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4. RESUMO

O fator de inicio de traducdo SA (eukaryotic translation iniciation factor 5A, e[F5A) ¢
altamente conservado entre arqueas a eucariotos, sendo que as proteinas elF5A de
Saccharomyces cerevisiae e de mamiferos sdo 63% idénticas. eIFSA sofre uma modificagao
pos-traducional Unica na célula, a hipusinagdo de um residuo de lisina. Essa proteina ja foi
relacionada ao inicio da tradugdo, transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de mRNA e
proliferagcdo celular, mas a funcdo critica de elF5A ainda ndo foi esclarecida. A deplecao
deste fator em S. cerevisiae leva a uma diminui¢do (30%) da taxa de sintese protéica,
sugerindo que elF5A seja um fator envolvido na tradugdo de um grupo especifico de
mensageiros. Dados do laboratorio demonstram interagdo fisica entre elF5A e proteinas
ribossomais bem como com o fator de elongacdo 2 da traducdo (eEF2). A interagdo com
eEF2, sugere que elF5A atua na etapa de elongag¢do da traducdo, ao invés do inicio da
traducdao, como proposto inicialmente. Com o objetivo de avaliar a relacao de e[FSA com a
etapa de elongacao, foram realizadas anélises de interagdes genéticas entre o gene codificador
de elF5A (TIF51A) e diversos genes codificadores de proteinas envolvidas na tradugao.
Através de analises de interagdes genéticas, foi observado que o mutante estavel de elF5A,
tif51A°®" apresenta um defeito de crescimento quando o mutante de eEF2, eft2"o%%K et
expresso em alto nimero de copias, enquanto que o mutante tif51AQP29F 30 apresenta
defeitos nesta condi¢do. Foi observado também que o mutante tif51 AQ2ZHL93F apresenta um
defeito de crescimento mais severo quando ocorre superexpressao de EFT2, gene codificador
de eEF2. Foi observado ainda que ndo ha complementagdo alélica entre os mutantes estaveis
de elF5A e que a reversibilidade do fenotipo de sensibilidade a temperatura e retomada do
crescimento ndo reflete claramente o tipo de defeito apresentado pelo mutante quanto a sua

funcao relacionada a traducao.
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5. INTRODUCAO

O entendimento da fungdo de fatores altamente conservados e essenciais para a
viabilidade celular tem-se mostrado de grande importancia para a compreensao dos processos
biologicos que ocorrem em uma célula. O fator de inicio de tradugdo de eucariotos SA ¢é um
destes fatores.

elF5SA ¢ altamente conservado entre arqueas a eucariotos, sendo que as proteinas el[FSA
de Saccharomyces cerevisiae e de mamiferos sdo 63% idénticas (Schnier e cols., 1991; Chen
e Liu, 1997). Originalmente, eIFSA foi purificado a partir de ribossomos de lisados de
reticuldcitos de coelho (Benne e Hershey, 1978) e relacionado ao inicio da tradugdo devido a
capacidade de estimular a sintese proteica in vitro.

O inicio da tradugcdo em eucariotos ¢ uma etapa complexa da sintese protéica e do
processo da expressdo génica de uma maneira geral, sendo amplamente regulado na célula
(Pestova e cols., 2001). O inicio de traducao em eucariotos compreende uma série de passos,
subsequentes e paralelos, que levam a montagem de um ribossomo com um mRNA, o qual,
por sua vez, precisa estar corretamente posicionado com seu codon iniciador, comumente
AUG, interagindo com o anti-codon de um Met-tRNA; no sitio ribossomal P (peptidil). O
antibiodtico puromicina ¢ um analogo estrutural da extremidade 3’ de um tRNA aminoacilado
e pode ocupar o sitio ribossomal A (aminoacil) possibilitando que seu radical amino primario
interaja com um Met-tRNA;, reproduzindo a formacdo de uma ligacdo peptidica. O ensaio de
metionil-puromicina mede a incorporacao de metionina radioativa, a partir de Met-tRNA;, a
puromicina, através de catalise ribossomal, sendo, portanto, um ensaio bastante utilizado para
avaliar a influéncia de diferentes fatores no inicio da traducao.

Apesar da capacidade evidente de elF5A estimular a sintese de metionil-puromicina in
vitro utilizando-se tripletes AUG ou mRNA de globina, a ndo adi¢do de eIFSA nao mostrou

nenhum impacto sobre a sintese de globina in vitro, discordando, assim, de resultados obtidos
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na auséncia dos outros fatores de inicio de traducdo elF1, eIF1A, elF3, eIF5B e elF5, também
testados (Benne e Hershey, 1978). Além disso, elF5A ndo pareceu influenciar a formagao in
vitro de complexo ternario ou a ligagdo do mRNA de globina ou do Met-tRNA; a subunidade
40S (Benne e Hershey, 1978). A possibilidade de eIF5A atuar na elongagdo da tradugdo
também foi considerada, mas nenhum efeito positivo foi observado com a adi¢do de elF5A
em um sistema de sintese protéica para polimerizacdo de poli-fenilalanina a partir de acido
poli-uridilico, ribossomos 80S e fatores de elongacdo eEF1 e eEF2 purificados (Benne e
Hershey, 1978). Em concordancia com esse trabalho inicial de caracterizagdo funcional de
elF5A em sistemas in vitro, foram publicados posteriormente estudos mostrando que a
inibicdo da matura¢ao funcional de elFSA (discutida abaixo) ndo se correlaciona a uma
repressdo da tradugdo em células de mamifero, e que a deplecdo deste fator em S. cerevisiae
leva a uma pequena diminui¢cdo (30%) da taxa de sintese protéica (Duncan e Hershey, 1986;
Kang e Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998). Assim, apesar de elF5A ter sido denominado
inicialmente um fator de inicio de traducdo, a sua fun¢do como tal nao foi claramente
demonstrada.

