meio sintético desprovido de leucina e
meio 5-FOA. Nesta andlise de tétrades, foi possivel observar a segregacdo correta da marca
LEU2 (2:2) e definir as tetrades apresentando a segregagdo de interesse em meio 5-FOA. A
tétrade 4, apresentando a segregacdo tetratipo, foi escolhida. O esporo inviavel na segregacdo
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tetratipo corresponde a situacdo de letalidade sintética entre tif51A-3 e yptl. As trés leveduras
viaveis derivadas desta tétrade foram cultivadas em meio YPD a 25°C, a 36°C, para permitir a
identificacdo da levedura contendo apenas a mutacdo yptl, uma vez que tif51A-3 é sensivel a 36°.
Os resultados estéo verificados no painel B da mesma figura. Com base nos resultados obtidos,
foi possivel verificar que a levedura derivada do esporo 4a apresenta os alelos selvagens dos dois
genes analisados. Por outro lado, a levedura originada do esporo 4b contém apenas o alelo
mutado de YPT1, a qual recebeu o nome de SVL422. Finalmente, a levedura derivada do esporo
4d possui o alelo tif51A-3 e o alelo marcado de YPT1 (YPT1::LEUZ2). Esta levedura recebeu o
nome de SVL440.
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A
Amp LEU2 YPT1 parcial
Bl}rl Il BJI 1
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FIGURA 4 - Esquema da estratégia utilizada para a integracdo do gene LEU2 ao lado de
YPT1. (A) pSV468 linearizado com a enzima Bglll. (B) e (C) Mapa parcial simplificado do
cromossomo VI, mostrando os fragmentos obtidos quando DNA genémico da levedura contendo
YPT1 selvagem ou YPT1 marcado com LEU2 (YPT1::LEU2) é submetido a digestdo com

Hindlll, enzima utilizada nos ensaios de Southern blot.
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— 2,6kb

FIGURA 5 - Confirmacao da integracdo YPT1::LEU2 através do ensaio de Southern blot.
Amostras de DNA genémico obtidas a partir da levedura SVL83, contendo o alelo selvagem de
YPT1 (canaleta 1), da levedura SVL398, possuindo o alelo do gene YPT1 marcado (canaleta 2),
do dipléide resultante do cruzamento da SVL398 com a levedura selvagem SVL82 (canaleta 3) e
das leveduras derivadas de uma das tétrades deste diploide (canaletas 4, 5, 6, e 7) foram digeridas
com a enzima Hindlll e submetidas ao ensaio de Southern blot, utilizando como sonda um

fragmento de DNA contendo o gene YPT1.
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FIGURA 6 — Esquema do ensaio utilizado para obter uma levedura contendo apenas o alelo
mutado de YPT1 (yptl) sinteticamente letal com tif51A-3. (A) A levedura SVL401 contendo
YPT1 marcado com LEU2 (YPT1::LEU?2) foi cruzada com a levedura possuindo a dupla mutacao
SVL338 (tif51A-3, yptl) e o plasmideo pSV99 (TIF51A/ADE3/URA3/2y). Foi feita a troca deste
plasmideo pelo pSV451(YPT1/URA3/2u). O dipléide foi dissecado e as tétrades foram analisadas.
(B) Esquema ilustrando os tipos de segregacdo de acordo com o crescimento em meio 5-FOA,

para permitir a definicdo do mutante durante a analise de tétrades.
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FIGURA 7 — Analise de tétrades e identificacdo de uma levedura contendo apenas o alelo
mutado de YPT1 (yptl). (A) Cinco tétrades obtidas no cruzamento descrito na figura anterior
foram cultivadas em meio YPD, meio sintético desprovido de leucina e em meio contendo 5-
FOA. A tétrade 4 foi escolhida. (B) Para a identificacdo definitiva da levedura contendo apenas o
gene YPT1 mutado (yptl), as leveduras desta tétrade, que foram capazes de crescer em meio 5-
FOA, foram cultivadas em YPD a 25°C e a 36°C.
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4.2 — Confirmacdo da ligacdo entre a letalidade sintética e o alelo mutado de
YPT1 (yptl)

A levedura SVL440 gerada do esporo 4d, obtida na analise de tétrades anterior, contendo

0 gene YPT1 marcado (YPT1::LEUZ2) além do gene TIF51A mutado (tif51A-3), foi cruzada com a
levedura resultante do rastreamento (SVL338), contendo dupla mutacdo (tif51A-3 e yptl) e
mantida pela presenca do plasmideo pSV99 (TIF51A/ADE3/URA3/2u). Novamente, devido a
essencialidade do gene YPT1 para a viabilidade dos esporos, o diploide gerado foi cultivado em
meio contendo 5-FOA e, a seguir, foi transformado com um plasmideo contendo o gene YPT1 e a
marca URA3 (pSV451). Entdo, o dipldide foi dissecado e teve suas tétrades analisadas. Um
esquema dessa andlise pode ser verificado na Figura 8. Na anélise de tétrades apresentada na
Figura 9, € possivel verificar que apenas os esporos contendo a marca LEU2 (YPT1 selvagem)
foram capazes de crescer em meio contendo 5-FOA. Dessa forma, ficou comprovado que a
letalidade sintética observada com tif51A-3 é realmente devido a presenca do alelo mutado

gerado no gene YPT1 (yptl).
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FIGURA 8 — Esquema do ensaio utilizado para a confirmacao da ligacao entre a letalidade
sintética e o alelo mutado de YPT1 (yptl). A levedura SVL440, contendo YPT1 marcado com
LEU2 (YPT1::LEU2) e a mutacdo tif51A-3, foi cruzada com a levedura SVL338 possuindo a
mutagdo dupla (tif51A-3, yptl) e o plasmideo pSV99 (TIF51A/ADE3/URA3/2u). A seguir, foi
realizada a troca deste plasmideo pelo pSV451(YPT1/URA3/2u). O diploide foi dissecado e as

tétrades foram analisadas.
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FIGURA 9 — Confirmacéo da ligacao entre a letalidade sintética e o alelo mutado de YPT1
(yptl). Cinco tétrades obtidas no cruzamento descrito na figura anterior foram cultivadas em meio

YPD, meio sintético desprovido de leucina e em meio contendo 5-FOA.
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4.3 — Caracterizacdo do novo alelo mutado de YPT1 (yptl)

4.3.1 - ldentificacdo da mutacao presente no novo alelo mutado de YPT1 (yptl)

Para identificar a mutagdo presente no alelo mutado de YPT1, DNA gen6émico foi extraido
da levedura apresentando a situacéo de letalidade sintética (SVL338, clone #370 do rastreamento
de letalidade sintética, realizado durante o Mestrado) e da levedura parental para YPT1 SVL114.
Foi, entdo, realizada uma amplificacdo por PCR, utilizando os oligonucleotideos SVO195 e
SV0196, os quais hibridizam na regido flanqueadora do gene YPT1. A seguir, 0o produto da
reacdo de amplificagdo de 759pb foi submetido ao sequenciamento de DNA.

A sequéncia de DNA do alelo presente no mutante foi comparada com aquela obtida para o
alelo da levedura selvagem para YPTL. Foi revelada a mudanga de uma guanina para uma
adenina. Este tipo de mutacdo € esperado para 0 agente mutagénico utilizado, o
etilmetanossulfonato (EMS). Durante o processo mutagénico, o grupamento etil do EMS liga-se a
guanina, a qual passa a fazer duas pontes de hidrogénio e se pareia com timina no lugar de
citocina. Assim, a mutagdo incorporada por EMS envolverd sempre a troca de uma guanina para
uma adenina. No caso da mutacdo em YPT1 (yptl), foi verificada a alteracdo do codon GGT para
GAT. Essa mudanca resulta, na proteina, na troca de uma glicina para um acido aspartico na
posicdo 80 (Figura 10). Dessa forma, o novo alelo mutado de YPT1 (yptl) passou a ser chamado
de ypt1-G80D.

4.3.2. — Verificagdo da presenca de fenotipos condicionais no novo mutante de YPT1 (yptl-
G80D).

Para verificar a presenca de fendtipos condicionais no novo mutante gerado yptl-G80D
(SVL422) foi realizado o teste de sensibilidade a temperatura utilizando culturas diluidas
seriadamente. O painel A da Figura 11 mostra o crescimento em YPD do mutante ypt1-G80D e
da levedura selvagem a 14°C, 25°C e a 36°C. Os resultados obtidos mostram que o mutante ypt1-
G80D possui sensibilidade a temperaturas alta (36°C) e baixa (14°C). O fendtipo de sensibilidade
a altas temperaturas ja havia sido mostrado na Figura 7 e foi confirmado. Dessa forma, o mutante
gerado neste estudo (ypt1l-G80D), apresenta fenotipos de crescimento muito parecidos com
aqueles observados no mutante yptl-1, ou seja, sensibilidade tanto a baixas quanto a elevadas

temperaturas e crescimento dificultado mesmo na temperatura permissiva (SEGEV et al., 1988).
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4.3.3 — Confirmacdo da recessividade do alelo mutante ypt1-G80D.

Para testar se 0 baixo nimero de cOpias do gene YPT1 é capaz de complementar o fen6tipo
temperatura-sensivel, o mutante yptl-G80D (SVL422) foi transformado com pSV428
(YPT1/URAS3/CEN) e com o vetor vazio pSV60 (URA3/CEN). A seguir, foi realizado novamente
0 teste de sensibilidade a temperatura a 36°C. Foi observado que 0 mutante passava a crescer em
meio seletivo, mesmo na presenca do vetor vazio na temperatura ndo permissiva (dados nao
apresentados). Desta forma, foram testadas temperaturas mais elevadas e foi possivel definir a
temperatura de 38°C como temperatura ndo permissiva para 0 mutante em meio seletivo. Tal fato
pode ser devido a diferenca de osmolaridade dos meios YPD e sintético. No painel B da Figura
11 é possivel observar que a levedura mutante (SVL422) passa a crescer a 38°C quando
transformada com o plasmideo pSV428 (YPT1/URA3/CEN) e ndo cresce na presenca do vetor

vazio. Isto confirma que a mutagdo ypt1-G80D é recessiva.

