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RESUMO

elF5A é uma proteina altamente conservada entre arqueas e eucariotos e apresenta uma
modificacdo pos-traducional Unica e essencial para sua funcdo, chamada de hipusinagdo.
elF5A foi inicialmente identificado como um fator de inicio de tradug¢do (eukaryotic
translation Initiation Factor 5A) porém foi demonstrado que elF5A atua na elongacdo da
traducdo. Recentemente foi demonstrado que elF5A seja mais importante na traducado
especifica de proteinas contendo residuos consecutivos de prolina. No intuito de
aprofundar o conhecimento da participacao de elF5A no processo de tradugao, o presente
trabalho de doutorado estudou a relacdao funcional entre elF5A e o tRNA de alanina
(tRNAAR), revelada como uma interagdo genética em Saccharomyces cerevisiae, assim como
avaliou a relacdo de elF5A com eventos da sintese proteica como Programmed Ribosomal
Frameshifting (PRF), misincorporation e readthrough, utilizando repoérteres de duas
luciferases. Primeiramente, foi analisada a especificidade alélica da supressdao em alto
numero de copias ocasionada por tRNAA e a capacidade de tRNAs para outros aminoacidos
suprimirem o fenotipo de crescimento de mutantes de elF5A, e os resultados mostraram
que esta supressdo nao se da de maneira alelo especifica e curiosamente, dentre os outros
tRNAs testados, apenas o tRNAMet é capaz de suprimir o fendtipo de crescimento do
mutante tif51A%564 de elF5A. A supressdo observada por estes tRNAs nao reflete na melhora
do defeito no perfil polissomal, para ambos os casos. Foi testada também a interacao fisica
direta entre elF5A e o tRNAA2, utilizando o sistema de triplo-hibrido, no entanto, nenhuma
interacao foi detectada, sugerindo que a interacdo observada entre elF5A e o tRNA em
complexo com 80S seja dependente do ribossomo. Os experimentos de Programmed
Ribosomal Frameshifting (PRF) revelaram um aumento na taxa de PRF para os sinais dos
virus L-A e HIV-1 nas linhagens mutantes para elF5A, demonstrando que a funcdo de elF5A
interfere com eventos de recodificacdo de mRNAs. Além disso, os mesmos mutantes
apresentaram aumento em misincorporation para coédons near-cognates, bem como
aumento significativo no fend6meno de readthrough para o cddon UGA. Estes resultados se
assemelham a resultados obtidos para outros fatores gerais de traducdo e, portanto,
sugerem um papel bioldgico relevante de elF5A na traducdo geral e ndao somente na

traducdo especifica de proteinas na célula.



ABSTRACT

elF5A is highly conserved between archaea and eukaryotes and has a unique and essential
postranslational modification, called hypusination. elF5A was initially described as a
translation initiation factor (eukaryotic Initiation Factor 5A) but it was shown that elF5A
engaged in translation elongation. Recently findings demonstrated that elF5A is most
important for specific translation of proteins containing consecutive proline residues. In
order to deepen the knowledge of function of elF5A during the translation process, this
research studied the functional correlation between elF5A and the alanine tRNA (tRNA22),
revealed as a genetic interaction in Saccharomyces cerevisiae, and also evaluated the effect
of elF5A in events of protein synthesis as Programmed Ribosomal frameshifting (PRF),
misincorporation and readthrough using dual luciferase reporters. First, the allele
specificity of the high copy suppression caused by tRNAA2 and the ability of tRNAs for other
amino acids to suppress the growth of el[F5A mutants were analyzed, and the results
showed that this deletion does not occur in an allele specific manner and interestingly,
among other tRNAs tested, only tRNA;Met is able to suppress the growth phenotype of the
elF5A mutant tif51A%>6A, The suppression induced by these tRNAs does not reflect in
improvement of the mutant defect in polysomal profile, for both cases. It was also tested
direct physical interaction between elF5A and tRNAA2 using three-hybrid system, however,
no interaction was detected, suggesting that the interaction observed between elF5A and
tRNA in the 80S complex is dependent on the ribosome. The Programmed Ribosomal
frameshifting (PRF) experiments showed an increase in PRF numbers for the signals of the
virus LA and HIV-1 in eIlF5A mutant strains, demonstrating that elF5A function interferes
with mRNA recoding events. Furthermore, the same mutants showed an increase in
misincorporation at near-cognate codons, as well as significant increase in the phenomenon
of readthrough at the UGA codon. These results are similar to results obtained for other
general translation factors and thus suggest a relevant biological role for elF5A in general

translation and not only in the translation of a specific set of proteins in the cell.
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INTRODUCAO




1.1. Traduc¢ao em eucariotos

A traducdo é um dos mecanismos altamente conservados ao longo da evolugao

(¢”]

D~

corresponde a etapa final da expressdo génica, onde uma sequencia polipeptidica

D~

sintetizada a partir de um mRNA transcrito da informag¢do contida no DNA. A tradugdo
mediada por um dos maiores complexos presentes em todos os dominios da vida, formado
de proteina e RNA, o ribossomo. O ribossomo traduz as informacdes contidas em um mRNA
em cadeias polipeptidicas com muita rapidez e acuracia. Apesar de estarem presentes em
todos os dominios da vida, os ribossomos possuem diferencas consideraveis tanto na
montagem quanto na estrutura, quando comparamos procariotos e eucariotos. Tais
diferengas propiciam a utilizacdo de farmacos eficientes e com acdo relativamente
especifica. Estes complexos foram e sdo de extrema importancia nao somente pela questdo
clinica, como para a caracteriza¢do funcional de fatores que atuam de alguma forma na
traducdo (SOHMEN et al., 2009). A estrutura do ribossomo foi descrita pela primeira vez
como microssomos, estruturas que renderam um prémio Nobel em 1974 a George Palade,
que conseguiu as primeiras imagens por microscopia eletronica de transmissao, levando ao

primeiro modelo 3D dos ribossomos (Figura 1).



Figura 1. Imagens do ribossomo bacteriano. A Imagem de microscopia eletronica de transmissdo
dos microssomos descritos por George Palade (PALADE E SIEKEVITZ, 1956). B Imagens de microscopia
eletrénica do ribossomo revelando a forma das subunidades. Tais imagens foram utilizadas como
base para a primeira modelagem do ribossomo em 3D (WITTMANN, 1983).

Estudos estruturais dos ribossomos levaram a elucida¢do da estrutura em nivel
atomico dos ribossomos de bactérias, revelando em detalhes esta complexa macromolécula
e seus sitios funcionais (BAN et al., 2000; CARTER et al., 2000; SCHLUENZEN et al.,, 2000). Em
seguida a estrutura cristalografica, resolvida por raios-X, foi demostrada para ribossomos
de Saccharomyces cerevisiae (BEN-SHEM et al, 2010; BEN-SHEM et al, 2011) e mais
recentemente foram elucidadas as estruturas para os ribossomos de humano, D.
melanogaster (ANGER et al, 2013) e a subunidade menor do ribossomo de coelhos, por
crioeletromicrografia (LOMAKIN E STEITZ, 2013).