S. cerevisiae possui no seu genoma dois genes que codificam para elF5A, TIF51A
(HYP2) e TIF51B (ANB1). Estes genes sdao regulados transcricionalmente pelos niveis de
oxigénio, sendo expressos, respectivamente, em condigdes aerobicas e anaerobicas. TIF51A ¢
essencial para o crescimento em condigdes aerdbicas (Schnier e cols., 1991; Wohl e cols.,
1993; Valentini e cols., 2002).

elFSA possui 17 kDa em levedura e sofre duas modificagcdes pods-traducionais. A
primeira delas consiste na fosforilacdo do residuo de serina acetilado do N-terminal (Kang e
cols., 1993; Klier e cols., 1993). A remocao deste residuo revelou que a forma nao fosforilada
deste fator ¢ suficiente para promover o crescimento de células tif51AA haploides (Klier e

cols., 1993), sugerindo que a fosforilacio de elFSA ndo seja essencial para o seu
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funcionamento in vivo.

A segunda modificacdo deste fator € unica na célula e corresponde a hipusinagdo de um
residuo de lisina (Chen e Liu, 1997; Park e cols., 1997). A formagdo do aminoacido hipusina
(do inglés “hypusine: hydroxyputrescine-lysine”) ocorre através da transferéncia, pela desoxi-
hipusina sintase, de um grupo aminobutil da espermidina para o amino grupo livre de uma
lisina especifica, seguido de hidroxilagdo deste grupo pela desoxi-hipusina hidroxilase. O grau
de conservacdo, nas diferentes espécies, dos residuos flanqueadores do sitio de hipusinagdo
revela a grande importancia deste aminoacido raro (Chen e Liu, 1997; Magdolen e cols.,
1994). Mutagdo neste residuo (KS51R em S. cerevisiae) leva a produgdo de elF5A néo
hipusinado, que ndo permite o crescimento de células onde TIF51A foi nocauteado (Schnier e
cols., 1991). Adicionalmente, o gene codificador da enzima desoxi-hipusina sintase ¢
essencial para o crescimento de S. cerevisiae (Park e cols., 1997; Sasaki e cols., 1996). O fato
de elF5A ser a Unica proteina eucariotica que sofre hipusinagao fortalece a idéia de que este
fator seja de fundamental importancia no metabolismo celular.

As estruturas tridimensionais de homologos de eIF5A de trés espécies de arqueas, de
dois protozoarios, de humano (3CPF) e da levedura Saccharomyces cerevisiae (3ERO) foram
determinadas e revelaram varias caracteristicas comuns (Kim e cols., 1998; Peat e cols., 1998;
Yao e cols., 2003; 3CPF; 3ERO). Segundo esses estudos, elF5A trata-se de uma proteina
dividida em dois dominios predominantemente compostos por folhas beta. A comparagao
destes dominios com outras proteinas de estruturas tridimensionais conhecidas mostra que o
dominio N-terminal, o qual contém a hipusina, possui um dobramento classificado como
“Translation Protein SH3-like motif”, o qual também estd presente em varias proteinas
ribossomais (http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e cols., 2001). O dominio C-
terminal, por sua vez, ¢ similar a dobramentos de proteinas que se ligam a acidos nucléicos de

fita simples (“Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold”), o qual esta presente em
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proteinas de diferentes funcdes celulares que se ligam a RNA ou DNA fita simples
(http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e cols., 2001). De fato, dois trabalhos publicados
tentam correlacionar a fungdo de eIFSA com a ligacdo a mRNAs, porém a extensdo de tais
estudos ainda necessita ser ampliada para se estabelecer um papel de elF5A na interagdo
fisica direta com mRNAs (Xu e Chen, 2001; Xu e cols., 2004).

A fung¢do de elF5A permanece obscura, apesar de quase trinta anos de estudo sobre este
fator. Como apresentado acima, embora elF5A tenha sido considerado inicialmente um fator
de inicio de tradugdo (Benne e cols., 1978), a deplecdao deste fator em leveduras causa uma
pequena redugdo (30%) nos niveis de sintese protéica (Kang e Hershey, 1994; Zuk e
Jacobson, 1998). Este dado sugere que eIF5A ndo seja um fator essencial na sintese protéica
de forma geral. Alternativamente, foi proposto que elF5A seja um fator envolvido na traducao
de um grupo especifico de mensageiros, por exemplo, daqueles envolvidos na transicdo G1/S
do ciclo celular (Kang e Hershey, 1994; Park e cols., 1997). Esta hipdtese foi levantada
devido a observagao de que a inibicdo das duas enzimas envolvidas na hipusinagdo de elF5A
bloqueia a proliferacdao celular de diferentes linhagens de células de mamiferos (Hanauske-
Abel e cols., 1994; Park e cols., 1994; Chen e cols., 1996; Shi e cols., 1996). Outras
observagdes também evidenciam o envolvimento de elFSA com proliferagao celular. Por
exemplo, a expressao de elF5A ¢ induzida em linfocitos T ativados (Bevec e cols., 1994).
Experimentos utilizando D. melanogaster mostraram uma perda do controle no ciclo celular
no inicio do desenvolvimento deste inseto em consequéncia da alteragdo dos niveis de eI[F5A
(Lee e cols., 2001). E, por fim, um aumento no nimero de células paradas na fase G1 do ciclo
celular é observado apds a deplegdo de eIF5A em S. cerevisiae (Kang e Hershey, 1994).

Embora proposto previamente que elF5A seja um cofator celular da proteina Rev de
HIV-1 e esteja envolvido na exportagdo dos mensageiros tardios deste virus (Ruhl e cols.,

1993; Bevec e cols., 1996; Bevec e Hauber, 1997; Elfgang e cols., 1999; Rosorius e cols.,
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1999), outros estudos ndo evidenciam o envolvimento de elFSA com transporte
nucleocitoplasmatico (Shi e cols., 1997; Henderson e Percipale, 1997; Valentini e cols., 2002;
Jao e Chen, 2002).