4.3.4 - Verificacdo da estabilidade de Yptl
Inicialmente, o anticorpo policlonal anti-Yptl foi obtido a partir da proteina recombinante

GST-Yptl produzida e purificada por cromatografia de afinidade.

4.3.4.1 - Producéo e purificacdo da proteina Yptl recombinante

A sequéncia codificadora do gene YPT1 foi amplificada por PCR. O fragmento obtido foi
clonado no sitio da enzima de restricio BamHI do vetor induzivel por IPTG pGEX (pSV43). A
construcdo obtida recebeu o nome de pSV471. Esta construcdo plasmidial obtida foi utilizada
para transformar células competentes de E. coli. Uma colbnia obtida da transformacdo foi
analisada quanto a expressdo da proteina recombinante. No painel A da Figura 12, as canaletas de
2 a 5 apresentam, nessa ordem, as amostras da cultura antes e apos 1, 2 e 3 horas de inducdo com
IPTG. Nesta figura é possivel observar um aumento significativo da banda correspondente a
GST-Yptl de aproximadamente 48kDa.

A proteina de fusédo foi entdo produzida com o crescimento da bactéria de interesse em 1L
de meio. Apds lise celular, o lisado obtido foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna
glutationa-Sepharose. Como pode ser observado no painel B da Figura 12, a proteina de fuséo foi
eluida na fracdo correspondente a canaleta 5. As canaletas 2 e 3 contém amostra do extrato antes
da cromatografia e amostra da fragdo ndo ligada a coluna de afinidade (FT= Flowthrough),
respectivamente. Ainda, a canaleta 4 contém amostra obtida durante a lavagem da coluna antes

da eluicéo.
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A proteina purificada foi dialisada em tampdo PBS pH7,4 e digerida com 0,5U
trombina/mg de proteina. No painel A da Figura 13 é possivel observar que a proteina de fusédo
GST-Yptl foi completamente digerida (canaleta 2). Apos digestdo a proteina Yptl foi separada
novamente por cromatografia em coluna de glutationa-Sepharose para a remocdo de GST. O
painel B da mesma figura mostra a proteina Yptl purificada (canaleta 1). A canaleta 3 contém a

proteina GST eluida da coluna de afinidade.

4.3.4.2 - Obtengéo do anticorpo policlonal anti-Yptl em coellhos

A partir da proteina Yptl purificada foi iniciada a imunizacao de coelho para obtencédo do
anticorpo policlonal anti-Yptl. Apdés 11 dias da segunda, da terceira e da quarta inoculacdo,
foram retirados aproximadamente 15mL de sangue do animal e o soro foi recuperado. Entéo, foi
utilizado extrato de levedura selvagem para os ensaios de western blot com os soros obtidos. Na
Figura 14, as canaletas de 1 a 11 contém extrato de levedura selvagem. O soro pré-imune do
coelho foi utilizado nas diluicdo 1:500 e 1:1.000 (canaletas 1 e 2). O soro da primeira sangria foi
testado nas diluicdes de 1:500, 1:1.000 e 1:2.000 (canaletas 3 a 5), da segunda sangria nas
diluicBes 1:500, 1:1.000 e 1:2.000 (canaletas 6 a 8) e da terceira sangria nas diluigdes 1:1.000,
1:2.000 e 1:5.000 (canaletas 9 a 11). E possivel observar o aumento do titulo do anticorpo anti-
Yptl nas diferentes sangrias durante o processo de imunizagdo do coelho. O soro obtido na
terceira sangria apresenta um alto titulo para o anticorpo, detectando adequadamente uma banda
de aproximadamente 23kDa, correspondente a proteina Yptl enddgena de S. cerevisiae, numa
diluicéo de 1:5.000.

4.3.4.3 — Analise da estabilidade de Yptl

Com o objetivo de verificar se 0 mutante gerado (ypt1-G80D) produz Yptl instavel na
temperatura ndo permissiva, foi realizado ensaio de western blot com extrados celulares obtidos
deste mutante crescido na temperatura permissiva e ndo permissiva. Como controle, foi utilizada
a levedura selvagem (SVL82) submetida as mesmas condi¢Ges. Como pode ser visto na Figura
15, os niveis da proteina Yptl ndo se alteram com o crescimento do mutante yptl-G80D na

temperatura ndo permissiva, indicando que a proteina produzida pelo alelo ypt1-G80D é estavel.
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FIGURA 10 - Mutacéo revelada no alelo do gene YPTL1 (ypt1-G80D) sinteticamente letal
com tif51A-3. Estrutura tridimensional da proteina Yptl quando ligada a GDP (RAK et al., 2003)
utilizada para apontar a alteracdo de uma glicina (G) para um &cido aspartico (D) no residuo 80

da proteina produzida pelo novo alelo de YPT1.
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FIGURA 11 - Verificagdo de fenttipos condicionais e confirmacéo da recessividade do alelo
ypt1-G80D. (A) As leveduras SVL422 (ypt1-G80D) e a levedura selvagem SVL82 (YPT1) foram
crescidas, apos diluicdo seriada das culturas, em meio YPD a 25°C, a 14°C e a 36°C. (B) A
levedura SVL422 (ypt1-G80D) foi transformada com o plasmideo pSV428 (YPT1/URA3/CEN)
ou com o vetor vazio. Os transformantes foram cultivados, apés diluicdo seriada das culturas, em
meio sintético desprovido de uracila a 25°C e a 38°C.
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FIGURA 12 - Produgdo e purificacdo da proteina de fusdo GST-Yptl. Indugdo da produgdo
da proteina GST-Yptl (A). As aliquotas da cultura antes (canaleta 2) e apés inducdo com IPTG
(canaletas 3 a 5) foram separadas por SDS-PAGE e coradas por Coomassie . Purificacdo de
GST-Yptl (B). A canaleta 2 (Extr.) contém amostra do extrato antes da cromatografia. A canaleta
3 (FT= Flowthrough) contém amostra ndo ligada a coluna. A canaleta 4 (Lav.) contém amostra
obtida durante a lavagem da coluna e a canaleta 5 contém amostra coletada durante a etapa de

eluicdo. As setas indicam GST-Yptl. A canaleta 1 dos dois painéis contéem padrdo de massa
molecular 10kDa (Invitrogen).
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FIGURA 13 - Producdo e purificacdo da proteina Yptl. Digestdo de GST-Yptl (A). A
canaleta 2 contém amostra do produto da digestdo da proteina de fusdo GST-Yptl por trombina.
Purificacdo de Yptl (B). A canaleta 1 (FT) contém amostra ndo ligada a coluna e corresponde a
Yptl livre purificada. A canaleta 2 (Lav.) contém amostra obtida durante a lavagem da coluna e a
canaleta 3 contém amostra coletada durante a etapa de eluicdo. As setas indicam Yptl ou GST.

As canaletas 1 (Painel A) e 4 (Painel B) contém o padrdo de massa molecular 10kDa
(Invitrogen).
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FIGURA 14 - Avaliacdo do anticorpo policlonal anti-Yptl produzido em coelho. Ensaio de
western blot utilizando extrato total de levedura e os soros obtidos nas diversas sangrias apos
imunizacdo com a proteina Yptl purificada. O soro pré-imune do coelho foi utilizado nas
diluicBes 1:5000 e 1:1.000 (canaletas 1 e 2). O soro obtido da 12 sangria foi testado nas diluices
1:500, 1:1.000 e 1:2.000 (canaletas 3 a 5). As canaletas 6 a 8 mostram os resultados obtidos com
a 2% sangria (diluicdes 1:500, 1:1.000 e 1:2.000). Nas canaletas 9 a 11 estdo apresentadas as
diluigGes 1:1.000, 1:2.000 e 1:5.000 referentes a 3% sangria. A seta indica a proteina Ypt1.
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FIGURA 15 - Avaliagdo da estabilidade de Yptl no mutante ypt1-G80D. Ensaio de western
blot do extrato total da levedura contendo a mutacéo ypt1-G80D (SVL422) e a levedura selvagem
(SVL82). A proteina Yptl foi detectada com anticorpo anti-Yptl. A anélise da membrana de
nitrocelulose corada com Ponceau-S revelou quantidade semelhante de proteinas aplicadas nas
canaletas.
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4.4 - Verificacdo da existéncia de interacdo fisica entre Yptl e elF5A

O evento de letalidade sintética pode revelar proteinas que interagem fisicamente
(APPLING, 1999). Dessa forma, foi preciso verificar se o evento de letalidade sintética entre
TIF51A e YPT1 ndo é resultado da perda de interacao fisica entre as proteinas elF5A e Yptl. Esta

possibilidade foi verificada atraves de ensaios de copurificagéo.

4.4.1 — Copurificagdo utilizando GST-Yptl

A sequéncia codificadora do gene YPT1 foi amplificada por PCR utilizando os
oligonucleotideos SV0O194 e SV0240, que se hibridizam nas regides flanqueadoras da regido
codificadora do gene. O fragmento obtido da PCR foi clonado no sitio da enzima de restrigdo
BamHI do vetor induzivel por galactose pYGEX (pSV20), responsavel pela expressao do gene
GST em leveduras. A construgdo obtida recebeu o nome de pSV489. A funcionalidade desta
construcdo foi determinada pela transformacdo do mutante condicional ypt1-A136D (SVL403) e
avaliacdo da supressdo do fenOtipo temperatura-sensivel em meio seletivo -Ura contendo
galactose. O resultado obtido esta apresentado na Figura 16, onde pode ser observado que a
construgdo contendo a cépia selvagem do gene YPT1 foi capaz de restaurar o crescimento do
mutante a 36°C. Como controle foi utilizado o mesmo mutante transformado com o vetor vazio
pSV20.