O ribossomo é constituido de duas subunidades definidas pelo seu coeficiente de
sedimentacdo S: a subunidade menor (30S em procariotos e 40S em eucariotos) e a

subunidade maior (50S em procariotos e 60S em eucariotos). As duas subunidades



ribossomais interagem entre si, para a formacdao do complexo ribossomal traducionalmente
ativo. A estrutura do ribossomo e seus componentes sdo extremamente conservadas em
todos os dominios da vida. Porém os ribossomos de eucariotos sio mais complexos e
maiores, contendo um RNA adicional, e segmentos de expansdo nos outros RNAs
ribossomais conservados, assim como proteinas adicionais, e também extensdes em
algumas cadeias polipeptidicas. Na Figura 2, podemos observar a estrutura do ribossomo

de S. cerevisiae obtida por cristalografia.
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Figura 2. Estrutura cristalografica do ribossomo de Saccharomyces cerevisiae. (A) Visio
frontal indicando as estruturas na superficie da subunidade menor e maior, esquerda e
direita, respectivamente; (B) visdo lateral das subunidades do ribossomo onde estdo
representados o rRNA em preto e as proteinas em azul (40S) e o rRNA em cinza e as
proteinas em dourado (60S); (C) Visdo funcional, destacando os sitios DC (centro de
decodificacdo), factor binding (onde ocorre a ligacdo dos fatores de tradugdo durante a
elongacdo e término) e o PTC (centro da peptidiltransferase), bem como os sitios A
(aminoacil), P (peptidil) e E (exit ou de saida), onde os tRNAs sdo acomodados durante a
tradugdo (DELANO, 2002).



A interacdo entre as subunidades ribossomais é de extrema importancia para guiar
os tRNAs no ribossomo. Os tRNAs sao as moléculas de RNA que mais sofrem modificacgoes,
oitenta das noventa e cinco modificacdes descritas para RNAs sdao observadas em tRNAs
(JACKMAN E ALFONZO, 2013). A estrutura secunddria e terciaria de um tRNA é mostrada na
Figura 3. Devido a complementariedade de bases, a estrutura secundaria dos tRNAs forma
uma estrutura caracteristica, formando trés bracos ou loops, e podendo ter um braco
adicional para alguns tRNAs especificos. Os bracos sdo denominados aceptor, T, D e do
anticddon. Na extremidade 3’ dos tRNAs é adicionada, pds-transcricionalmente, uma
sequéncia de trés bases (CCA), onde ocorre a ligagdo dos aminoacidos especificos (Figura

3).

amino acid
attachment site

Acceptor stem
T loop

Extra arm

Anticodon

Figura 3. Estrutura geral de um tRNA. Os bracos sdo formados por regides onde ndo ocorre
pareamento de bases. Os bragos que compdem a estrutura dos tRNAs sdo aceptor (roxo), T
(verde), D (vermelho), do anticddon (azul) e o brago extra (laranja). A regido do anticédon
(em cinza) interage com o c6don do mRNA, que esta posicionado no decoding center,
localizado na subunidade menor do ribossomo, e o braco aceptor é covalentemente ligado
ao aminoacido que interage com o peptidyl transferase center (PTC) na subunidade maior
(GRIFFITHS-JONES et al.,, 2005).



Figura 4. Posicio dos tRNAs no ribossomo de bactéria (70S). Ribossomo contendo tRNAs nos
sitios A, P e E em laranja, vermelho e azul, respectivamente, e 0 mRNA em amarelo. Em
cinza esta representada a subunidade menor (30S) e em roxo a subunidade maior (50S)
(Yusupov et al,, 2001).

Uma vez que o ribossomo encontra-se montado, ap6és um longo processo de
maturacao das subunidades, a sintese proteica pode ser iniciada. O processo de traducao é
extremamente rapido, sendo que a inser¢do de um aminoacido na cadeia polipeptidica
nascente, durante a elongacdo, ocorre em aproximadamente 60 ms em bactéria (ZAHER E
GREEN, 2009). Este processo, apesar de rapido, é muito acurado, somente um erro é
incorporado para cada 103 - 10# c6dons lidos (LOFTFIELD E VANDERJAGT, 1972; IBBA E SOLL,
1999). Muitos ribossomos podem traduzir um mesmo mRNA ao mesmo tempo, resultando
em estruturas chamadas de polissomos. O mecanismo de polimerizacdo dos aminoacidos
pode ser dividido em 3 fases: inicio, elongacdo e terminacao, sendo que tais etapas sao
realizadas com auxilio de multiplos fatores de traducao essenciais. Existe ainda uma quarta
etapa, que é chamada de reciclagem do ribossomo, mas esta etapa ainda nao é muito bem
descrita. O inicio da traducao é caracterizado pela formacdo do complexo 80S
traducionalmente ativo, onde a regulacdo é feita de maneira fina através de complexos
mecanismos mediados pelos fatores de inicio. A elongacao se inicia a partir da formacao da

primeira ligacdo peptidica e trata-se da mais longa etapa, onde os aminoacidos sao



continuamente adicionados a cadeia polipetidica nascente de acordo com os cddons
contidos no mRNA e o deslocamento do ribossomo sobre este molde. Quando o c6don de
parada é posicionado no sitio A, ocorre o término. Neste momento, fatores de terminacao
permitem que o polipeptideo nascente seja liberado. As subunidades do ribossomo (40 e
60S) podem entdo ser recicladas e iniciar outro ciclo de tradu¢cao no mesmo mensageiro ou
iniciar a traducdo de outro mensageiro. O esquema geral do processo de traducdo em

eucariotos esta mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Visao global da traducido em eucariotos. Esquema ilustrativo contendo as quatro etapas
da tradugdo em eucariotos (inicio, elongacdo, terminacao e reciclagem do ribossomo), bem
como os fatores envolvidos nesse processo (MELNIKOV et al., 2012 com modificagdes).



1.1.1. Inicio da traducao

A etapa de inicio da traducao é limitante, sendo que este é o principal ponto de
regulacdo deste processo (SONENBERG E HINNEBUSCH, 2009). Em eucariotos este processo
envolve uma série de fatores de inicio (elFs) e esta esquematizado na Figura 6. A
subunidade menor se liga a eIF1A e elF3, o que previne a associacao das subunidades maior
e menor do ribossomo (RABL et al, 2011). A metionina iniciadora ligada ao tRNAMet é
entregue a subunidade menor ligada a elF2-GTP, formando o complexo ternario. Além de
prevenir a associacdo das subunidades, elF1A e elF3 estimulam a ligacdo do complexo
ternario a subunidade menor, formando o complexo de pré-iniciacao 43S (AsSANO et al,
2000). O mRNA interage na extremidade 3’, através da cauda poli-A, com a a proteina PABP
(poly-A binding protein) e, na extremidade 5’, com elF4E, através do capacete de 7-
metilguanosina (m7G). PABP e elF4E interagem por meio de elF4G, o que leva a
circulariza¢do do mensageiro (GINGRAS, RAUGHT E SONENBERG, 1999). Neste momento o mRNA
estd traducionalmente competente para interagir com o complexo de pré-iniciacdo. elF4G
facilita a ligacdo do 43S através da interacdo com elF3, resultando no complexo de pré-
iniciacdo 48S. Ocorre entdo a hidrolise de ATP por elF4A e se inicia entdo o escaneamento
do mRNA base a base, no sentido 3’, até que o primeiro AUG é posicionado no sitio P. Este
pareamento leva a quebra de GTP por elF2, estimulada pela acdo conjunta de elF5 e do 40S
(WILsoN et al., 2000; PEsTovA et al., 2001; PESTOVA E KOLUPAEVA, 2002; LOMAKIN et al,, 2003;
UNBEHAUN et al.,, 2007). Os fatores de inicio citados acima perdem a afinidade pelo complexo,
e a subunidade maior se associa ao complexo 40S, com o tRNA;Met ocupando o sitio P do