Trés mutantes condicionais de S. cerevisiae para o gene TIF51A (tif51A-1, tif51A-2 e
tif51A-3) foram descritos e caracterizados em nosso laboratorio (Valentini e cols., 2002). A
caracterizacdo destes alelos de TIF51A mostrou que todos sdao mutantes sensiveis a
temperatura com perda de fun¢do na temperatura nao permissiva devido a rapida degradacao
de elF5A (Valentini e cols., 2002). Nesse estudo foi mostrado que eIlF5A apresenta uma
localizagao citoplasmatica com maior concentragdo perinuclear, o que estd de acordo com sua
localizagdo em células de mamiferos, onde elFSA localiza-se principalmente no citoplasma
(Shi e cols., 1997; Jao e Chen, 2002). Esta localizagdao perinuclear ndo ¢ alterada em leveduras
contendo um alelo sensivel a temperatura de XPO1, gene que codifica para CRM1/exportina 1
em leveduras, na temperatura nao permissiva. Assim como acontece em mamiferos, o
bloqueio da ac¢do de exportina 1 em leveduras leva a um acimulo da proteina Rev de HIV-1
no micleo. No entanto, ndo ocorre acimulo de eIF5A nas mesmas condigdes onde ocorre
acimulo de Rev no mutante de Xpol, e também nao ocorre acimulo de Rev no ntcleo em
mutantes de elF5A, o que compromete o envolvimento de elF5A com a exportacdo de

proteinas através do receptor CRM1/exportina 1 (Valentini e cols., 2002).

O fator elF5A esta ainda envolvido com o decaimento de mRNA. Foi mostrado que
mutantes condicionais de S. cerevisiae exibem defeito na degradagdo de RNA mensageiros na
temperatura ndo permissiva (Zuk e Jacobson, 1998; Valentini e cols., 2002). Entretanto, os
resultados de decaimento de mRNA obtidos para os mutantes de nosso laboratdrio sugerem
que esse possivel papel de elF5A seja secundario, pois o fendtipo de inibi¢do do crescimento
ndo se correlaciona com o defeito na degradacdo de RNA mensageiros (Valentini e cols.,

2002).
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Utilizando um dos nossos mutantes ja descritos (tif51A-1) e buscando clonar
supressores do fendtipo de sensibilidade a temperatura, nove genes foram obtidos: PABI,
PKC1, WSC1, WSC2, WSC3, SIA1, HSP150, GIC1 e ZDS1 (Valentini e cols., 2002; Zanelli e
Valentini, 2005). At¢ o momento, os estudos foram concentrados principalmente no gene
supressor PKC1 (e seus ativadores WSC1, WSC2, WSC3). Foi mostrado que a supressiao por
Pkcl ¢ independente da via de MAP quinases e foi descrita uma via de sinalizacao intracelular
que atua abaixo de Pkcl e que envolve as proteinas Zdsl e Gicl (Zanelli e Valentini, 2005).
Como ¢ improvavel que elF5A esteja diretamente relacionado ao processo de brotamento
celular, do qual participam os genes supressores PKC1, ZDS1 e GICL, ¢é provavel que elFSA
esteja envolvido com a progressao no ciclo celular em levedura de maneira indireta, através

do controle da expressdao génica.

Resultados do nosso laboratorio demonstraram que eIlF5A interage com componentes
estruturais ribossomais 80S, bem como com eEF2, de modo dependente de hipusina e que
mutantes de eIF5A apresentam alteracdes de perfil polissomal e sensibilidade a inibidores de
traducdo. Tais resultados restabelecem uma funcao de eIF5A na traducao e sugerem um papel
para este fator na elongacao da traducao ao invés de no inicio da traducao (Zanelli et al.,
20006).

De maneira interessante, embora nao exista proteina homoéloga a eI[F5A em eubactérias,
o fator de elongagdo da traducdo de bactérias EF-P ¢ um homologo estrutural de elF5A de
arqueas (Hanawa-Seutsugu e cols., 2004). Além disto, a fungdo de EF-P ¢ especificamente
afetada in vitro por inibidores da atividade peptidil-transferase (Aoki e cols., 1997),
analogamente a sensibilidade de mutantes -caracterizados por nosso laboratorio a
esparsomicina e anisomicina (Zanelli e cols., 2006). E também importante lembrar que a

parada da elongacdo da tradugdo leva a estabilizagdo de mRNA (Wilusz e cols., 2001),
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justificando assim o efeito secundario de diminui¢ao da degradagdo de mRNA nos mutantes
de elF5A.

Pesquisas realizadas em nosso laboratério produziram 40 novos mutantes, sendo que 19
nao complementaram o nocaute do gene selvagem, 13 apresentaram fenotipo de
termossensibilidade e 8 ndo apresentaram nenhuma alteracao nos fendtipos investigados (Dias
e cols., 2008).

A maioria dos novos alelos mutantes de TIF51A produz elF5A instavel na temperatura
ndo permissiva, caracteristica que explica o fendtipo de sensibilidade a temperatura destes
mutantes, uma vez que elF5A ¢ essencial para a viabilidade celular, e, ainda, revela residuos
importantes para a estrutura secundaria e terciaria de e[F5A. No entanto, essa caracteristica
dificulta a procura de proteinas que interagem com elF5A através de rastreamentos genéticos
realizados na temperatura ndo permissiva, uma vez que a compensagdo da perda total da
proteina ¢ muito mais dificil de ser alcangada do que a perda de interacdes fisicas especificas.
Felizmente, dentre os novos alelos de TIF51A obtidos, dois (tif51A"® ¢ tif51AQ22H/L9F)
apresentam elFSA estavel na temperatura nao permissiva, indicando que, ao contrario dos
outros mutantes, seus fenotipos podem ser decorrentes da perda de interagdes fisicas
especificas entre e[FSA mutada e seus ligantes celulares (Dias e cols., 2008).