A seqguir, a levedura SVL55 foi transformada com a construcéo plasmidial pSV489 e com
0 vetor vazio. Os transformantes obtidos foram submetidos ao teste de inducdo para producao da
proteina de interesse. Aliquotas das culturas antes e ap6s 3 horas de indu¢cdo com galactose foram
retiradas e submetidas a analise por western blot utilizando anticorpo policlonal anti-GST. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17, na qual se observa a expressao do gene da
proteina de fusdo GST-Yptl. As canaletas 1 e 2 correspondem as aliquotas dos lisados obtidos
antes da inducdo. Apds as 3 horas de inducdo, as proteinas GST-Yptl (aproximadamente 48kDa)
e GST (aproximadamente 27kDa) puderam ser reveladas nas canaletas 3 e 4, respectivamente.
Desta forma, o periodo de 3 horas de inducdo foi suficiente para garantir a producéo da proteina
de fuséo.

Apos a confirmacdo da inducéo, extratos foram obtidos a partir de leveduras contendo a
construcdo plasmidial pSV489 (GST-Yptl) ou o vetor de expressdéo pSV20. A seguir,
qguantidades normalizadas destes extratos foram submetidas ao processo de purificacdo por
afinidade a resina de glutationa-sepharose. Os resultados obtidos neste ensaio estdo apresentados

na Figura 18. O painel inferior apresenta a membrana de nitrocelulose corada com Ponceau-S,
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para anélise das proteinas purificadas e aplicadas no gel utilizado para o ensaio de western blot. O
painel superior, por sua vez, refere-se ao resultado do ensaio western blot, utilizando o soro
policlonal anti-elF5A, que além de elF5A, reconhece também GST. As canaletas 1 e 2 contém
aliquotas dos sobrenadantes (fracdo ndo ligada) obtidos apds a purificacdo das leveduras
expessando apenas GST ou GST-Yptl (canaletas 1 e 2, respectivamente), nos quais é possivel
observar a proteina elF5A. As canaletas 3 e 4 referem-se a copurificagdo com a proteina GST
sozinha e GST-Yptl, respectivamente. Como pode ser observado, a proteina elF5A (de
aproximadamente 18 kDa) ndo foi copurificada com a proteina de fusdo GST-Yptl (canaleta 4).

Esses resultados mostram que Yptl e elF5A ndo interagem fisicamente.

4.4.2 - Copurificacao utilizando GST-elF5A e GST-elF5Aks1r

Para testar o outro lado, lisados celulares obtidos apds inducdo com galactose das
leveduras SVL105, SVL106 e SVL110, que expressam respectivamente GST, GST-elF5A e
GST-elF5Aksir, foram utilizados para copurificagdo de Yptl. A proteina elF5Aksir, alterada no
residuo K51, ndo sofre hipusinacdo e portanto ndo é funcional. Ao extrato celular obtido e
quantificado foi adicionado resina de glutationa-sepharose e o processo de purificagdo foi
realizado como anteriormente. Desta forma, as proteinas GST, GST-elF5A e GST-elF5Aks1r
foram purificadas e seus possiveis ligantes copurificados. A copurificacdo foi checada por
western blot utilizando o anticorpo anti-Yptl produzido. O painel inferior da Figura 19 apresenta
a membrana de nitrocelulose corada com Ponceau-S, para analise das proteinas purificadas
aplicadas no gel utilizado para o western blot. O painel superior, por sua vez, apresenta o western
blot da copurificacdo revelado com soro policlonal anti-Yptl. As canaletas 1, 2 e 3 contém
aliquotas dos sobrenadantes (fracdo ndo ligada) obtidos apds a purificacdo com glutationa-
sepharose, nos quais e possivel observar a proteina Yptl. As canaletas 4, 5 e 6 referem-se a
copurificagdo com a proteina GST sozinha, GST-elF5A e GST-elF5Aks1r, respectivamente.
Como pode ser observado, estas proteinas nao permitiram a copurificacdo de Yptl, pois nenhuma
banda foi revelada em torno de 23kDa, tamanho esperado para esta proteina. Assim, estes

resultados confirmam que ndo existe interagéo fisica entre Yptl e elF5A.
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FIGURA 16 - Checagem da funcionalidade da construgdo contendo o gene YPT1 em fuséo
com GST. A capacidade de crescimento em meio -Ura com galactose foi ensaiada utilizando o
mutante ypt1-A136D (SVL403) transformado com a construcdo plasmidial contendo o gene
YPT1 em fusdo com GST (pSV489). O controle do experimento foi realizado utilizando o mesmo

mutante transformado com o vetor vazio (pSV20).
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FIGURA 17 - Teste de expressdo do gene da proteina de fusdo GST-Yptl em leveduras.
Ensaio de western blot de extratos totais da levedura SVL55 contendo a construcdo plasmidial
pSV489 ou o vetor vazio, obtidos antes (canaletas 1 e 2) e apds 3 horas de inducdo com galactose

2% (canaletas 3 e 4 ). As proteinas produzidas foram detectadas com anticorpo anti-GST.
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FIGURA 18 - Andlise da interacdo fisica entre elF5A e a proteina de fusdo GST-Yptl por
copurificacdo. Ensaio de western blot das amostras obtidas ap6s ensaio de copurificacdo
utilizando a levedura SVL55 produzindo GST (canaleta 1, fragdo ndo ligada e canaleta 3, fragéo
ligada) ou GST-Yptl (canaleta 2, fracdo ndo ligada e canaleta 4, fracdo ligada). O ensaio de

western blot foi revelado com anticorpo anti-elF5A.
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FIGURA 19 - Analise da interacao fisica entre Yptl e a proteina de fusdo GST-elF5A por
copurificagcdo. Ensaio de western blot das amostras obtidas apds ensaio de copurificagdo
utilizando a levedura SVL55 produzindo GST (canaleta 1, fragdo ndo ligada e canaleta 4, fragdo
ligada), GST-elF5A (canaleta 2, fracdo néo ligada e canaleta 5, fracdo ligada) ou GST-elF5Aks1R

(canaleta 3, fracdo ndo ligada e canaleta 6 fracdo ligada). O ensaio de western blot foi revelado

com anticorpo anti-Yptl.
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4.5 - Andlise do funcionamento da via secretoria nos mutantes condicionais de Yptl

elF5A

A situacdo de letalidade sintética pode ser gerada também entre genes que codificam
proteinas que participam do mesmo processo metabdlico (APPLING, 1999). Desta forma,
procurou-se verificar se 0 mutante de Yptl (yptl-G80D) e os mutantes de elF5A apresentam de
defeitos na via secretoria. Essa analise permitiu também o aprofundamento da caracterizacdo do
mutante obtido em nosso laboratdrio (ypt1-G80D), procurando verificar se este mutante possui o
mesmo padrdo de bloqueio da via secretdria verificado nos mutantes yptl-1 e yptl-A136D
(BACON et al., 1989; JEED et al., 1995).

A funcionalidade da via secretdria em S. cerevisiae pode ser verificada atraves da
monitoracao de proteinas que se utilizam desta via para sua maturagdo e enderecamento celular.
A proteina carboxipeptidase Y (CPY) é uma das proteinas utilizadas para essa finalidade.

CPY é uma serina carboxipeptidase vacuolar, codificada pelo gene PRC1 (HAYASHI,
1976). Um esquema ilustrativo do processo de maturacdo dessa enzima pode ser verificado na
Figura 20. Inicialmente, CPY ¢é sintetizada na forma de procarboxipeptidase Y (proCPY) e
direcionada para o vacuolo via Golgi, apds sofrer modificacdes. ProCPY, também chamada de
forma pl (512 aminoacidos), possui 91 residuos a mais na regido amino-terminal quando
comparada com a CPY madura (421 aminoacidos). Essa extensao presente na proCPY é chamada
de propeptideo, o qual é essencial para o correto enovelamento da proteina e para a manutengédo
na forma inativa até que esta atinja seu destino final (vactolo). A forma pl é encontrada no
reticulo endoplasmatico e ja possui oligossacarideos ligados as cadeias laterais de determinados
residuos de asparagina (HASILIK e TANNER, 1978; STEVENS et al., 1982). A formag&o de um
segundo precursor (p2) acontece no Golgi, ap6s a adicdo de residuos de manose aos
oligossacarideos adicionados no reticulo endoplasmatico. Com essa adicdo, a proteina adquire
uma massa de 2kDa e passa de 67 para 69kDa (VIDA et al., 1990), A forma madura da CPY
(mCPY) é produzida por remocdo proteolitica do propeptideo (91 residuos) de 8kDa,
imediatamente apds a chegada da forma p2 ao vactolo (HASILIK e TANNER, 1978; VIDA et
al., 1990).