ribossomo.
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Figura 6. Representaciao esquematica do mecanismo de escaneamento do ribossomo e inicio
da traducdo em eucariotos. Durante a fase de iniciacdo, o capacete de m7G do mRNA
associa-se ao complexo elF4F (elF4G, elF4E, elF4A), mediado por elF4E. O complexo de
pré-iniciacdo 43S, composto pelo ribossomo 40S, complexo ternario (elF2-GTP-tRNA;Met),
elF1, elF1A, elF5 e elF3 é recrutado pelas interacdes entre elF4G e elF3, formando o
complexo de pré-iniciacdo 48S. Ocorre, entdo, o escaneamento do mRNA até o encontro do
primeiro AUG. A subunidade 60S é recrutada para este complexo e fatores de iniciacdo sdo
liberados (HINNEBUSCH, 2014).
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1.1.2. Elongacao da traducao

Uma vez estabelecido no mRNA durante o inicio da traducao, o ribossomo esta
pronto para extender a cadeia polipeptidica, deslizando no mensageiro cédon a cddon com
o auxilio dos tRNAs e fatores de elongacdo para entregar o aminoacido correto em cada
cddon posicionado no sitio A. A elongacdo é a etapa em que a maior parte da sintese
proteica ocorre e apresenta a maior velocidade do processo.

O primeiro passo da elongagdo é a entrega do tRNA aminoacilado (aa-tRNA) ao sitio
A do ribossomo. No entanto, antes disso acontecer, os tRNAs precisam ser carregados com
os aminoacidos correspondentes, ligados covalentemente por enzimas aminoacido-
especificas chamadas aminoacil-tRNA sintetases. Apesar da interacdo codon-anticodon
dirigir a elongacao da traducdo, o reconhecimento e correto carregamento dos tRNAs pelas
aminoacil-tRNA sintetases tem importincia comparavel no processo de elongacdo. O
carregamento erroneo dos tRNAs pode levar a incorporacdo de aminoacidos incorretos e a
producdo de proteinas defeituosas. A correta aminoacilacdo depende da sele¢do de dois
substratos apropriados pela respectiva aminoacil-tRNA sintetase: o tRNA e o aminoacido.
Enquanto os tRNAs sdo maiores, quando comparadas aos tRNAs, e podem ser facilmente
diferenciados entre si, os aminoacidos precisam ser distinguidos somente por suas cadeias
laterais. A reacdo de aminoacilagdo acontece em duas etapas e ocorre em dois sitios
chamados de sitio de ativacdo e sitio de edi¢do, respectivamente (ERIANI et al, 1995). O
aminodacido é primeiramente ativado por uma adenilagdo impulsionada por ATP e &, entdo,
transferido para a extremidade CCA do tRNA cognato. Através de exclusdo estérica dos
aminodacidos, conferida pelo tamanho de suas cadeias laterais, e o reconhecimento de
propriedades especificas de cada aminoacido, geralmente faz com que o sitio de ativacao
seja relativamente especifico para que somente o aminoacido correto seja ativado e
transferido. Porém, aminoacidos que possuem propriedades similares e sdo menores do
que os cognatos podem ocasionar a incorreta ativacdo e incorporacdo em uma alta
frequéncia, que poderia causar efeitos deletérios a célula. Para resolver esse problema,
algumas aminoacil-tRNA sintetases possuem um segundo sitio ativo responsavel pela
checagem desses tRNAs, chamado de sitio de edicdo, onde os tRNAs incorretamente
carregados sdo hidrolisados (FERSHT E KAETHNER, 1976; NUREKI et al., 1998; DocK-BREGEON et

al., 2004; Ling, REYNOLDS E IBBA, 2009). A presenca de dois sitios cataliticos com diferentes
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atividades fortalecem a fidelidade da traducdo desde o ponto de sintese dos tRNAs
aminoacilados. Na Figura 7 esta representada a estrutura de uma aminoacil-tRNA sintetase

complexada com seu tRNA cognato, com destaque para os dois sitios ativos da enzima.

Acceptor
stem

Activation
site

Anticodo
loop

Figura 7. Estrutura do complexo tRNA com aminoacil-tRNA sintetase. A estrutura do tRNA
(rosa) permite que a sintetase (azul) se ligue tanto ao braco aceptor quanto ao loop do
anticodon para realizar a ativagdo e carregamento no sitio de ativacdo (amarelo). O
carregamento do aminodacido é entdo verificado através do sitio de edicdo (verde) (BERG,
TYMOCZKO E STRYER, 2002).

Os tRNAs corretamente carregados sdo entregues ao ribossomo através do complexo
ternario de elongacdo, constituido pelo tRNA aminoacilado, eEF1A e GTP. A diferenga entre
a interacdo de um tRNA cognato e um tRNA near-cognate termina na acomodagdo ou
rejeicao do tRNA (RODNINA et al,, 2001; VALLE et al., 2002; RoDNINA et al,, 2005). Primeiro, a
ligacdo inicial do complexo ternario resulta na interacdo com o sitio A, no qual o anticédon
do tRNA é posicionado no centro de decodificagcdo (decoding center). Os tRNAs cognatos e
near-cognates ligados ao complexo ternario sao estabilizados através da interagdo cdédon-

anticddon, que ocorre através da formacao de um eficiente pareamento de bases formando
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ligagdes Watson-Crick. Os tRNAs non-cognates ligados ao complexo ternario sao
rapidamente rejeitados no primeiro estagio desta selecdo. Quando a selecio do tRNA
correto ocorre, um rearranjo no rRNA ocorre, levando a formacao de uma estrutura
chamada de mini-helix formada pela interacdo cédon-anticodon (OGLE et al., 2001; SCHMEING
E RAMAKRISHNAN, 2009). Esta estabilizacdo induz mudancas conformacionais no ribossomo
que leva a atividade GTPase de eEF1A (PAPE, WINTERMEYER E RODNINA, 1998; RODNINA E
WINTERMEYER, 2009; SCHUETTE et al, 2009). tRNAs non-cognates nao sio capazes de
estimular os rearranjos necessarios no rRNA, e consequentemente falham em estimular a
hidrolise de GTP por eEF1A. A mudanga conformacional da forma de eEF1A ligada a GDP
resulta na perda da interagdo tanto com o tRNA quanto com o ribossomo. Apds o
desligamento de eEF1A o aminoacil tRNA passa pelo processo de acomodacdo no sitio A na
por¢ao maior do ribossomo.