Como apresentado aqui, apesar do grande nimero de estudos realizados com elF5A, o
mecanismo pelo qual elFSA exerce sua funcao permanece ainda indeterminado. Através de
estudos de interacdo entre e[F5A e fatores envolvidos com a etapa da elongacdo da traducao,
espera-se ampliar os dados que relacionam eIF5A com a elongacdo e esclarecer a fungdo que

este fator desempenha na sintese protéica.



6. MATERIAIS E METODOS
6.1. Material

Tabela 1 — Leveduras utilizadas nos experimentos realizados

Levedura Gendtipo Origem

SVL14  MATa ade2 trpl ura3 leu2 his3 canl tif51A-1  Colecdo do laboratdrio
SVL32  MATa ade2 trpl ura3 leu2 his3 canl tif51A-3  Colecdo do laboratdrio
SVL59  MATo ade2 leu2 trpl ura3 pabl::HIS3 Pamela Silver

[pabl-53 TRP1 CEN]

SVL60  MATo ade2 leu2 trpl ura3 pabl::HIS3 Pamela Silver
[PAB1 TRP1 CEN]

SVL82  MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 Colegao do laboratorio
SVL136 MATa ade2 his3 tyrl ura3 Allan Jacobson
SVL138 ade2 his3 tyrl ura3 grcb Allan Jacobson
SVL140 ade2 his3 tyrl ura3 mrt4 Allan Jacobson
SVL142 MATa ade3 his3 leu2 ura3 Howard Bussey
SVL272  MATa his3 leu2 ura3 met15 Anita H. Corbett

SVL346 MATa ura3 trpl ade2 his3 cdc33::LEU2  Altmann e cols., 1989
[CDC33 CEN TRP1]

SVL347 MATa ura3 trpl ade2 his3 cdc33::LEU2  Altmann e cols., 1989
[cdc33-42 CEN TRP1]

SVL473 MATa ade2 ura3 trpl xpol::LEU2 Anita H. Corbett
[xpol-1 HIS3]

SVL700 MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 ccal-1 Deng et al., 2000



SVL732

SVL733

VZL821

VZL822

VZL829

VZL837

VZL838

VZL839

VZL855

VZL857

VZ1.904

VZL987

VZ1.999

MATo ade2 his4 leu2 lys2 met2 trpl ura3
yef3::LEU2 [YEF3 TRP1 CEN]

MATao ade2 his4 leu2 lys2 met2 trpl ura3
yef3::LEU2 [yef37°% TRP1 CEN]

MATa leu2 trpl ura3 his3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [tif51A%**-93F CEN TRP1]
MATa leu2 trpl ura3 his3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [tif51A“*** CEN LEUZ2]
MATa adel leu2 ura3 prtl-1

MATa leu2 trpl his3 ura3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [TIF51A CEN LEUZ2]

MATa leu2 trpl his3 ura3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [TIF51A CEN TRP1]

MATa ade3 his3 leu2 ura3 fun12::kanMX4
MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 [LEU2 CEN]
MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 [eft2™°%%
LEU2 CEN]

MATo leu2 trpl ura3 his3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [tif51A-1 URA3 CEN]

MATo leu2 trpl his3 ura3 tif51A::HIS3
tif51B::kanMX4 [tif51A°** CEN TRP1]
MATa leu2 trpl his3 ura3 tif51A::HIS3

tif51B::kanMX4 [tif51A-3 CEN TRP1]

Anand € cols., 2003

Anand e cols., 2003

Colegao do laboratorio

Colecao do laboratorio

Heikkinem et al., 2003

Colecao do laboratorio

Colecao do laboratorio

Sunnie Thompson

Colecao do laboratorio

Colecao do laboratorio

Colecao do laboratorio

Colegao do laboratdrio

Colecao do laboratorio
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Tabela 2 — Plasmideos utilizados nos experimentos realizados

Plasmideo Descricao Origem
pRS314 (pSV58) TRP1 CEN Colegao do
laboratorio
pRS315 (pSV59) LEU2 CEN Colegao do
laboratorio
pRS425 (pSV64) LEU2 2 Colegao do
laboratorio
pACT (pSV149) LEU2 2 Colegao do
laboratorio
pACT (pSV274) EFT2 LEU2 2p Colegao do
laboratorio
pSV708 tif51A°?2H9F CEN TRP1 Colecdo do
laboratorio
pSV734 tif51A"%* CEN LEU2 Colec¢do do
laboratdrio
pVZ1041 TEF2 LEU2 2 (pACT- Colegao do
TEF2) laboratorio
pVZ1043 YEF3 LEU2 2 (pACT- Colecao do
YEF3) laboratorio
pVZ1104 eft2"% LEU2 2p Colegdo do