O processamento de CPY foi acompanhado no mutante ypt1-G80D e também nos mutantes
tif51A-1, tif51A-2, tif51A-3 e tif51A-ts1159 nas temperaturas permissiva e nao permissiva, por
meio de ensaios de western blot com o emprego de anticorpo anti-CPY (ROCKLAND
Immunochemicals for Research). O extrato protéico obtido da levedura SVL403 foi utilizado

como controle positivo. Essa levedura possui uma mutacdo no gene YPT1 (yptl-A136D), que
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acarreta um blogueio no funcionamento da via secretéria. Como controle negativo, foi utilizado o
extrato protéico obtido da levedura selvagem SVL82, a qual apresenta funcionalidade normal da
via secretoria. Como controle de carregamento foi utilizada a proteina eEF2, revelada com
anticorpo anti-eEF2, produzido em nosso laboratério. O painel A da Figura 21 apresenta o
resultado obtido para o mutante ypt1-G80D. Como pode ser observado, esse mutante acumula a
forma pl de CPY na temperatura ndo-permissiva e, dessa forma, apresenta 0 mesmo padréo de
bloqueio da via secretéria encontrado no mutante ypt1-A136D, utilizado como controle positivo
deste ensaio. Os resultados obtidos para os mutantes tif51A-1 e tif51A-2 estdo apresentados no
painel B da mesma figura. Como pode ser observado, apenas a forma madura (m) de CPY foi
detectada nos mutantes de TIF51A utilizando esse tipo de andlise, ndo evidenciando defeitos na
via secretdria. O mesmo resultado foi observado para os mutantes tif51A-3 e tif51A-ts1159 (dados
ndo mostrados). Esses resultados revelam que a funcdo de elF5A ndo esta relacionada

diretamente com a via secretoria.
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FIGURA 20 - Esquema da compartimentalizacdo e processamento de CPY in vivo.
Esquema apresentando as formas compartimentalizadas de CPY durante sua passagem pelo
reticulo endoplasmatico (RE), Golgi e vacltolo. A regido em verde repesenta o propeptideo
amino-terminal (91 aminodacidos) e a regido em azul representa a fracdo relativa a CPY madura
(421 aminoacidos). As linhas verticais, presentes a partir da forma pl, representam os quatro
conjuntos de oligossacarideos adicionados no RE e os circulos, presentes a partir da forma p2,

referem-se aos residuos de manose adicionados no Golgi (VIDA et al., 1990).
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FIGURA 21 - Analise do processamento de CPY produzida constitutivamente pelos
mutantes ypt1-G80D, tif51A-1 e tif51A-2. Ensaio de western blot do extrato total do mutante
ypt1-G80D (SVL422) (A) e dos mutantes tif51A-1 (SVL14) e tif51A-2 (SVL26) (B) crescidos nas
temperaturas permissiva e ndo permissiva. Nos dois painéis, a levedura selvagem (SVL82) e a
levedura contendo a mutacdo ypt1-A136D (SVL403) foram utilizadas como controle negativo e
positivo para 0 experimento, respectivamente. Como controle de carregamento foi utilizado o
fator de elongacdo 2 (eEF2), revelado pelo anticorpo anti-eEF2 produzido em nosso laboratorio.
As diferentes formas da proteina CPY (pl=ndo processada e m=madura) foram detectadas com
anticorpo anti-CPY.
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4.6 - Avaliacdo da localizacéo subcelular de elF5A e Yptl

Com o objetivo de fortalecer a interacdo funcional entre elF5A e Yptl, foi investigado
se essas duas proteinas apresentavam a mesma localizacdo subcelular em S. cerevisiae. A
localizacdo de Yptl ja foi descrita por outros autores (SEGEV et al., 1988; JEED et al., 1995).
Entretanto, no caso de elF5A, sabe-se apenas que esta proteina localiza-se no citoplasma com
uma concentracdo perinuclear, possivelmente no reticulo endoplasmatico (VALENTINI et al.,
2002), uma vez que, elF5A colocaliza com calnexina, uma proteina residente de reticulo
endoplamatico (SHI et al., 1996).

A localizacdo subcelular de elF5A e Yptl em levedura selvagem (SVL82) foi realizada
por fracionamento celular através de ultracentrifugacdo diferencial que permite a obtencdo de
uma fracdo citosolica (sobrenadante) e uma fracdo contendo as membranas (precipitado). Neste
experimento, a presenca das proteinas de interesse nessas fracoes foi revelada por western blot.
Como controles das fracfes de membrana e citosdlica, foram utilizadas as proteinas Sec63 e
hexoquinase, respectivamente. A proteina Sec63 e uma proteina residente de reticulo
endoplasmatico e foi visualizada utilizando-se um anticorpo anti-GFP (ROCKLAND
Immunochemicals for Research) e a levedura selvagem transformada com o plasmideo pSV234, o
qual expressa constitutivamente a proteina de fusdo funcional GFP-Sec63 (PRINZ et al., 2000). A
proteina citoplasmatica hexoquinase esta envolvida com metabolismo de glicose e foi evidenciada
com o anticorpo anti-hexoquinase (ROCKLAND Immunochemicals for Research). Como pode
ser verificado no painel A da Figura 22, Yptl e elF5A encontram-se tanto na fracdo
citoplasmatica quanto na fracdo correspondente as membranas. Os resultados obtidos confirmam
os dados que Yptl se encontra livre no citoplasma ou ligada a membranas através de prenilacéo
(SEGEV et al., 1988; JEED et al., 1995). Esses resultados mostram também que elF5A apresenta-
se livre no citoplasma e ligada, de alguma forma, a membranas. Nossos dados, em conjunto com

a literatura, fortalecem a provéavel ligacao de elF5A ao reticulo endoplasmatico.

4.7 — Avaliacdo da localizacdo subcelular de elF5A na presenca de EDTA ou

RNase A
Resultados recentes tém fortalecido o papel de elF5A no processo de traducdo e foi
demonstrado que elF5A associa-se fisicamente a ribossomos traducionalmente ativos (ZANELLI
et al., 2006; JAO e CHEN, 2006). Dessa forma, a localizacdo de elF5A na fracdo de membranas
poderia ser devido aos ribossomos ligados a superficie do reticulo endoplasmatico. Assim, a

fracdo de membranas derivadas de levedura selvagem foi tratada com EDTA ou RNase A,
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tratamentos que resultam na perda de atividade traducional dos ribossomos, procurando
evidenciar se essas condicGes afetam a ligacdo de elF5A a membranas. Como pode ser verificado
no painel B da Figura 22, elF5A deixa de aparecer no precipitado quando as membranas sofrem o
tratamento com EDTA ou RNase A. Dessa forma, estes resultados sugerem que elF5A associa-se
a fracdo de membranas através dos ribossomos e ndo diretamente & membrana. Estes resultados
sdo interessantes e estdo de acordo com outros resultados do nosso laboratorio que mostram

elF5A interagindo fisicamente com ribossomos traducionalmente ativos (ZANELLI et al., 2006).
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FIGURA 22 - Localizagdo subcelular de elF5A e Yptl e alteracdo da associacdo de elF5A
com membranas na presenca de EDTA ou RNase A. (A) Extrato total da levedura selvagem
foi submetido a ultracentrifugacdo diferencial, gerando uma fracdo citoplasmatica (S) e uma
fracdo referente as membranas (P). As proteinas indicadas foram dectadas por ensaios de western
blot. (B) A fracdo correspondente as membranas foi tratada com EDTA ou RNase A para
inibicdo da atividade traducional dos ribossomos associados. No controle, a fragdo de membranas
ndo sofreu nenhum tratamento. A seguir, foi realizada uma nova ultracentrifugagéo diferencial,
gerando sobrenadante (S) e precipitado (P). A proteina elF5A foi detectada por western blot.
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4.8 - Andlise da sensibilidade dos mutantes de YPT1 a inibidores de sintese protéica

Como a interacdo genética de letalidade sintética estabelecida entre os genes TIF51A e
YPT1 revela uma relagdo funcional entre as proteinas codificadas por esses genes, tornou-se
necessario verificar tanto a relacdo de elF5A com a via secretoria, quanto a relacdo de Yptl com
a sintese protéica. Como visto anteriormente, a participacdo direta de elF5A na via secretoria ndo
foi verificada por experimentos de processamento de CPY. Para avaliar a relacdo de Yptl com a
traducdo foram utilizados diferentes antibi6ticos capazes de inibir a sintese protéica.

Dessa forma, os mutantes ypt1-G80D (SVL422), yptl-1 (SVL404), yptl-2 (SVL355), yptl-
A136D (SVL403), yptl-3 (SVL357), yptl-ts (SVL360) e yptl-Q67L (SVL579) foram crescidos
em meio contendo os inibidores de traducdo paromomicina, anisomicina ou cicloheximida, com o
sintese protéica.

Anisomicina e cicloheximida sdo inibidores da peptidiltransferase (OEN et al., 1974,
CARRASCO et al., 1973). Paromomicina esta relacionada com a fidelidade traducional, ou seja,
na presenca de paromomicina os ribossomos cometem erros na incorporacdo de aminoacidos
durante a sintese protéica (SANDBAKEN e CULBERTSON, 1988).

Os mutantes de YPT1 testados ndo mostraram sensibilidade a anisomicina e a
cicloheximida (dados ndo mostrados). Entretanto, mostraram sensibilidade a paromomicina.
Como pode ser verificado na Figura 23, os mutantes ypt1-G80D, yptl-1, yptl-2, yptl-A136D e
yptl-ts apresentaram sensibilidade variada. Destaca-se que o mutante yptl-1 apresentou um
fenotipo bastante severo. Os mutantes yptl-3 e yptl-Q67L ndo apresentaram sensibilidade
significante nesse meio. Como controle do experimento, foram utilizadas a levedura selvagem
(SVL82) e o mutante tif51A-3 (SVL32), o qual apresenta sensibilidade ao inibidor utilizado
(ZANELLI et al., 2006). Esses resultados sugerem que determinadas alteracdes na tradugédo tém
efeito pronunciado sobre alguns mutantes de YPT1 e reforcam a relacdo funcional entre via

secretoria e sintese protéica.
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FIGURA 23 — Anélise da sensibilidade dos mutantes de YPT1 & paromomicina, um inibidor
de sintese protéica. Os mutantes ypt1-G80D (SVL422), yptl-1 (SVL404), yptl-2 (SVL355),
ypt1-A136D (SVL403), yptl-3 (SVL357), yptl-ts (SVL360) e yptl-Q67L (SVL579) foram
crescidos, apés diluicdo seriada das culturas, em meio de cultura contendo paromomicina. A
levedura selvagem (SVL82) e o mutante tif51A-3 (SVL32) foram utilizados como controles

negativo e positivo do experimento, respectivamente.
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4.9 —Verificacdo da existéncia de novas interagdes genéticas entre YPT1 e TIF51A
Novas interacfes genéticas foram avaliadas entre os genes YPT1 e TIF51A, procurando

fortalecer a interacdo funcional entre Yptl e elF5A.