A eficiéncia do passo inicial de selecdo nao é suficiente para distinguir entre os
complexos ternarios ligados a tRNAs cognato e near-cognate, porque as diferencas entre os
valores das taxas de rejeicdo e acomodag¢do ndo sao distantes o suficiente (GROMADSKI E
RODNINA, 2004; GROMADSKI, DAVITER E RODNINA, 2006; MITTELSTAET, KONEVEGA E RODNINA,
2011). Portanto, a diferenciacdo dos tRNAs near-cognates ocorre apenas ap0s a hidrolise de
GTP durante a fase de selegdo, em um processo conhecido como proofreading do tRNA no
sitio A do ribossomo. Essa etapa é bem menos conhecida do que a etapa de selecao durante
a decodificacao. Estudos recentes sugerem que o reconhecimento da geometria candnica da
interacao cédon-anticodon no centro de decodificacdo induz a estabilizacdo do loop do
anticddon inteiro pelo rRNA das subunidades menor e maior do ribossomo mediada por
fons magnésio (DEMESHKINA et al., 2012). Isso leva a fixa¢do do brago do anticodon através
de rearranjos que ocorrem no rRNA 25S e em proteinas ribossomais. A ligacdo do tRNA
cognato no ribossomo estimula o posicionamento da extremidade aceptora no centro de
peptidiltransferase. Estudos cinéticos indicam que os aminoacil-tRNAs cognatos sao
acomodados e formam as ligagdes peptidicas mais rapidamente (PAPE, WINTERMEYER E
RODNINA, 1999; GROMADSKI E RODNINA, 2004). O mecanismo de checagem (proofreading) do
sitio A do ribossomo é similar em outras macromoléculas como as aminoacil-tRNAs
sintetases, discutidas acima, e DNA polimerases. Os passos de selecdo e checagem permitem

que a ligacdao dos tRNAs cognatos ao ribossomo seja mais estavel, bem como mais rapida na
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reacdo de hidrolise de GTP e acomodacao no sitio A do que nos tRNAs near-cognates e non-
cognates.

O centro catalitico ribossomal é composto inteiramente por rRNA, sendo que as
proteinas que o estruturam estio a 13 A de distancia (BEN-SHEM et al., 2011). A atividade
peptidiltransferase é mediada somente pela subunidade maior do ribossomo (60S), e
sozinha pode sintetizar ligacdes peptidicas tao rapido quanto no ribossomo inteiro (80S).
Apés a acomodagdo do tRNA aminoacilado no sitio A, a extremidade CCA no 3’ do aminoacil
tRNA ¢ estabilizada pelo rRNA 25S e posicionada diretamente no centro de
peptidiltransferase, resultando em uma rea¢do quase instantanea. Aminas reagem rapido
com ésteres naturalmente para formar ligagdes peptidicas (10*M-1s'l na temperatura
ambiente), e o ribossomo é capaz de acelerar essa reacdo de 10¢ a 107 vezes (SIEVERS et al,,
2004). Estudos recentes sugerem que a ligacdo dos substratos corretos induzem mudancas
conformacionais no PTC que resultam em uma orientacao adequada para a catalise. Estas
mudancas conformacionais ocorrem devido ao posicionamento do substrato por residuos
conservados no sitio ativo, posicionando de forma que a via de transferéncia de prétons
seja estabilizada (RODNINA, BERINGER E WINTERMEYER, 2007). Como resultado, o cerne
catalitico foi conservado estruturalmente e quanto ao mecanismo de acao ao longo da
evolucdo, desde os organismos mais primitivos até os mais complexos, e é um dos
elementos mais conservados em todos os seres vivos (WOESE, 2001; KRUPKIN et al., 2011).

Apés a formacgdo da ligacao peptidica, o sitio A precisa ser esvaziado para permitir a
ligacdo de um novo complexo ternario aa-tRNA+eEF1A+GTP. Para que isso aconteca, é
necessario que o peptidil-tRNA seja transferido para o sitio P ao mesmo tempo que o tRNA
desacilado que ocupa o sitio P passe para o sitio E e possa ser liberado do ribossomo. Esse
processo recebe o nome de translocacao e resulta em um reposicionamento dos ligantes
nos sitios A, P e E do ribossomo. Imediatamente ap6s a transferéncia do peptideo nascente
para o tRNA do sitio A, o posicionamento classico dos tRNAs nos sitios P/P e A/A (essa
nomenclatura se refere as posi¢des do tRNA na subunidade maior/posicdao do tRNA na
subunidade menor) adota uma conformacao hibrida P/E e A/P (SpAHN et al, 2001;
AGIRREZABALA et al, 2008; FiscHER et al, 2010) . Este estado hibrido ndo ocorre antes da
desacilagdo do tRNA no sitio P, possivelmente pelo ancoramento que existe do polipeptideo

nascente no tunel de saida (VALLE et al, 2003). O movimento do tRNA do sitio P para o
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estado hibrido envolve uma grande mudanca em todo corpo da molécula, enquanto o
estado hibrido do tRNA do sitio P somente tem a extremidade CCA posicionada no sitio P.
No momento da formagdo do estado hibrido, eEF2 se liga ao ribossomo e sua interacdo com
ambas subunidades ribossomais levam a transicdo do estado hibrido para o estado classico,
com gasto de GTP (SpaHN et al, 2004; FrRANK et al, 2007). Isso é acompanhado pelo
movimento do ribossomo na direcao 3° do mRNA em um c6don, permitindo que o tRNA do
sitio P na subunidade menor seja posicionado no sitio E da mesma subunidade, bem como o
tRNA no sitio A seja posicionado no sitio P da subunidade menor (NOLLER et al., 2002).

A transicao entre o estado classico e hibrido é acompanhada por uma extensa
mudanca conformacional do ribossomo, sendo que o estado classico é chamado de estado
nao rotacionado do ribossomo e o estado hibrido de rotacionado, existindo conformacoes
intermediarias entre estes dois extremos (FISCHER et al., 2010). Evidéncias sugerem que a
ligacdo do complexo ternario eEF1A+aa-tRNA+GTP se liga quando o ribossomo esta no
estado nao rotacionado e quando se encontra no estado rotacionado eEF2 pode se ligar
(SPIEGEL, ERMOLENKO E NOLLER, 2007; UEMURA et al, 2010; CHEN et al, 2013). Na Figura 8§,
podemos observar os estagios que ocorrem na etapa de elongacao, bem como os fatores que

se ligam ao ribossomo em cada estagio da elongacao.
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Figura 8. Esquema de elongacdo da traduc¢ao de eucariotos. Durante a elongacdo da tradugio
ocorre o posicionamento do tRNA aminoacilado no sitio A, trazido por eEF1A. Apds a
acomodacdo do tRNA aminoacilado no sitio A, ocorre a catalise pela subunidade 60S, no
PTC (Peptidyl Transferase Center). Neste momento, ocorre a ligacdo de eEF2, que propicia
a translocacdo do ribossomo, com gasto de GTP. As setas curvas representam os estados
rotacionado e ndo rotacionado do ribossomo durante a elonga¢do (modificado de DEVER E
GREEN, 2012).