laboratorio
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6.2. Métodos
6.2.1. Transformacao de Leveduras
O processo visa inserir um plasmideo de interesse na levedura. Realiza-se todo o
processo em fluxo laminar vertical para evitar contaminacdo. Em 5 mL de meio YPD (extrato
de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e agar 20 g/L) liquido faz-se um indculo de células e
cultiva-se durante a noite. Uma aliquota de 1 mL da cultura celular ¢ centrifugada durante 5
segundos na velocidade de 16100 xg e, apos a centrifugacdo, o sobrenadante ¢ descartado.
Suspende-se as células em 1 mL de acetato de litio 100 mM e, posteriormente, incuba-se
durante 15 minutos sob agitacdo a 25°C. Concomitantemente, incuba-se a temperatura de
96°C por 10 minutos uma aliquota de ssDNA (DNA carreador) e a transfere para o gelo. Apos
a incubacdo sob agitacdo, realiza-se novamente a centrifugagdo das células durante 5
segundos na velocidade de 16100 xg. O sobrenadante ¢ descartado. Sao adicionados ao tubo
os seguintes componentes, nesta ordem: 240 pL de polietileno glicol (50% m/v) —
estabilizador de membrana, 36 uL de LiAc 1 M, 50 uL de ssDNA (2,0 mg/mL) - carreador,
5,0 uL de DNA plasmidial (100 ng a 5 pg) e 20 uL de d4gua milli-Q estéril. Ressuspende-se as
células e as incuba durante 10 minutos a 42°C em banho timido para realizar um choque
térmico. A seguir, centrifuga-se as células durante 1 minuto. O sobrenadante ¢ descartado. O
precipitado ¢ ressuspendido em 150 pL de 4gua milli-Q estéril pipetando devagar. Plaqueia-se
em meio SC apropriado, que selecione para a presenca do plasmideo. As colonias devem
aparecer em 2 a 4 dias a 30°C.
6.2.2. Preparacao de plasmideos em pequena escala (MINIPREP)
As bactérias contendo o plasmideo de interesse sdo inoculadas em 3 mL de meio LB
liquido contendo o antibidtico ampicilina na concentragdo de 50 pg/mL, ou antibidtico
adequado. Ap0s isso, sdo incubadas a 37°C sob agitacdo durante a noite. Uma aliquota de 1

mL da cultura € centrifugada durante 1 minuto a 12.000 xg. Apds a centrifugagdo, descarta-se
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o sobrenadante. Prepara-se solucdo 1:1 de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 1%/hidréxido de
s6dio (NaOH) 0,2 M e adiciona-se 200 pL ao precipitado de células, além de 150 pL de
solucdo de acetato de sddio (NaAc) 3M pH 4,8. A mistura resultante ¢ homogeneizada por
inversdo até a formacgdo de “grumos”. Este processo deve ser realizado cautelosamente para
que a precipita¢do das proteinas celulares seja eficaz. Ao final, deve-se fazer a centrifugagio
por 10 minutos a 12.000 xg. O sobrenadante ¢ transferido para outro tubo (proprio para
armazenamento de DNA) e neste adiciona-se 1 mL de isopropanol. Mistura-se por inversao e
centrifuga-se por 10 minutos novamente. Em seguida, o sobrenadante ¢ descartado e o
precipitado restante ¢ lavado duas vezes com etanol 75% gelado. Realiza-se a secagem do
precipitado utilizando o equipamento Speed Vac (Eppendorf) a 45°C durante 20 minutos.
Posteriormente, faz-se sua suspensdo em 50 pL de dgua milli-Q.
6.2.3. Eletroforese em gel de agarose
Para o preparo do gel de agarose 0,8%, ¢ adicionado a um erlenmeyer, 0,8 g de agarose e
100 ml do tampao Tris-acetato-EDTA 1X. Em seguida, a solu¢ao ¢ aquecida durante 1 minuto
e meio para solubilizacdo completa da agarose. Promove-se o resfriamento a temperatura
ambiente desta solucdo e, a seguir, adiciona-se 5 uLL de brometo de etideo (10 mg/ml), o qual
se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA, permitindo sua visualizagao por UV (Alfa
Imager - Alpha Innotech Corporation). O contetido, ainda liquido, ¢ vertido em um suporte de
eletroforese previamente vedado com fita adesiva e aguarda-se a solidificagdo do gel. Quanto
maior a concentracdo do gel, mais densa sera a rede formada, o que possibilita uma melhor
separacdo de pequenos fragmentos de DNA. Desta forma, o processo de eletroforese consiste
na aplicagdo de uma diferenca de potencial elétrico. As amostras sdo posicionadas no polo
negativo e migrardo para o polo positivo devido as cargas negativas do DNA (grupos fosfato).
Antes da aplicacdo, 3 pL de cada amostra s3o misturados a 1 pL de loading buffer 5x [para

50mL; Glicerol (50%) 25,0mL; Azul de Bromofenol (0.125%) 0,0625g; Xileno Cianol
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(0.125%) 0,0625g; TE pHS,0 g.s.p. 50,0mL]. Apds a corrida, o gel € visualizado com auxilio
de um transluminador (Alfa Imager - Alpha Innotech Corporation).
6.2.4. Teste de sensibilidade a temperatura
Primeiramente, cultivam-se as leveduras desejadas em 5,0 mL de meio de cultura
apropriado até que atinjam D.O.¢00nm=0,6 a 0,9. Para medir a D.O., devem ser adicionados em
uma cubeta 900 pL de meio e 100 pL de células. Para o branco, 1000 uL do meio apenas.
Realiza-se a centrifugagdo das células durante 1 minuto a 16100 xg. Estas sao ressuspendidas
em glicerol 50%. Em uma microplaca, transfere-se 200 pL da suspensdo de células para o
primeiro poco. Nos 5 pocos seguintes, adicionam-se 180 pL. de uma solugao de glicerol 50%.
A seguir, transfere-se 20 pL da cultura do primeiro para o segundo poc¢o, homogeneizando
bem e repetindo-se o procedimento para os pocos seguintes, de forma que sejam realizadas
cinco dilui¢des 1:10. Com um pipetador multicanal, aplica-se 4 pLL de cada diluigdo nos meios

a serem testados e incuba-se por 1 a 3 dias na temperatura adequada.
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7. OBJETIVOS
7.1. OBJETIVO GERAL
Ampliar os dados que envolvem eIFSA com a elongacdo da tradugdo, possibilitando o

estudo da relagdo de eIFSA com esta etapa da tradugao.