4.9.1 — Avaliacdo da supressdo da inviabilidade dos genes envolvidos na letalidade
sintética

A habilidade de um gene em suprimir a completa delecdo de um outro gene sugere que a
acdo do produto do gene supressor seja necessaria ap0s a acdo do produto do gene deletado
(SAPPERSTEIN et al., 1996). Dessa forma, foram realizados experimentos de supressdao dos

alelos nulos dos dois genes em estudo.

4.9.1.1 — Supresséo da inviabilidade de TIF51A

A supressdo da inviabilidade de TIF51A pela expressdao de YPT1 em alto nimero de
copias foi testada empregando-se a levedura SVL132, a qual contém o gene TIF51A nocauteado
(tif51A::HIS3). A viabilidade desta levedura é mantida pela presenca de um plasmideo
URA3/CEN possuindo a copia selvagem de TIF51A (pSV138). Dessa forma, o crescimento em
meio contendo 5-FOA ¢ impossivel para tal levedura. Com base nestes dados, a levedura em
questdo foi transformada com um plasmideo contendo a marca LEU2 e expressando YPT1 em
alto numero de copias (pSV450). Este plasmideo foi obtido pela mesma estratégia de obtencéo do
pSV451 descrita anteriormente. Um fragmento contendo YPT1 de 1,3kb foi retirado do pSVv428
através da acdo da enzima Xbal e subclonado no vetor pSV64 aberto com a enzima compativel
Spel. A construcdo obtida (pSV450) foi diagnosticada e teve sua funcionalidade confirmada
(dados nédo apresentados). Para controle do experimento, a mesma levedura foi transformada com
0 vetor vazio (pSV64) e com o plasmideo LEU2 contendo o gene TIF51A (pSV108). Os
transformantes foram crescidos em meio desprovido de leucina e passados para 0 meio contendo
5-FOA. Como pode ser observado na Figura 24, o transformante possuindo YPT1 nédo foi capaz
de crescer neste meio, indicando que este gene em alto nimero de cdpias ndo consegue suprimir a
delecdo de TIF51A.

4.9.1.2 — Supressao da inviabilidade de YPT1
Por outro lado, para testar se TIF51A em alto nimero de cépias é capaz de suprimir a
inviabilidade de YPT1, foi necessario inicialmente obter uma levedura contendo o gene YPT1

nocauteado.
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O nocauteamento do gene YPTL foi realizado por recombinacdo homologa, empregando
um produto amplificado por PCR contendo o gene HIS3 flanqueado pelas regides 5’ e 3’ do gene
YPT1 (45 nucleotideos de cada regido flanqueadora). Este produto de PCR foi introduzido na
levedura dipléide selvagem SVL80. Diversos transformantes foram obtidos. Trés candidatos
tiveram 0 DNA gendmico extraido e submetido a anélise da confirmacdo do nocauteamento por
PCR. A primeira reagdo de PCR confirmatoria foi realizada utilizando oligonucleotideos que
hibridizam em regides externas ao sitio de integracdo (SV0193 e SV0194). O Painel A da Figura
25 apresenta um esquema de facil compreensdo da estratégia da confirmacdo do nocauteamento
por PCR. E possivel notar que quando ocorre o nocauteamento, um fragmento de 1,7kb é obtido.
Por outro lado, um fragmento de 1,3kb € obtido a partir do alelo selvagem. O Painel B da Figura
25 apresenta os resultados obtidos na analise dos dipléides selecionados. Como controle, foi
utilizado o DNA genbémico obtido do dipldide ndo submetido a integracdo (canaleta 1). Como
pode ser observado, dos trés dipldides selecionados para a confirmacdo do nocauteamento, dois
foram positivos para o nocauteamento do gene YPT1 (canaletas 2 e 4).

Para confirmar o nocauteamento, foi realizada uma segunda reacdo de PCR para os dois
candidatos positivos na reacdo anterior. Nesta reacdo confirmatéria, foram empregados o0s
oligonucleotideos SVO193 e SVO19, sendo que este Gltimo é capaz de hibridizar na regido
codificadora do gene HIS3. Apenas no caso de nocauteamento, um fragmento de 0,9kb é obtido
(Painel A da Figura 26). Os resultados obtidos podem ser observados no Painel B da Figura 26.
Os dois candidatos analisados tiveram o nocauteamento confirmado pela presenga deste
fragmento (canaletas 1 e 2), o qual esta ausente no caso do diploide selvagem (canaleta 3).

Um dos dipldides confirmados foi transformado com um plasmideo URA3/CEN
possuindo a coOpia selvagem de YPT1 (pSV428). Apds isso, o diploide foi submetido a
esporulacdo, disseccdo e analise de tétrades. A Figura 27 apresenta 0 crescimento de cinco
tétrades em meio YPD, em meio desprovido de histidina e em meio contendo 5-FOA. Como
esperado, a segregacdo da marca HIS3 e do crescimento em meio contendo 5-FOA foi 2:2. As
leveduras haploides possuindo YPT1 nocauteado foram incapazes de sobreviver na auséncia do
plasmideo, confirmando a essencialidade desse gene.

DNA gendmico das leveduras haploides resultantes da tétrade 1 foi obtido e submetido a
confirmacdo do nocauteamento por PCR, empregando os oligonucleotideos SVO19 e SV0O193.
Como pode ser observado na Figura 28, as leveduras resultantes dos esporos (a) e (b) possuem o
alelo YPT1 nocauteado (yptl::HIS3) (canaletas 3 e 4) e as leveduras resultantes dos esporos (c) e

(d) possuem o alelo selvagem de YPT1 (canaletas 5 e 6). Na canaleta 1 pode ser observada a
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presenca do alelo nocauteado (yptl::HIS3) na levedura dipldide. A levedura resultante do esporo
(a) foi escolhida para a analise da supressao da inviabilidade e recebeu 0 nome de SVL441.

A levedura SVL441 (yptl::HIS3) foi transformada com um plasmideo contendo a marca
LEU2 e expressando TIF51A em alto ndmero de cépias (pSV108). Como controle do
experimento, a mesma levedura foi transformada com o vetor vazio (pSV64) e com o plasmideo
contendo o gene YPT1 (pSV450). Os transformantes foram crescidos em meio desprovido de
leucina e em meio contendo 5-FOA. Como pode ser observado na Figura 29, leveduras possuindo
TIF51A ndo foram capazes de crescer neste meio, indicando que este gene em alto nimero de

copias também ndo consegue suprimir a delecdo de YPTL.

4.9.2 — Avaliacdo da letalidade sintética entre o mutante tif51A-3 e outros mutantes de
YPTL.

Uma vez que letalidade sintética foi revelada entre tif51A-3 e yptl-G80D, seria
interessante verificar se essa interacdo genética esta restrita a esses alelos ou se ocorre também
entre outros alelos mutados desses genes.

Assim, a levedura contendo o alelo tif51A-3 (SVL32 ou SVL102) foi cruzada com outros
mutantes de YPT1 descritos na literatura: yptl-1 (SVL404), yptl-2 (SVL355), yptl-3 (SVL357),
ypt1-A136D (SVL403), yptl-ts (SVL360) e yptl-Q67L (SVL579). A Tabela 5 apresenta as
mutacgdes contidas nos diferentes mutantes de YPT1, bem como alguns dos fen6tipos descritos até
0 momento. Os dipldides foram transformados com um plasmideo contendo o gene YPT1 e a
marca URA3 (pSV451). Apoés disseccdo e andlise de tétrades, os duplos mutantes foram
selecionados e a presenca da letalidade foi evidenciada em meio contendo 5-FOA. O painel A da
Figura 30 mostra os resultados obtidos em meio 5-FOA dos mutantes duplos obtidos. Como pode
ser observado, a situacdo de letalidade sintética foi revelada com todos os mutantes de YPT1
testados, com a exce¢cdo do mutante yptl-3. Esses resultados estdo apresentados também na
Tabela 5.

4.9.3 — Avaliacdo da letalidade sintética entre o mutante ypt1-G80D com outros mutantes
de TIF51A.
Por outro lado, com o objetivo de verificar se 0 novo mutante gerado apresenta letalidade
com os outros mutantes de TIF51A, a levedura mutante gerada (SVL422) contendo ypt1-G80D
foi cruzada com SVL14 (tif51A-1), SVL26 (tif51A-2) e SVL248 (tif51A-ts1159). Como controle

positivo, 0 mutante ypt1-G80D (SVL422) foi também cruzado como o mutante contendo o alelo
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tif51A-3 (SVL32), utilizado no rastreamento de letalidade sintética. Os diploides gerados foram
transformados com pSV451. Ap6s a obtencdo dos duplos mutantes, a presenca da letalidade
pode ser verificada em meio contendo 5-FOA. O painel B da Figura 30 apresenta os resultados
obtidos da analise dos mutantes duplos obtidos. Assim, foi possivel definir que o mutante yptl-
G80D apresenta letalidade com os outros mutantes de TIF51A. A Tabela 6 apresenta as mutacdes
contidas nos diferentes mutantes de TIF51A, seus fenotipos e resume os resultados de letalidade
sintética com ypt1-G80D.