1.1.3. Término e reciclagem

Existem trés cédons de parada ou término da tradugdo, também chamados de
cddons nonsense: UGA, UAG e UAA; os quais marcam o final do produto proteico na maioria
dos organismos. Porém em alguns organismos os stop cddons UGA e UAG codificam para o
vigésimo primeiro e vigésimo segundo aminoacidos, selenicisteina e pirrolisina
respectivamente. Nao existem tRNAs cognatos para os trés cédons de parada em levedura.
Ao invés disso, fatores proteicos chamados de fatores de terminacdo ou release factors
(RFs) se ligam ao ribossomo no sitio A e interagem com o cédon de parada, levando a uma
reacdo de hidrdlise no PTC, o que resulta na liberacdao do polipeptideo nascente ligado ao
tRNA do sitio P. Eucariotos possuem apenas um fator de terminagdo de classe I (eRF1), que

é capaz de reconhecer os trés stop cddons. eRF1 se associa com outro fator de terminacao,
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de classe II (eRF3), e se liga ao ribossomo como outro complexo ternario, resultando na
hidrolise de GTP por eRF3 e ativacdo de eRF1 (ZHOURAVLEVA et al., 1995; SonG et al,, 2000).
Pelo fato de eRF1 interagir com os mesmos elementos ribossomais do aminoacil tRNA no
sitio A, este fator de terminacdo funciona como um mimetizador de tRNA (NAKAMURA E ITO,
2011). Na Figura 9, podemos observar essa mimetiza¢do estrutural que permite o término
da tradug¢do. O complexo formado entre eRF1-eRF3 assemelha-se estruturalmente a um
tRNA ligado a eEF1A, sendo que a extremidade CCA do tRNA é substituida por GGQ em

eRF1, permitindo que o término da traducdo ocorra (CHAVATTE et al,, 2002).

Figura 9. Comparacao estrutural entre eRF1 e um tRNA. A similaridade das estruturas é
mostrada tanto na visdo lateral (esquerda) quanto na visdo frontal (direita). O dominio
amino-terminal de eRF1 mimetiza o braco do anticédon do tRNA, o dominio central é
equivalente ao braco aceptor e o dominio carboxi-terminal é responsavel pela interagio
com eRF3 (modificada de CHAVATTE et al., 2002).

A liberacao da cadeia polipeptidica nascente deixa o ribossomo 80S ligado ao mRNA,
ao tRNA desacilado no sitio P e eRF1 no sitio A e todos esses elementos precisam ser
desligados e liberados do mRNA para permitir outros ciclos de tradugdo. Neste ponto,
existem algumas diferencgas entre procariotos e eucariotos, ja que procariotos possuem um

fator de liberacdo (RRF), que é capaz de desestabilizar a interacao das ligacdes formadas
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entre as subunidades ribossomais (GAo et al.,, 2005; DUNKLE et al.,, 2011), neste momento EF-
G (homologo de eEF2 em procariotos) ligado a GTP promove a separacdo das duas
subunidades do ribossomo, e esta dissociacdo é estabilizada pela ligacao de IF3 a
subunidade menor do ribossomo, levando a liberacio do mRNA, tRNA e o fator de
terminacdo (RF1 ou RF2) (HirRokAwA et al, 2005; PESKE, RODNINA E WINTERMEYER, 2005;
ZAVIALOV, HAURYLIUK E EHRENBERG, 2005). Em eucariotos, ndo existe nenhum fator com acao
semelhante a RRF (FREISTROFFER et al, 1997; DEVER E GREEN, 2012). E o mecanismo de
liberacdo dos fatores associados ao término da traducdo em eucariotos ainda nao esta
completamente elucidado. Estudos recentes descrevem que a participacdao de uma ATPase
chamada de ABCE1 (eucariotos superiores) e Rlil (leveduras) pode promover a separagdo
das subunidades ribossomais em combinacdo com eRF1 (BECKER et al., 2012). ABCE1/Rill é
também requerida na reciclagem de ribossomos parados em vias de recuperacdo de
mRNAs, como as vias de No-go decay (NGD) e Non-stop decay (NSD). As proteinas Dom34 e
sua parceira com atividade GTPase Hsb1 sdo paralogas do complexo eRF1-eRF3 e possuem
similaridade na forma de se ligarem ao sitio A de ribossomos parados. A ligacdo de
ABCE1/Rill leva a desassociacao das subunidades ribossomais e reciclagem (SHOEMAKER,
EYLER E GREEN, 2010; BECKER et al, 2012). Apos a separacdo das duas subunidades, pode
ocorrer a ligacdo de elF3 ao 40S, impedindo a re-associacdao com 60S. O mecanismo geral do
término da tradu¢do em eucariotos esta representado na Figura 10, indicando os fatores

envolvidos neste processo.
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Figura 10. Esquema de término da traducio e reciclagem do ribossomo em eucariotos. O
término da tradugdo ocorre quando um cédon de terminacgdo é posicionado no sitio A do
ribossomo. Neste momento o complexo de término eRF1+eRF3+GTP liga-se ao ribossomo,
interagindo no sitio A. Ocorre quebra de GTP e liberacdo de eRF3, permitindo que eRF1
interaja com ABCE1/Rlil. Apés a ligagio de ABCE1/Rlil, ocorre a liberagdo do
polipeptideo recém-traduzido e dissociacdo das subunidades. Em seguida, a ligagcdo de
elF3 impede a re-associacdo das subunidades ribossomais (DEVER E GREEN, 2012).
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1.2. O fator de tradugao elF5A

Tendo em vista a conservacao do processo de traducao ao longo dos dominios da
vida, ndo surpreende a conservacdo dos fatores que atuam na traducdo. Dentre os varios
fatores que atuam no processo de traducdo, existe a proteina elF5A, inicialmente descrita
como um fator de inicio da traducdo (eucaryotic Initiation Factor 5A), mas ndo possui seu
papel tdo bem esclarecido no processo de sintese proteica, como a maior parte dos fatores
contextualizados anteriormente nesta introducao. Além de conservado evolutivamente,
elF5A é essencial em todos os organismos testados (BENNE E HERSHEY, 1978). elF5A é uma
proteina de aproximadamente 17 kDa (variando de acordo com a espécie), e presente tanto
em eucariotos quanto em arqueas, mas ndo em bactérias (PARK, WOLFF E FOLK, 1993b; PARK,
LEE E JOE, 1997; KLIER et al, 1993). As proteinas elF5A de S. cerevisiae e de mamiferos
compartilham 63% de identidade (ScHNIER et al, 1991; CHEN E Liu, 1997), sendo que a
proteina de humano é capaz de substituir a proteina de levedura, o que comprova a
conservacao funcional deste fator (SCHNIER et al, 1991). Em levedura, existem dois genes
homologos que codificam para elF5A: TIF51A, que é expresso em condi¢coes de aerobiose; e
TIF51B, expresso somente em condicdes de anaerobiose.