7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
7.2.1 Analise da reversibilidade do fenodtipo de sensibilidade a temperatura
de mutantes de inicio ou de elongacio da traducao
Com o objetivo de analisar se ha diferencas na reversibilidade do fendtipo de
sensibilidade a temperatura entre mutantes de inicio e elongagdo da traducao, e também se ha
semelhanga na reversibilidade do fendtipo de sensibilidade a temperatura entre os mutantes de
elF5SA e diferentes mutantes de inicio da tradu¢ao ou mutantes de elongacao da traducao, as
linhagens foram cultivadas em meio YPD até que tenham atingido D.O.600nm=0,6 a 0,9 e entao
foi realizado o teste de sensibilidade a temperatura. Foi feita incubagao a 38°C por 4, 8, 12 ¢
24 horas e entdo, transferéncia da cultura para 25°C, para analise da retomada do crescimento.
Espera-se observar se os mutantes de eIF5A apresentam fendtipo de sensibilidade a
temperatura e retomada do crescimento semelhante aos mutantes de inicio da tradugdo ou aos
mutantes de elongagdo da traducao.
7.2.2 Analise da existéncia de complementacao alélica entre tif51AQP2H93F o
tif5 1A %A
Com o objetivo de avaliar se diferentes mutagdes em TIF51A causam diferentes
defeitos na funcgdo de elF5A e se ocorre alguma relacdo de dominancia entre diferentes alelos
desse gene, os mutantes tif51AA ¢ tif51A%P295F foram combinados em uma mesma

linhagem de levedura cujo gene TIFS51A encontra-se nocauteado. Para isso, as linhagens de
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levedura foram transformadas com as construcdes tif51A%2H3F/CEN/TRP1 (pSV708) ou
tif51AY®*/CEN/LEU2 (pSV734) ¢ CEN/TRP1 (pSV58) ou CEN/LEU2 (pSV59) e foram
cultivadas em meio SC-leu-trp até que atinjam D.O.500nm=0,6 a 0,9. Em seguida, foi realizado
o teste de sensibilidade a temperatura. Espera-se observar se a linhagem que possui os alelos
tif51ASA ¢ tif51A29SF combinados apresenta uma melhora no crescimento em relagdo as

linhagens que possuem apenas tif51AX®A ou tif51A%2H%F individualmente.

7.2.3 Estudo de interacido genética entre mutantes estaveis de elFSA
(eIFSAK56A e eIFSAQnH/L%F) e outros fatores de elongacio da traducao

Como demonstrado, GST-elF5A € capaz de copurificar eEF2, PO e L11, enquanto que o
mesmo ndo ¢ observado quando apenas GST ¢ utilizado. Este resultado sugere que elF5A
interage fisicamente in Vivo com as proteinas testadas relacionadas a tradugdo (Zanelli et al.,
20006).

Os mutantes tif51A%® ¢ tif51A%%"9F produzem eIF5A estavel na temperatura ndo
permissiva. Além disso, apresentam defeitos de crescimento e de sintese protéica, além de
possuir defeito no perfil polissomal caracteristico de mutantes envolvidos na elongacdo da
traducdo. Estudos mostram que a proteina mutada tif51AQZ2HL93F interage com eEF2,
independentemente de RNA e ribossomos (Camila A. O. Dias, dados ndo publicados).

Diante da possivel interacao fisica entre elF5A e eEF2, pretende-se analisar a interagao
genética entres os genes codificadores desses fatores, e também dos genes codificadores de
eEF1A (TEF2) e eEF3 (YEF3). Para isso, as linhagens de interesse foram transformadas com
as construgoes 2WLEU2 (pSV149) ou EFT2/2u/LEU2 (pSV274) ou TEF2/2u/LEU2
(pSV1041) ou YEF3/2W/LEU2 (pSV1043) e foram cultivadas em meio SC-leu até que atinjam

D.0O.600nm=0,6 a 0,9 e, entdo, foi realizado o teste de sensibilidade a temperatura. Assim,
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espera-se observar se TIF51A interage com EFT2, bem como TEF2 e YEF3 e buscar
esclarecer em qual etapa da elongacdo da tradugdo eIF5A atua.

7.2.4 Observacao da ocorréncia de interacdo genética entre mutantes
estaveis de eIF5A (eIFSAX % ¢ eIF5AP2H193F) ¢ o mutante do fator de

elongacio 2, eft2H°%

Resultados recentes do nosso laboratdrio descreveram a interagdo genética do mutante
de eIF5A tif51A-3, com o mutante de eEF2, eft2™"°*_ Analises de perfil polissomal revelaram
que o mutante de elF5A reduz a fragdo polissomal e que o perfil polissomal do mutante de
elF5A ¢ bastante semelhante ao perfil de eft2"°**. Tanto o mutante tif51A-3 quanto o mutante
eft2He9K apresentaram aumento da porcentagem de polissomos e diminui¢cao do pico 80S,
comparado a linhagem selvagem. A similaridade entres os perfis polissomais dos mutantes de
elF5SA e eEF2 estd de acordo com uma possivel fungdo de eIF5A na elongacao da traducao. O
mutante duplo tif51A-3 eft2He9K apresentou perfil polissomal semelhante aos perfis dos
mutantes Unicos de elF5SA e eEF2, sugerindo uma relagdo muito proxima entre elFSA e eEF2.
Esses resultados nao s6 reforcam o envolvimento de elF5SA na traducdo, como também
propde um envolvimento na elongagao da tradugao (Gregio e cols., 2009).