4.9.4 — Avaliacdo da supressdo dos mutantes condicionais de YPT1 por TIF51A em alto
namero de copias

Para estabelecer uma outra forma de interacdo genética entre TIF51A e YPT1, foi avaliada
a capacidade desses genes em suprimir do fenétipo de termossensibilidade. Os mutantes de YPT1
que apresentam fendtipos condicionais ypt1-G80D (SVL422), yptl-1 (SVL404), yptl-3
(SVL579), yptl-A136D (SVL403) e yptl-ts (SVL360) foram transformados com um plasmideo
expressando TIF51A em alto nimero de copias, pSV107 (TIF51A/URA3/2u). Apds diluigdo
seriada, os transformantes foram submetidos ao crescimento nas temperaturas permissiva e ndo
permissiva definida para cada mutante, apresentada na Tabela 5. Como controle negativo e
positivo do experimento, cada mutante foi transformado com o vetor vazio pSV65 (URA3/2u) e
com plasmideo contendo pSV451 (YPT1/URA3/21), respectivamente. A Figura 31 mostra os
resultados obtidos nesta analise. Como pode ser comprovado, a situagdo de supressao foi revelada
com todos os mutantes condicionais de YPT1 testados, inclusive com o mutante ypt1-3, o qual

nao foi letal sintético com tif51A-3. Esses resultados também estdo resumidos na Tabela 5.

4.9.5 — Avaliacdo da supressdo dos mutantes condicionais de TIF51A por YPT1 em alto
namero de copias

Por outro lado, com o objetivo de verificar se ocorria supressao fenotipica dos mutantes
de TIF51A quando YPT1 fosse expresso em alto nimero de coOpias, 0os mutantes tif51A-1
(SVL14), tif51A-2 (SVL26), tif51A-3 (SVL32) e tif51A-ts1159 (SVL248) foram transformados
com o plasmideo contendo YPT1 pSV451 (YPT1/URA3/2u). Os transformantes foram
selecionados e apds diluicdo seriada foram submetidos ao crescimento nas temperaturas
permissiva e ndo permissiva para cada mutante. Como controle negativo e positivo do
experimento, cada mutante foi transformado com os plasmideos pSV65 (URA3/2|) e pSV107
(TIF51A/URA3/2), respectivamente. Como pode ser observado na Figura 32, YPT1 néo suprime
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o fenotipo de termossensibilidade dos mutantes tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3. O mesmo resultado
foi obtido para o mutante tif51A-ts1159 (dados ndo apresentados). Esses resultados estdo

resumidos na Tabela 6.
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FIGURA 24 - Avaliacdo da supressdo do alelo nocauteado de TIF51A (tif51A::HIS3) por
YPT1 em alto nimero de copias. A levedura SVL132, possuindo o gene TIF51A nocauteado
(tif51A::HIS3) e mantida pela presenca do plasmideo URA3/CEN/TIF51A (pSV138), foi
transformada com um plasmideo contendo a marca LEU2 e expressando YPT1 em alto nimero de
copias (pSV450), com o vetor vazio (pSV64) e com o plasmideo contendo o gene TIF51A
(pSV108). Os transformantes foram crescidos em meio desprovido de leucina e passados para o

meio contendo 5-FOA.
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FIGURA 25 - Confirmacgdo por PCR do nocauteamento do gene YPTL, utilizando primers
flanqueadores de YPT1. (A) Esquema mostrando os fragmentos obtidos na reacdo de PCR
empregando primers externos ao gene HIS3, que se hibridizam nas regibes flanqueadoras de
YPT1. No caso de nocauteamento, dois fragmentos sdo obtidos (1,7kb e 1,3kb). Quando néo
ocorre nocauteamento, apenas o fragmento de 1,3kb é obtido. (B) DNA gendmico do dipléide
selvagem (canaleta 1) e de trés dipldides selecionados (canaletas 2, 3 e 4) foram submetidos ao
ensaio de confirmacdo do nocauteamento por PCR. A canaleta 5 corresponde ao padrdo de

tamanho molecular “1 Kb ladder plus” (Invitrogen).
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FIGURA 26 - Confirmacédo por PCR do nocauteamento do gene YPT1, utilizando primer
interno de HIS3. (A) Esquema mostrando o fragmento obtido na reacdo de PCR empregando um
primer interno ao gene HIS3 (SVO19) e um primer que se hibridiza na regido flanqueadora de
YPT1 (SV0193). O fragmento de 0,9kb é obtido apenas quando ocorre o nocauteamento. (B)
DNA gendmico dos dipléides confirmados na reagdo anterior (canaletas 1 e 2) e do dipldide
selvagem (canaleta 3) foram submetidos ao ensaio de confirmacdo do nocauteamento por PCR. A

canaleta 4 corresponde ao padrdo de tamanho molecular “1 Kb ladder plus” (Invitrogen).
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FIGURA 27 — Obtencéo de uma levedura contendo o gene YPT1 nocauteado (yptl::HIS3).
Um diploide nocauteado foi transformado com o plasmideo pSV428 (YPT1/URA3/CEN) e, ap0s
a esporulacgéo, dissecado. As coldnias derivadas de cinco tétrades foram crescidas em meio YPD,

em meio desprovido de histidina e em meio contendo 5-FOA.
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FIGURA 28 - Confirmacéao por PCR do nocauteamento do gene YPT1 apos esporulagdo do
dipldide, utilizando primer interno de HIS3. Amostras de DNA gendmico da levedura dipléide
nocauteada (canaleta 1) e das leveduras resultantes da tétrade 1 obtida anteriormente (canaletas 3,
4,5 e 6) foram submetidos ao ensaio de confirmacéo do nocauteamento por PCR, empregando 0s
primers SVO19 e SVO193. A canaleta 2 corresponde ao padrdo de tamanho molecular “1 Kb

ladder plus” (Invitrogen).
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FIGURA 29 - Avaliacdo da supressdo do alelo nocauteado de YPT1 (yptl::HIS3) por
TIF51A em alto nimero de copias. A levedura SVL441, possuindo o gene YPT1 nocauteado
(yptl::HIS3) e mantida pela presenca do plasmideo URA3/CEN/YPT1 (pSV428), foi
transformada com um plasmideo contendo a marca LEU2 e expressando TIF51A em alto nimero
de cdpias (pSV108), com o vetor vazio (pSV64) e com o plasmideo contendo o gene YPT1
(pSV450). Os transformantes foram crescidos em meio desprovido de leucina e passados para o

meio contendo 5-FOA.
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YPD 5-FOA

YPTl( m
yptl- GSOD (+) - -
yptl-1 - -
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yptl-ts - -
ey ® Of |

FIGURA 30 — Avaliacao da letalidade sintética entre os mutantes de YPT1 e de TIF51A.
Crescimento em meio YPD e em meio contendo 5-FOA dos mutantes duplos obtidos pelo
cruzamento dos mutantes yptl-1, yptl-2, yptl-3, yptl-A136D, yptl-ts e yptl-Q67L com o
mutante tif51A-3 (A) e dos mutantes duplos provenientes do cruzamento entre 0 mutante yptl-
G80D e os mutantes tif51A-1, tif51A-2, tif51A-3 e tif51A-ts1159 (B). Os mutantes duplos foram
mantidos pela presenca do plasmideo pSV451 (YPT1/URA3).
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FIGURA 31 - Avaliagdo da supressdo do fenotipo temperatura-sensivel dos mutantes de
YPT1 por TIF51A expresso em alto nimero de cdpias. Os mutantes ypt1-G80D, yptl-3, yptl-
A136D e yptl-ts contendo os plasmideos com os genes indicados foram crescidos, ap6s diluicdo

seriada das culturas, nas temperaturas permissiva e nao permissiva.
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FIGURA 32 - Avaliacdo da supressdo do fenotipo temperatura-sensivel dos mutantes de
TIF51A por YPTL expresso em alto nimero de copias. Os mutantes tif51A-1, tif51A-2 e
tif51A-3 contendo os plasmideos com os genes indicados foram crescidos, apds dilui¢do seriada

das culturas, nas temperaturas permissiva e nao permissiva.
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5- DISCUSSAO

O estudo de fatores altamente conservados e essenciais para a viabilidade celular tem
auxiliado na compreensdo de processos bioldgicos que ocorrem na célula. O provavel fator de
inicio de traducdo (elF5A) é uma proteina abundante, altamente conservada em eucariotos e esta
presente também em arquebactérias. Esse fator é essencial para a viabilidade celular e é a Unica
proteina descrita que contém o residuo de aminoacido hipusina. Apesar de elF5A ser conhecida
ha quase 30 anos, o estudo da sua funcdo bioldgica ainda desperta interesse em diversos
pesquisadores, pois apesar de ter sido associada com varios processos celulares, o seu mecanismo
de agdo ainda nédo foi totalmente elucidado até o momento. Os primeiros estudos sugeriram o
envolvimento de elF5A na sintese de proteinas. Entretanto, outros estudos associaram esse fator
com proliferacdo celular, transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de RNA mensageiro e
polarizacdo de actina. Finalmente, estudos recentes tém fortalecido o papel de elF5A na traducé&o.

Os rastreamentos genéticos sdo de grande utilidade na determinacdo do mecanismo de
acao do produto de um determinado gene, pois tais rastreamentos podem revelar interacdes que
sdo transientes ou muito instaveis para serem detectadas in vitro (APPLING, 1999). O encontro
de uma interacdo genética ndo implica necessariamente em uma associacdo fisica entre os dois
produtos dos genes envolvidos, pois, interacdes indiretas podem ser responsaveis pela relacdo
genetica observada (APPLING, 1999).

Para auxiliar na busca da funcdo de elF5A, um fator celular importante e intrigante, foi
realizado um rastreamento genético empregando a letalidade sintética (FRIGIERI, 2002;
FRIGIERI et al., 2006). A utilizacdo desse tipo de rastreamento tem-se mostrado muito Util na
elucidagdo da fungéo de diferentes proteinas (BENDER e PRINGLE, 1991; COSTIGAN et al.,
1992; SHEN et al., 1998; COSTA e ARNDT, 2000; CARE et al., 2004).