elF5A sofre uma modificacdo pos-traducional especifica e exclusiva chamada de
hipusinagdo, que ocorre em um residuo de lisina na posi¢cao 51 em levedura (CHEN E LIy,
1997; PARK, LEE E JOE, 1997). A formacdao do aminoacido hipusina (do inglés hypusine:
hydroxyputrescine-lysine) ocorre através da transferéncia de um grupamento aminobutil da
molécula de espermidina para o amino grupo livre da lisina alvo, pela desoxi-hipusina
sintase (Dys1 em levedura). Em seguida, a hidroxilacdo deste grupo pela desoxi-hipusina
hidroxilase (Lial em levedura) gera elF5A madura e ativa (PARK et al,, 2010) (Figura 12).
Foi demonstrada que a hipusinacdo é irreversivel, de modo que elF5A modificada
permanece assim até que seja degradada (PARK, WOLFF E FoLK, 1993a). A conservacao
observada nas regioes flanqueadoras do residuo em que ocorre a hipusinacdao demonstra a
importancia desta modificacdo (MAGDOLEN et al, 1994; CHEN E Liu, 1997). Na Figura 11,
temos o alinhamento multiplo do gene que codifica para elF5A em diferentes organismos,

destacando esta conservacao.
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Figura 11. Alinhamento miiltiplo de sequéncias de aminoacidos de elF5A. As sequéncias de
aPho (Pyrococcus horikoshii), aPai (Pyrobaculum aerophilum), aMja (Methanococcus
jannaschii), eSce (Saccharomyces S. cerevisiae), eSpo (Schizosaccharomyces pombe), eLme
(Leishmania mexicana), eLbr (Leishmania braziliensis), eCel (Caenorhabditis elegans),
eDme (Drosophila melanogaster), eMmu (Mus musculus), eHsal (Homo sapiens elF5A-1) e
eHsall (Homo sapiens elF5A-2) foram comparadas através do programa CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). As estruturas secundarias de elF5A de eLme e aMja
estdo indicadas abaixo do alinhamento com setas para estruturas § e curvas para a-
hélices. Os residuos de aminoacidos completamente conservados em todos os organismos
estdo destacados em preto e aqueles que sdo parcialmente conservados estao marcados
em cinza. A maior intensidade do cinza da marcacio estd associada a maior conservacio
do residuo entre os organismos. A marcacao horizontal, abaixo da sequéncia, indica os
residuos que fazem parte da regido onde esta localizada a hipusina e o asterisco indica a
lisina modificado para hipusina (DIAS et al., 2008).
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A funcionalidade de elF5A é dependente da hipusinacao pois foi observado que
quando a lisina alvo é substituida por arginina, no mutante K51R, a célula é inviavel
(SCHNIER et al,, 1991). Na Figura 12, podemos observar o processo de hipusina¢do tanto em
arqueas quanto em eucariotos, mostrando que o passo de hidroxilacdo ndo ocorre em
arqueas, ja que estes organismos nao apresentam a segunda enzima modificadora da via.
Em levedura, apesar de presente, a enzima responsavel pelo segundo passo da via nao é
essencial para a viabilidade celular (THOMPSON, CANO E VALENTINI, 2003), diferentemente do
que ocorre em eucariotos superiores, onde foi demonstrada a essencialidade deste gene

(HANAUSKE-ABEL et al., 1994).
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Figura 12. Modificacio pés-traducional de eIF5A: hipusina¢ao. O grupo aminobutil da
espermidina é transferido para o amino grupo do residuo especifico de lisina (51 em
elF5A de levedura) pela enzima desoxi-hipusina sintase (Dys1l). Em seguida, o
intermediario de elF5A é hidroxilado, pela desoxi-hipusina hidroxilase (Lial), formando
assim elF5A hipusinado (modificada de RossI et al., 2014).

As estruturas tridimensionais de homologos de elF5A de trés espécies de arqueas
(Kim et al,, 1998; PEAT et al,, 1998; Yao et al,, 2003), de dois protozoarios (1XTD e 1X60), de
S. cerevisiae (3ERO) e de humano (3CPF) foram determinadas e revelaram varias
caracteristicas comuns. Segundo esses estudos, elF5A trata-se de uma proteina dividida em
dois dominios predominantemente compostos por folhas beta. A comparacdo 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
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Translation Protein SH3-like motif, o qual também esta presente em algumas proteinas
ribossomais. O dominio C-terminal, por sua vez, é similar a dobramentos de proteinas que
se ligam a acidos nucleicos de fita simples (Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold), o
qual esta presente em proteinas de diferentes fungdes celulares que se ligam a RNA ou DNA
fita simples (http://supfam.org/SUPERFAMILY; (GouGH et al, 2001). No entanto, ndo esta
demonstrado ainda para elF5A quais as fun¢des especificas desses dominios na interagdo
com ligantes.

elF5A foi isolado de ribossomos obtidos de lavado de lisado de reticul6citos de
coelho, um modelo experimental para identificagdo de fatores de inicio de traducao, e
demonstrou um efeito estimulatério na sintese in vitro de metionil-puromicina (BENNE E
HERSHEY, 1978). O ensaio de metionil-puromicina mede a incorporagdo de metionina
radioativa, a partir de tRNA;Met, a puromicina, através de catalise ribossomal. Apesar da
capacidade evidente de eIF5A estimular a sintese de metionil-puromicina in vitro
utilizando-se tripletes AUG ou mRNA de globina, a ndo adicdo de elF5A ndo mostrou
nenhum impacto sobre a sintese de globina in vitro, discordando, assim, de resultados
obtidos na auséncia dos outros fatores de inicio de traducao elF1, elF1A, elF3, eIF5B e elF5,
que também foram testados (BENNE E HERSHEY, 1978). Assim, apesar de elF5A ter sido
denominado inicialmente um fator de iniciagcdo de traducao, a sua fun¢do como tal ndo foi
claramente demonstrada.

Apés o dado de que a auséncia de elF5A causa apenas uma reducdao de 30% na
sintese proteica total, este fator foi correlacionado com outros processos, celulares na
tentativa de se entender o papel desta proteina essencial e Unica. Durante este periodo
elF5A foi correlacionada com transporte nucleo citoplasmatico da proteina REV de HIV-1
(RUHL et al., 1993; BEVEC et al,, 1996; BEVEC e HAUBER, 1997; Liu et al., 1997; HOFMANN et al.,
2001), porem outros estudos ndo confirmaram tais atribuicdes para elF5A nesta fungdo
(HENDERSON e PERCIPALLE, 1997; SHI et al., 1997; Lipowsky et al., 2000; VALENTINI et al., 2002).

Dentre os estudos focados n func@o de elF5A neste processo esta a andlise da
localizacdo subcellular de REV, utilizando diferentes linhagens de células de
mamiferos, que revelou que elF5A, produzida transientemente, esta localizada no
nacleo e que elF5A apresenta uma lozalizacdo citoplasmética coincidente com o

reticulo plasmatico (SHI et al., 1996). Ainda, foi demonstrado que na presenca de inibidores
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da transcricdo a localizacdo de Rev é alterada completamente, em contraste com a de elF5A
que permanece inalterada. Entretanto, na presenca de inibidores da traducdo a localizagdo
subcelular de elF5A é alterada ao contrario do que ocorre com Rev. Sugerindo que elF5A
nao sofre translocagao nucleocitoplasmatica como ocorre com Rev (Shi et al, 1997).