Uma vez que o mutante de eIF5A, tif51A-3, apresentou uma relagdo com o mutante de
eEF2, eft2"F pretende-se analisar agora, se existe uma interacdo genética entre os mutantes
estaveis de elF5A tif51AK" ¢ tif51AR%2HLSF o oftpH89%K  para isso, as leveduras foram
transformadas com as construgdes 2W/LEU2 (pSV64) ou eft2 ¥ 2u/LEU2 (pVZ1104) e
foram cultivadas em meio SC-leu até que atinjam a D.0O.600nm=0,6 a 0,9 e entdo foi realizado o
teste de sensibilidade a temperatura. Assim, espera-se observar se os mutantes estaveis de

elF5A apresentam uma relagio com eft2"*% assim como foi observado entre o mutante

tif51A-3 e eft2H%%%
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1 Analise da reversibilidade do fenodtipo de sensibilidade a temperatura de mutantes de
inicio ou de elongacao da traducio

Com o objetivo de analisar se ha diferengas na reversibilidade do fendtipo de
sensibilidade a temperatura entre mutantes de inicio e elongacao da tradugao, e se os mutantes
de elF5A retomam seu crescimento e possuem fenotipo de sensibilidade a temperatura
semelhantes aos mutantes de inicio ou mutantes de elonga¢do da tradu¢do, foi realizado o
teste de sensibilidade a temperatura utilizando mutantes de eI[FSA como as linhagens SVL14
(tif51A-1), SVL32 (tif51A-3), VZL821 (tif51A%2HSF)  vz1822 (tif51A%*) ¢ VZL904
(tif51A-1), mutantes de inicio da tradu¢do como as linhagens SVL59 (pabl-53) e SVL347
(cdc33-42), VZL829 (prtl-1) e VZL839 (funl2::kanMX4), mutantes de elongagdo da tradugdo
como as linhagens SVL733 (yef3F65os) e VZL857 (eft2H699K), mutantes com defeito no
processo de montagem do ribossomo como as linhagens SVL138 (grc5) e SVL140 (mrt4) e
um mutante que possui defeito no processo de exportagdo do ntcleo (proteinas, RNAs e
subunidades ribossomais), a linhagem SVL473 (xpol-1). As linhagens foram incubadas por 4,
8, 12 e 24 horas a 38°C e em seguida transferidas para a temperatura de 25°C para analise da
retomada de crescimento.

Como pode ser observado na figura 1.1, todas as linhagens apresentam crescimento
quando incubadas a 25°C.

A figura 1.2 mostra as linhagens incubadas a 38°C, temperatura ndo permissiva, por 4
horas e, em seguida, transferidas para 25°C. Pode ser observado que apenas a linhagem
VZL700 (ccal-1), que possui mutacdo na tRNA-3’-terminal adenilil transferase (maturacao
de tRNA), apresentou defeito na retomada de crescimento.

Na figura 1.3 sdo mostradas as diferentes linhagens incubadas por 8 horas a 38°C e

transferidas para 25°C. Pode ser observado que, além da linhagem VZL700 (ccal-1), a
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linhagem SVL140 (mrt4) também apresentou diminui¢do de crescimento. Esta linhagem
possui muta¢ao no gene para Mrt4 (fator envolvido na montagem de ribossomo).

A figura 1.4, em que as linhagens foram incubadas por 24 horas a 38°C e em seguida,
transferidas para 25°C, mostra que, além das linhagens destacadas no paragrafo anterior, as
linhagens SVL32 (tif51A-3), SVL733 (yef3™°%) ¢ VZL829 também apresentaram defeitos na
retomada de crescimento. A linhagem SVL32 ¢ um mutante de elF5A, a linhagem SVL733
possui uma mutacdo no gene que codifica eEF3 e a linhagem VZL829 (prtl-1) possui uma
mutacao no gene de elF3b.

Portanto, apenas uma linhagem com defeito em elF5A apresentou defeito na retomada
de crescimento, a SVL32. Duas linhagens que apresentam defeitos no inicio da tradugao
também apresentaram defeito na retomada de crescimento, SVL59 (pabl-53) e VZL829
(prtl-1). E uma linhagem que apresenta defeito na elongacdo da tradugdo apresentou defeito
na retomada de crescimento, SVL733 (yefSFGSOS). Como pode ser observado nas figuras 1.1, e
1.4, as linhagens VZL821 e VZL822, que sao mutantes de elF5A, retomaram seu
crescimento. As linhagens VZL855 e SVL138, que apresentam, respectivamente, mutacao em
eEF2, um fator de elongagdo, e um defeito na montagem do ribossomo, também retomaram
seu crescimento. Desta maneira, ndo foi possivel observar diferencas na reversibilidade do
fenotipo de sensibilidade a temperatura entre mutantes de inicio e elongacao da traducado, e
ndo ha relacdo entre defeitos de elF5A e defeitos de inicio ou elongagdo da tradugdo na

reversibilidade do fendtipo de sensibilidade a temperatura e retomada do crescimento.
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Figura 1.1 Teste de sensibilidade a temperatura de linhagens que possuem defeitos em elF5A, no
inicio da traducdo ou na elongacao da traducio entre outros fatores. As linhagens foram
incubadas por 72 horas a 25°C.
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Figura 1.2 Teste de sensibilidade a temperatura de linhagens que possuem defeitos em elF5A, no
inicio da traducdo ou na elongacdo da traducao entre outros fatores. As linhagens foram
incubadas por 4 horas a 38°C e em seguida, transferidas para 25°C por 68 horas para analise do
fenotipo de sensibilidade a temperatura e retomada de crescimento.
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Figura 1.3 Teste de sensibilidade a temperatura de linhagens que possuem defeitos em elF5A, no
inicio da traducdo ou na elongacdo da traducao entre outros fatores. As linhagens foram
incubadas por 8 horas a 38°C e em seguida, transferidas para 25°C por 64 horas para analise do
fenotipo de sensibilidade a temperatura e retomada de crescimento.
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Figura 1.4 Teste de sensibilidade a temperatura de linhagens que possuem defeitos em elF5A, no
inicio da traducdo ou na elongacdo da traducao entre outros fatores. As linhagens foram
incubadas por 24 horas a 38°C e em seguida, transferidas para 25°C por 48 horas para analise do
fendtipo de sensibilidade a temperatura e retomada de crescimento.
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8.2 Andlise da existéncia de complementacio alélica entre tif5 1 AQ?2H/L93F
tif51A %04
Com o objetivo de avaliar se diferentes mutagdes em TIF51A causam diferentes
defeitos na fungdo de eIF5A e se ocorre alguma relagdo de dominancia entre diferentes alelos
desse gene, os mutantes tif51AK%A ¢ tif51A%?HF foram combinados em uma mesma
linhagem de levedura cujo gene TIF51A encontra-se nocauteado e as linhagens submetidas ao
teste de sensibilidade a temperatura.