A letalidade sintética corresponde a situagdo onde a combinacao de duas mutagdes € letal
em determinada condicdo que seria permissiva para cada mutacdo individualmente. Essa
condicdo pode indicar que os dois genes envolvidos codificam proteinas que executam funcdes
redundantes em uma via essencial, onde a mutacdo dos dois genes € necessaria para eliminar esta
via. Uma segunda possibilidade é quando dois genes codificam proteinas que interagem
fisicamente, onde a mutacdo em um dos genes enfraquece a interacdo, mas ndo a elimina.
Quando o outro gene envolvido é mutado, a interacdo € enfraquecida ainda mais, podendo até ndo
mais existir. Finalmente, uma terceira possibilidade seria aquela onde os produtos dos dois genes

sdo componentes de um mesmo processo metabdlico, no qual cada proteina retém parcialmente a
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funcdo, sem necessariamente possuirem interacdo fisica. Assim, o processo metabdlico pode
funcionar com reducéo da atividade de uma etapa, mas cessa quando a atividade das duas etapas
é reduzida (APPLING, 1999).

O rastreamento por letalidade sintética realizado com o mutante condicional tif51A-3
revelou o gene essencial YPT1 (FRIGIERI, 2002; FRIGIERI et al., 2006), o qual codifica uma
GTPase envolvida com o transito vesicular do reticulo endoplasmaético para o Golgi. Revelada a
interacdo genética entre esses genes, 0 proximo passo foi investigar a relacdo funcional entre
elF5A e Yptl.

Antes de iniciar a analise da interacdo funcional, foi necessario caracterizar o alelo
mutado do gene YPTL sinteticamente letal com tif51A-3. Inicialmente, foi verificado que a
mutacdo introduzida no gene YPT1 pelo mutageno quimico resulta na alteragdo do cédon GGT
para GAT. Essa mudanca corresponde, na proteina, na troca de uma glicina para um acido
aspartico na posicdo 80 (yptl-G80D). Segundo dados cristalogréficos, a glicina nesta posi¢do
pode ser importante para a interacdo de Yptl com GDI (Rak et al., 2003), pois foi mostrado que o
residuo G80 de Yptl interage com o residuo Y237 de GDI, o qual se localiza na regido envolvida
na associacdo com as proteinas Ypt/Rabs (“Rab Binding Plataform”). A troca de glicina para
acido aspartico poderia estar atrapalhando, provavelmente, a interacdo Yptl:GDI. Experimentos
futuros deverdo ser realizados com o objetivo de verificar se a interagdo Yptl:GDI deixa de
existir ou estd enfraquecida no mutante ypt1-G80D.

O alelo recessivo yptl-G80D confere fenétipos de sensibilidade a altas e baixas
temperaturas, semelhantes aos fendtipos observados para o mutante yptl-1 (SEGEV et al., 1988).
Ainda, os niveis da proteina Yptl ndo se alteraram com o crescimento do mutante na temperatura
ndo permissiva. O encontro de alelos temperatura-sensiveis que mantém a proteina estavel na
temperatura ndo permissiva € vantajoso, pois permite revelar com maior facilidade interagdes
diretas com outros componentes celulares quando utilizados em rastreamentos genéticos, uma
vez que ndo existe a necessidade de compensar a perda total da proteina. Dessa forma, 0 mutante
obtido poderd ser utilizado em rastreamentos de genes supressores, com 0 objetivo de se
encontrar novos parceiros celulares de YPT1 e contribuir, por exemplo, na caracterizacdo dos
eventos regulatérios da fungéo essencial de Yptl na celula.

Apos a caracterizacdo do novo mutante, foram avaliadas as trés possibilidades de relagéo
funcional que podem resultar da letalidade sintética. Com a analise de bancos de dados, a
primeira possibilidade de os dois genes envolvidos codificarem proteinas com funcdes

redundantes foi descartada, uma vez que elF5A ndo apresenta dominios envolvidos na associacao
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com GTP. A seguir, a segunda possibilidade foi investigada procurando verificar se elF5A e
Yptl interagem fisicamente. Essa possibilidade também foi descartada, pois essas proteinas ndo
mostraram interacdo atraves de experimentos de copurificacdo. Esse resultado é justificado, pois
a localizacdo de Yptl e seu mecanismo de acdo ja estdo bem estabelecidos; Yptl se liga a
membrana do reticulo endoplasmatico por prenilagdo e age no transporte de proteinas que ja
sofreram as modificagdes necessarias no reticulo endoplasmatico e que estdo sendo direcionadas
para o Golgi (SEGEV et al., 1988; JEED et al., 1995). No caso de elF5A, embora a funcéo ainda
ndo esteja completamente elucidada, estudos recentes fortalecem o papel de elF5A na traducdo e
sua interacdo com os ribossomos (ZANELLI et al., 2006). Dessa forma, elF5A estaria agindo
antes da proteina ser translocada para o reticulo endoplasmatico, ou seja, numa etapa anterior a
acdo de Yptl, o que ndo justificaria a necessidade de interacdo fisica com Ypt1.

Na terceira possibilidade de relagdo funcional, a situacdo de letalidade sintética poderia
estar revelando genes que codificam proteinas envolvidas no mesmo processo metabolico.
Assim, procurou-se evidenciar a presenca de defeitos na via secretdria e na sintese protéica nos
mutantes de elF5A e Yptl, respectivamente. Essas analises poderiam fortalecer a idéia de que
sintese protéica e secrecdo sdo processos metabdlicos altamente relacionados (DELOCHE et al.,
2004).

Como esperado, defeito no funcionamento da via secretoria foi verificado no mutante ypt1-
G80D, o qual revelou 0 mesmo padrao de bloqueio verificado nos mutantes ypt1-1 e ypt1-A136D
(BACON et al., 1989; JEED et al., 1995). No entanto, os mutantes de TIF51A testados ndo
mostraram alteracdo desta via. Com base nos resultados obtidos, é possivel sugerir que elF5A
ndo esteja atuando diretamente na via secretoria.

A sequir, foi avaliado o padréo da localizacdo subcelular de Yptl e de elF5A. Essa anélise
foi realizada para confirmar a localizagdo de elF5A e compara-la com a localizacdo de Yptl.
Experimentos de localizacdo em células de mamiferos, revelaram duas fragcGes de elF5A no
citoplasma, uma soltvel e outra ligada a membranas internas (SHI et al., 1996). Neste mesmo
estudo, foi mostrado colocalizacdo de elF5A com calnexina, proteina residente do reticulo
endoplasmatico rugoso (SHI et al., 1996). Como dito anteriormente, em leveduras, elF5A
localiza-se no citoplasma, com uma concentracdo perinuclear, possivelmente ligada ao reticulo
endoplasmatico (VALENTINI et al., 2002). No caso de Yptl, foi mostrada a sua localizacdo na
membrana do reticulo endoplasmatico e cis-Golgi, tanto em mamiferos como em levedura
(SEGEV et al., 1988; JEED et al., 1995). Em concordancia com a literatura, foi verificado que

Yptl e elF5A encontram-se tanto na fragcdo citoplasmética quanto na fragdo correspondente as
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membranas. Um dado extremamente interessante é que foi verificado que a associacao de elF5A
com membrana é dependente da atividade dos ribossomos. Esses resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos recentemente pelo laboratério, que sugerem que elF5A interaja diretamente com
monossomos ativamente engajados na traducdo e tenha uma funcdo no controle traducional
(ZANELLI et al., 2006).

Outros dados relacionam elF5A com a via secretoria. Experimentos realizados em nosso
laboratério mostraram que a parada de crescimento do mutante temperatura-sensivel tif51A-1 é
suprimida pela expressdo em alto nimero de copias dos genes PKC1, WSC1, WSC2 e WSC3
(VALENTINI et al., 2002; ZANELLI e VALENTINI, 2005), os quais, estdo relacionados ao
correto funcionamento da via secretdria (GUSTIN et al., 1998). Ainda, TIF51A foi clonado como
supressor do mutante sec2-78 (ORTIZ et al., 2002). Sec2 é uma GEF essencial para a acdo da
GTPase Sec4, a qual é necessaria para o direcionamento polarizado de vesiculas para os sitios de
exocitose, sendo assim, essencial para o crescimento polarizado. Finalmente, os genes MSB3 e
MSB4, que codificam GAPs de Sec4 (GAO et al., 2003), foram capazes de suprimir 0 mutante
tif51A-1 (ZANELLI, C.F., dados ndo publicados). Em conjunto, esses dados fortalecem o
envolvimento de elF5A com via secretéria.

A relacdo entre outros fatores de traducdo e secrecdo também foi revelada por outros
estudos. O gene SUI2, o qual codifica a subunidade o do fator de inicio de traducdo 2 (elF2), é
letal sintético com SEC7, codificador de um componente da via secretoria (DAVIERWALA et
al., 2005). Ainda, foram reveladas interacGes genéticas entre o fator de inicio de traducdo elF4B
(Tif3) e proteinas envolvidas em diferentes etapas do trafego vesicular (DELOCHE et al., 2004).
Esse estudo mostrou que mutacdes na via secretoria direcionam a uma rapida e especifica
atenuacdo do inicio de traducdo. Interessantemente, a resposta de atenuacdo da traducdo nao
necessita de componentes importantes da via de integridade celular, tal como Wscl e Pkcl. Por
outro lado, esse mecanismo estaria relacionado com a proteina quinase de elF2a, Gen2, e com
uma proteina que liga elF4E, Eapl, ambos inibidores das funcGes desses fatores de inicio de
traducdo. Ainda, foi mostrado que esse efeito ocorre antes da inibicdo transcricional dos
componentes ribossomais. Esse estudo sugere que a atenuacdo da traducdo é a primeira resposta
para preservacdo de energia pela célula e a prevencao de acumulo de proteinas ndo localizadas
adequadamente devido a inativagdo do transporte vesicular.