Em levedura foi demonstrado que elF5A apresenta uma localizacdo citoplasmatica
com concentracdo perinuclear que ndo é alterada em leveduras contendo um alelo
temperatura-sensivel de XPO1, gene que codifica para CRM1/exportinal, na temperatura
ndo permissiva (VALENTINI et al., 2002). Assim como acontece em mamiferos, o bloqueio da
acdo de exportinal em leveduras leva a um acimulo de Rev no nucleo. Desta forma, esses
dados associam elF5A com o reticulo endoplasmatico e compromete o envolvimento de
elF5A com a exportacao de proteinas contendo NES atraveés do receptor CRM1/exportinal,
como no caso da proteina Rev de HIV-1 (VALENTINI et al., 2002).

Também foi sugerido que elF5A poderia estar envolvido no decaimento de RNA
mensageiros, pois foi demonstrado que o mutante condicional do gene TIF51A, ts1159,
acumula mRNAs sem o capacete 7-metil-guanosina na temperatura restritiva de
crescimento (Zuk e Jacobson, 1998). Assim como o mutante ts1159, os mutantes tif51A4-1,
tif51A-2 e tif51A-3 descritos por nosso laboratorio (VALENTINI et al, 2002) também
acumulam mRNAs na temperatura nao permissiva. Entretanto, os nossos resultados
sugerem que esse possivel papel de elF5A seja secundario, pois o fendtipo de inibicao do
crescimento ndo se correlaciona diretamente com o defeito na degradacdo de RNA
mensageiros (VALENTINI et al., 2002).

elF5A foi também envolvido com a progressdo no ciclo celular em diferentes
organismos. Em levedura, verificou-se que a deplecao de elF5A leva a um aumento de
células na fase G1 (KANG E HERSHEY, 1994). O envolvimento de elF5A na proliferacdo celular
também foi sugerido pela observa¢do de que a inibicdo das duas enzimas envolvidas na
etapa de hipusinacao resulta no bloqueio da prolifera¢do celular em cultura de diferentes
linhagens de células de mamiferos (HANAUSKEABEL et al., 1994; CHEN et al., 1996; CARAGLIA et
al,, 2001). Baseado nessas observagoes, foi levantada a hipotese de que elF5A atuasse como
um fator de traducdo seletivo para um subgrupo especifico de mRNAs que codificam para
proteinas envolvidas com progressao do ciclo celular (KANG E HERSHEY, 1994; PARK, LEE E JOE,

1997). Adicionalmente, outras evidéncias também correlacionam elF5A com progressao do
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ciclo celular. Por exemplo, experimentos utilizando linfécitos T ativados demonstraram
inducao da expressdo de elF5A nesse processo (BEVEC et al, 1994). Além disso, em D.
melanogaster, foi demonstrada a perda de controle no ciclo celular no inicio do
desenvolvimento deste inseto em consequéncia da alteracao dos niveis de elF5A (LEE et al,,
2001). Em estudos em nosso laboratorio, utilizando-se mutantes condicionais de eI[F5A em
S. cerevisiae, foram isolados, em um rastreamento de alto nimero de copias, fatores
envolvidos com a correta morfologia celular durante a transicio G1/S e estes mutantes
condicionais apresentam defeito na polarizacdo de citoesqueleto de actina, a qual é
essencial para a transi¢cdo G1/S nesse organismo (ZANELLI E VALENTINI, 2005).

O estudo de elF5A na traducdo somente se intensificou novamente apods as
publicacdes de nosso e outro grupo de pesquisa com a demonstragdo de interacao fisica
direta de elF5A com ribossomos traducionalmente ativos (Jao E CHEN, 2006; ZANELLI et al.,
2006). Através de ensaios de co-purificagcdo, foram identificadas por espectrometria de
massas proteinas ribossomais (PO, S5 e L11) e um fator de elongacao da traducdo (eEF2),
como ligantes de elF5A in vivo (ZANELLI et al,, 2006). Logo em seguida foi demonstrado que
mutantes de elF5A apresentam defeito na sintese proteica (DiAs et al, 2008) bem como
defeitos de perfil polissomal caracteristicos de fatores de elongacao, ou seja, aumento das
fracoes polissomais em relagdo ao pico de 80S, quando comparado com a linhagem
selvagem. Defeito também observado para o mutante, dominante negativo, de eEF2 (eEF2-
H699K) (GREGIO et al.,, 2009; SAINI et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que mutantes
condicionais de elF5A apresentam um atraso no tempo de transito ribossomal (GREGIO et al.,
2009; SaiNI et al, 2009). Outro dado relevante foi a observacdo de que mutantes
condicionais de eIF5A ndo sdo capazes de formar P-bodies (Processing bodies — corpusculos
citoplasmaticos contendo enzimas e RNAs que podem ser degradados ou voltar ao
citoplasma e serem traduzidos) na temperatura restritiva, fenotipo também observado
quando a célula é tratada com um inibidor da sintese proteica, cicloheximida, que
sabidamente atua na etapa de elongacao (GREGIO et al, 2009). Estes dados sugerem a
participacao de elF5A na elongacao na traducao e nao no inicio, como previamente descrito.
Foi demonstrado ainda, que elF5A interage geneticamente com eEF2 em alto nimero de

copias, levando a melhora dos fendtipos observados para um mutante de elF5A como:
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melhora do crescimento na temperatura restritiva, melhora no defeito de perfil polissomal,
bem como melhora no defeito de sintese proteica (Dias et al,, 2012).

elF5A é uma proteina conservada ao longo da evolucdo, porém bactérias ndo
possuem elF5A, estes organismos, por sua vez, possuem um homdlogo estrutural chamado
de fator de elongacao da traducao EF-P (HANAWA-SUETSUGU et al., 2004). Tal como elF5A, EF-
P é capaz de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina, tem sua func¢do diminuida
na presenca de inibidores da atividade peptidiltransferase (GAN0ZA, KIEL E Aok1, 2002), bem
como € capaz de estimular a formacdo de ligacdes peptidicas de aminoacidos de cadeia
lateral curta (GLICK E GANOZA, 1975).

Foi demonstrado ainda que EF-P pode sofrer diferentes modificacdes pos-
traducionais, dependendo da espécie de bactéria, semelhantes a hipusinacao de elF5A, que
podem ser a lisilacdo de uma lisina ou a ramnosilacdo de uma arginina (RossI et al., 2014;
LASSAK et al, 2015). Em Escherichia coli, as modificacdes poOs-traducionais de EF-P sdo

mediadas por trés enzimas, como apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Modifica¢des pds-traducionais de EF-P em E. coli: A lisilacdo; B ramnosilacdo. A
Inicialmente, a enzima YjeK converte uma S-a-lisina a R-B-lisina para que esta seja
transferida para EF-P pela acdo de YejA (paradloga de uma lisil-tRNA sintetase) em uma
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lisina especifica (K34 em E. coli), com gasto de ATP. YfcM realiza, entdo, a hidroxilagido do
residuo de lisil-lisina (modificado de RossI et al,, 2014); B Inicialmente, a enzima EpmB
converte uma S-a-lisina a R-B-lisina para que esta seja transferida para EF-P pela acdo de
EpmA em uma arginina especifica (R32 em E. coli), com gasto de ATP. EpmC realiza, entdo,
a hidroxilacdo do residuo de lisil-lisina (modificado de LASSAK et al., 2015).