K56A
A56

A linhagem que combina os alelos tif51 , que possul uma mutagdo na alga de

hipusinagio, e tif51A%?L93F

, que apresenta mutacdes nos dominios N-terminal e C-terminal,
apresenta um fendtipo de sensibilidade a temperatura tdo severo quanto as linhagens que
possuem apenas um dos alelos, como pode ser observado na figura 2. Este resultado indica
que nao ha complementacdo entre os dois alelos e que as mutacdes KS6A e Q22H/LI3F

provocam defeitos semelhantes em elFSA. Apesar da figura 2 mostrar pequenas variagoes,

estas ndo se mostraram importantes na triplicata.
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Figura 2. Teste de sensibilidade a temperatura de linhagens que combinam ambos os alelos e
linhagens que possuem cada alelo isoladamente.



34

8.3 Estudo de interacdo genética entre mutantes estaveis de elFSA (eIF5A™% ¢
eIF5A @293y o gutros fatores de elongacio da traducao

Como ja citado, eIF5A possivelmente interage fisicamente com eEF2, portanto foi

realizado o teste de sensibilidade a temperatura para analisar a interagdo genética entre os

mutantes estaveis de elFSA e o mutante de eEF2. Foi realizado também o teste de

sensibilidade a temperatura para analisar a interagdo genética entre os mutantes estaveis de

elF5A e outros genes que codificam fatores de elongagdo, como TEF2 (eEF1A) e YEF3

(eEF3), para verificar se elF5A interage especificamente com eEF2 ou também com outro

fator de elongagdo. Foram utilizadas para este objetivo constru¢des pACT-EFT2, pACT-

TEF2 e pACT-YEF3, as quais ja estavam disponiveis no laboratorio.

Como pode ser observado na figura 3.1, o mutante tif51A%%2H9F

expressando EFT?2
em alto numero de copias apresentou um defeito de crescimento mais severo do que o
observado para a mesma linhagem contendo apenas o vetor vazio. Entretanto, ndo foi
observado nenhum efeito quando o mutante tif51AFA expressa EFT2 em alto nimero de
copias, como pode ser observado na figura 3.2. Esse resultado era inesperado, pois outros
dados de nosso laboratério demonstraram que tif51AKA ¢ suprimido por EFT2 em alto
namero de copias (Dias et al., 2011). Essa diferenga pode ter ocorrido pelo fato de ter sido
utilizado um vetor diferente neste trabalho, além de que o vetor pACT também ocasiona a
formagdo de uma proteina de fusdo de eEF2 com dominio de ativacao de Gal4 (AD-eEF2), o
que poderia também interferir com a capacidade de supressao do fenotipo do mutante
tif51A %A, Ambas as figuras mostram que ndo ha qualquer interacdo genética entre os
mutantes de eI[F5A e TEF2 ou YEF3. A diferenca de crescimento observada nas linhagens
selvagens expressando EFT2, TEF2 e YEF3 em alto nimero de copias e a linhagem selvagem

contendo vetor vazio pode ser devida ao fato que as proteinas devem estar em equilibrio no

ambiente celular, assim a superexpressao destes fatores prejudicam o crescimento.
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Figura 3.1 Teste de sensibilidade a temperatura para analise de interacdo genética entre o
mutante estavel de elF5A, tif51A%2HF ¢ fatores de elongagio.

Figura 3.2 Teste de sensibilidade a temperatura para andlise de interacdo genética entre o
mutante estavel de e[F5A, tif51A%" e fatores de elongacio.
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8.4 Teste de interacio genética entre mutantes estaveis de elF5A (eIFSAX ¢

eIF5A W L93F) e o mutante do fator de elongacio 2, eft2Ho9%K

Foi observado que o mutante de eIFSA (tif51A-3) apresenta perfil polissomal

2H699K

semelhante ao mutante de eEF2 (eft )e estes alelos possuem interacdo genética do tipo

sintética doente, sugerindo uma possivel fungdo de elF5SA na elongagdo da traducdo. Portanto,
para ampliar os estudos da interacdo entre elF5A e eEF2 foi realizado a interagdo genética
entre os mutantes estaveis de elFSA (tif51AX®A ¢ tif51A%%2HMF) ¢ o mutante de eEF2

(eft2HE%9K).

2H699K AK56A

A superexpressdo de eft na linhagem tif51 apresentou um fendtipo de

crescimento mais severo do que a linhagem que possui apenas o vetor vazio, como pode ser

Q22H/L93F 2H699K

observado na figura 4. O mutante tif51A com eft superexpresso nao apresentou
alteragdes no crescimento celular, concordando com o dado anterior, onde a expressao em alto

namero de copias de eEF2 causou um defeito de crescimento.
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Figura 4. Teste de sensibilidade a temperatura para analise de interacdo genética entre os
mutantes estaveis de eIF5A e o mutante de eEF2 eft2"%%%
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CONCLUSOES

A reversibilidade do fendtipo de sensibilidade a temperatura e retomada do
crescimento ndo reflete claramente o tipo de defeito apresentado pelo mutante quanto
a sua funcao relacionada a tradugao.

Nao ha complementacdo alélica entre os mutantes estaveis de e[F5A.

AQ22HILO3F

O mutante tif51 apresenta um defeito de crescimento mais severo quando

ocorre superexpressao de EFT2.

K56A
A56

O mutante tif51 apresenta um defeito de crescimento mais severo quando

2H699K AQZZH/L93F

superexpressa eft , enquanto o mutante tif51 ndo apresenta defeitos de

crescimento nessa condigao.
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