Outro dado interessante que fortalece a relacdo entre via secretdria e traducao é que alguns
mutantes de YPTL1 apresentam sensibilidade a um inibidor de tradugdo (paromomicina). Porém,
esse resultado ndo ocorre quando s@o empregados outros inibidores de sintese protéica
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(anisomicina e cicloheximida). Esses resultados podem estar apontando uma sensibilidade
especifica dos mutantes de YPT1 a paromomicina ou que as concentracdes de anisomicina e
cicloheximida utilizadas sdo suficientes para evidenciar sensibilidade nos mutantes de TIF51A,
mas ndo nos mutantes de YPT1. Experimentos adicionais para avaliacdo da relacdo de Yptl e
traducdo estdo sendo planejados e serdo necessarios para compreender a sensibilidade a esses
antibioticos.

Na ultima parte do presente estudo, novas interaces genéticas foram estudadas entre YPT1
e TIF51A, procurando fortalecer a interacdo funcional entre Yptl e elF5A. A interacdo genetica
revelada inicialmente entre tif51A-3 e ypt1-G80D foi fortalecida pela letalidade sintética com
outros mutantes de YPT1 e TIF51A. O fato de o mutante ypt1-3 n&o revelar letalidade sintética
com tif51A-3 ndo invalida a interagdo genética. Isto é verdade, pois procurando avaliar a
interacdo genética por letalidade sintética entre mutantes de via secretoria que agem apds o Golgi
e 0s mutantes yptl-1, yptl-2, yptl-3 e yptl-ts, foi mostrado que nem todos os mutantes de YPT1
revelaram letalidade (FINGER e NOVICK, 2000). Uma interacdo genética bastante interessante
revelada nesse estudo foi a de que TIF51A em alto nimero de copias suprime o fendtipo
condicional dos mutantes de YPT1, sendo que o mesmo ndo acontece quando o gene YPT1 é
introduzido em alto niumero de cdpias nos mutantes de elF5A. Uma possivel explicacdo para
esses resultados serd apresentada adiante.

Vaérios autores tém proposto um papel para elF5A na proliferacdo celular (revisado em
PARK et al., 1997; FRIGIERI et al., 2006; ZANELLI e VALENTINI, 2007). Foi verificado em
mamiferos que a inibicdo de qualquer etapa da hipusinacdo resulta no bloqueio da proliferacdo
celular (CARAGLIA et al., 2001). Em leveduras, a deplecdo de elF5A provoca um aumento de
células paradas na fase G1 do ciclo celular em leveduras (KANG e HERSHEY, 1994). Ainda,
defeito na polimerizagdo de actina, a qual é essencial para a transicdo G1/S, foi verificado em
mutantes condicionais de TIF51A, o qual é suprimido pelo gene GIC1 em alto nimero de copias
que suprime também o fendtipo de sensibilidade a temperatura, sendo que este Gltimo fendtipo
também é suprimido por BNI1 (ZANELLI e VALENTINI, 2005). Bnil e Gicl trabalham juntas
para o estabelecimento de polarizacdo em leveduras. Bnil é uma formina, a qual promove a
nucleacdo e o crescimento dos cabos de actina. A agédo desta proteina ocorre apos e de maneira
dependente de Gicl, um efetor de Cdc42 (JAQUENOUD e PETER, 2000, IRAZOQUI e LEW,
2004). A acéo de elF5A na progressao do ciclo celular em leveduras foi confirmado por outros
pesquisadores (CHARTTERJEE et al., 2006). Como a réapida deplecdo de elF5A leva a uma
diminuicdo de apenas 30% na sintese proteica total (KANG e HERSHEY, 1994), este fator
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poderia estar envolvido na tradugdo de mRNA especificos, provavelmente, mRNAs que
codificam proteinas envolvidas na progressdao do ciclo celular (KANG e HERSHEY, 1994;
PARK etal., 1997; ZANELLI e VALENTINI, 2005).

Com base nestes dados e nos resultados obtidos durante o presente estudo, foi possivel
esquematizar um modelo explicativo da interacdo genética e funcional entre elF5A e Yptl
(Figuras 33 a 35), visando a proposi¢do de novos experimentos dirigidos por hipétese que
auxiliem na caracterizacdo funcional de elF5A e na compreensdo da letalidade sintética entre
elF5A e Yptl. Neste modelo é sugerido que elF5A e Yptl trabalhem juntas na célula para
garantir a sintese protéica apropriada e a secrecdo das proteinas necessarias para a formacao do

novo hroto durante a fase G1/S, em levedura.

O painel A da Figura 33 mostra o esquema de uma levedura selvagem, com seu
mecanismo de traducdo e a via secretoria (secrecdo polarizada) funcionando normalmente. O
painel B da mesma Figura mostra a situagdo de letalidade entre elF5A e Yptl, onde a traducéo e
a via secretdria estdo comprometidas. Nesta situacdo, a levedura ndo estd produzindo
suficientemente as proteinas necessarias para o brotamento, e também néo esta conseguindo levar
as proteinas produzidas ao local adequado, neste caso, o local onde esta ocorrendo a formacgédo do

broto.

O painel A da Figura 34 mostra a levedura possuindo somente a mutacéo ypt1-G80D. E
possivel observar no esquema que a via secretoria estd comprometida neste mutante. O painel B
da mesma Figura procura explicar porque a viabilidade celular é prolongada na temperatura nao
permissiva quando TIF51A é expresso em alto nimero de copias. E sugerido aqui que nesta
situacdo ocorra um aumento da sintese protéica. Assim, a diminui¢do do trafego vesicular €
compensada pela quantidade de proteina transportada. A mesma compensacao ndo ocorre quando
YPT1 é expresso em alto nimero de copias no mutante condicional tif51A-3 (Figura 35), uma vez
gue ndo adiantaria intensificar a via secretoria (painel B) se ndo ha proteina suficiente para ser
transportada (painel A). Neste caso, a levedura ndo recupera a capacidade de crescimento na

temperatura ndo permissiva.

Novos experimentos deverdo ser realizados para comprovar o modelo proposto e
também para confirmar se a mutacdo yptl-G80D resulta em resposta de alteracdo na sintese
protéica. Esses resultados serdo necessarios para concluir o manuscrito em fase final de redacgédo
(FRIGIERI M.C., JOAO LUIZ M.V.S., APPONI L.H., ZANELLI C.F. e VALENTINI S.R.
Synthetic lethality with Yptl reveals connection of elF5A with secretory pathway). A
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continuidade do estudo da relacdo funcional entre elF5A e Yptl sera muito importante para

fortalecer a conexdo entre sintese protéica e secre¢do na célula.

114



DISCUSSAO

FIGURA 33 — Modelo esquematico da situacdo de letalidade sintética entre elF5A e Yptl.
(A) Modelo de uma levedura selvagem, com seu mecanismo de traducdo e a via secretéria
funcionando normalmente. (B) Modelo de uma levedura na situacdo de letalidade sintética,
possuindo traducdo (tif51A-3) e via secretoria (yptl-G80D) comprometidas. O grau de
funcionamento da via secretoria e o nivel de sintese protéica estdo indicados pelo numero de

vesiculas e pela intensidade de pontos dentro de cada vesicula, respectivamente.
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FIGURA 34 — Modelo esquemético da situacdo de aumento do numero de cdpias do gene
TIF51A no mutante ypt1-G80D. (A) Modelo de uma levedura contendo apenas alteracdo na via
secretoria devido a mutacdo yptl-G80D. (B) Modelo do mutante yptl-G80D na situacdo de
supressdo do fenotipo condicional por TIF51A em alto numero de copias. O grau de
funcionamento da via secretoria e o nivel de sintese protéica estdo indicados pelo numero de

vesiculas e pela intensidade de pontos dentro de cada vesicula, respectivamente.
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FIGURA 35 —Modelo esquematico da situacdo de aumento do numero de cdpias do gene
YPT1 no mutante tif51A-3. (A) Modelo de uma levedura contendo apenas diminuicdo da
traducdo devido a mutacdo tif51A-3. (B) Modelo do mutante tif51A-3 na situacdo de néo
supressao do fendtipo condicional por YPT1 em alto nimero de copias. O grau de funcionamento
da via secretdria e o nivel de sintese protéica estdo indicados pelo numero de vesiculas e pela

intensidade de pontos dentro de cada vesicula, respectivamente.
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6 — CONCLUSOES

O mutante de elF5A tif51A-3 é sinteticamente letal com o alelo mutado do gene
YPTZ,

O novo mutante gerado do gene YPT1 possui alteragdo do codon GGT para GAT,
que provoca a mudanca de uma glicina para um &cido aspartico na proteina (ypt1-
G80D);

O mutante ypt1-G80D apresenta fenotipo de sensibilidade de crescimento em altas e
baixas temperaturas;

Os niveis da proteina Yptl ndo se alteram no mutante ypt1-G80D na temperatura
ndo permissiva;

As proteinas Yptl e elF5A ndo interagem fisicamente por experimentos de
copurificacao;

O mutante yptl-G80D apresenta bloqueio da via secretoria na temperatura nédo
permissiva;

Os mutantes de elF5A ndo apresentam defeitos na via secretoria e elF5A nédo esta
portanto envolvida diretamente com secrecao;

elF5A localiza-se tanto na fracdo citoplasmatica quanto na fracdo correspondente as
membranas;

A interagdo de elF5A com as membranas € dependente da atividade de ribossomos;
Alguns mutantes de YPTL1 sdo sensiveis a paromomicina, um inibidor de sintese
protéica;

YPT1 em alto nimero de cdpias ndo € capaz de suprimir a inviabilidade do nocaute
de TIF51A, assim como, TIF51A ndo é capaz de suprimir a inviabilidade do nocaute
de YPTL;

O mutante tif51A-3 apresenta letalidade sintética com outros mutantes de YPTL,
com excecdo do mutante yptl1-3;

O mutante ypt1-G80D ¢ sinteticamente letal com outros mutantes de TIF51A;
TIF51A em alto nimero de cdpias suprime o defeito de crescimento na temperatura
ndo permissiva dos mutantes condicionais de YPTL,;

YPT1 ndo suprime em alto nimero de coOpias o defeito de crescimento na

temperatura ndo permissiva dos mutantes condicionais de TIF51A.
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