EF-P possui 3 dominios, sendo que os dominios II e IIl sdo considerados como
duplicados por sua semelhanga estrutural. Recentemente foi demonstrado, por
cristalografia, que EF-P se liga ao ribossomo entre os sitios P e E, e atua no correto
posicionamento do tRNAjMet (tRNA iniciador carregado com formil-metionina) (BLAHA,
STANLEY E STEITZ, 2009). Como apresentado na Figura 14, podemos observar a semelhanga
estrutural entre elF5A e EF-P.

EF-P atua cooperativamente com o ribossomo na traducao de proteinas que
possuem sequéncias PP, PPP, PPG, as quais causam diminuicdo da velocidade da traducao, e
sdo consideradas stalling motifs, (DOERFEL et al., 2013; UDE et al., 2013). Sabe-se ainda que
essa diminuicdo da velocidade da traducao decorre ndo somente da sequéncia traduzida no
momento da parada do ribossomo, como também do contexto em que esta sequéncia est3,

ou seja, os aminoacidos que estao antes e depois da sequéncia de stalling (PEIL et al., 2013).

Figura 14. Semelhanca estrutural entre elF5A e EF-P. (A) Estrutura de EF-P de E. coli (PDB
3A5Z) indicando os dominios I, Il e IIl. Em destaque, esta a lisina 34, em que ocorre a
modificacdo pods-traducional lisilagcdo. (B) Estrutura de elF5A de S. cerevisiae (3ERO0),
indicando os dominio amino e carboxi-terminal, bem como a lisina alvo da hipusinagao
(K51) (modificado de DOERFEL E RODNINA, 2013).
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Estudos recentes mostraram que além da semelhanca estrutural, el[F5A e EF-P
apresentam também semelhanca funcional, ja que foi demonstrado que elF5A também se
liga ao ribossomo e que os pontos de ligacdo sdo muito semelhantes ao pontos em que EF-P
se liga. Através do mapeamento de clivagem de radical hidroxila, a regido em que elF5A se
liga ao ribossomo foi descrita, revelando seu posicionamento entre os sitios P e E do
ribossomo e que a regido que contém a hipusina estd proxima da extremidade CCA do
tRNA;Met posicionado no sitio P, como esta esquematizado na Figura 15. Tanto regides do
rRNA (25S) proximas ao PTC, quanto o tRNA;Met foram mapeadas como pontos de interagdo,
mostrando que elF5A interage com o tRNA posicionado no sitio P (GUTIERREZ et al., 2013).

Além disso, o mesmo estudo mostra a atuacao de eIlF5A atuando no alivio da parada
do ribossomo em sequéncias contendo duas ou mais prolinas, mostrando que este fator é
importante para que o ribossomo traduza de forma eficiente sequéncias que causam a
diminuicdo da velocidade da traduc¢do (GUTIERREZ et al., 2013), como foi observado em

bactéria (DOERFEL et al., 2013; UDE et al.,, 2013).
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Figura 15. Localizacdo de elF5A no ribossomo. A localizacdo de eIlF5A na subunidade maior do
ribossomo permite que o residuo de hipusina seja posicionado préximo ao PTC, de alguma
forma favorecendo a formacdo de ligacdo peptidica para sequencias ricas em prolina
(GUTIERREZ et al., 2013).

O trabalho descrito no paragrafo anterior utilizou mutantes condicionais de S.
cerevisiae e exemplifica o quanto este organismo modelo é importante até hoje no estudo e
caracterizacdo funcional de proteinas. No que diz respeito ao que se conhece atualmente

dos mecanismos envolvidos na traducdo, muito se deve a utilizacdo deste modelo. E por
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isto, decidimos neste estudo utilizar mutantes condicionais de elF5A em S. cerevisiae para
buscar a melhor compreensao de seu papel no processo de traducao.

Durante minha inicia¢do cientifica, foi realizado um rastreamento genético em busca
de supressores em alto numero de coOpias, porém diferentemente dos rastreamentos
realizados anteriormente com o mutante tif514-1 de elF5A, que é um mutante que leva a
degradacdao da proteina elF5A na temperatura restritiva de crescimento, neste caso foi
utilizado um mutante que possui a proteina estavel na temperatura restritiva, o mutante
tif51AQ22H/L93F Qu seja, apesar de apresentar o fendtipo de sensibilidade a temperatura, o
mutante tif51AQ22H/L93F n3o apresenta degradacdo da proteina elF5A, como ocorre com o
mutante tif51A-1 (Dias et al, 2008). Uma vez que mutantes condicionais que nao levam a
degradacao da proteina mutada podem ter seu defeito ocasionado por perdas de interacoes
fisicas na temperatura restritiva de crescimento, esperavamos, com o mutante
tif51AQ22H/L93F ter a possibilidade de identificar fatores que interagem fisicamente com
elF5A através do rastreamento de supressor em alto nimero de copias (FORSBURG, 2001). A
supressao observada, quando um gene é superexpresso, leva a um aumento no tempo de
sobrevivéncia do mutante na temperatura restritiva de crescimento ou pode levar a um
aumento na temperatura de morte do mutante.Apés o rastreamento com o mutante
tif51AQ22H/L93F foi possivel o isolamento de 24 clones, os quais estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2. Destes, 13 apresentaram o gene selvagem, TIF51A, que codifica para elF5A4,
mostrando que a cobertura do rastreamento foi satisfatdria, e 5 genes ja haviam sido
encontrados anteriormente como supressores do mutante tif514-1: WSC1, WSC2, WSC3,
ROM1 e PKC1. Além desses genes ja descritos como supressores do mutante de elF5A4, dois
clones apresentaram novos candidatos a supressor em alto nimero de cépias: o clone #245,
que contém 3 diferentes genes (YPL0O34W, SRL4 e SVL3); e o clone #279, que possui dois
genes (KEXZ e YTP1). Estes genes precisam ainda ser subclonados individualmente para
determina¢do do responsavel pela supressdao em cada clone. Apesar disso, nenhum dos
genes do clone #245 possui funcdo conhecida e o pouco que se sabe sobre cada um deles
ndo parece contribuir muito para o entendimento da fung¢do de elF5A: YPLO34W, gene nao
essencial, proteina hipotética; SRL4 (Suppressor of Rad53 null Lethality or Suppressor of
Rad53 and Lcd1), proteina de funcdo desconhecida, envolvida na regulacdo da produgao de

dNTP, o mutante deste gene suprime a letalidade sintética entre mutantes de Icd1 e rad53
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(PERKINS et al, 1999; LaHAV et al, 2007; CHol et al, 2008); SVL3 (Styryl dye Vacuolar
Localization), é uma proteina de funcdo desconhecida, o fendtipo do mutante sugere
potencial fung¢do vacuolar, Svl3-GFP relocaliza da periferia celular, citoplasma, broto e bud
neck para apenas citoplasma em condicdes de estresse de replicacao de DNA (ZHENG et al,,
1998; HuH et al., 2003; BYRNE E WOLFE, 2005; TKACH et al, 2012). Da mesma maneira, os
genes contidos no clone #279 ndo chamaram muita atencdo quanto a contribuicao para o
entendimento da funcdo de elF5A: KEX2 (Killer EXpression defective), serina protease
envolvida na ativacao de pro-proteinas dentro do Golgi (FULLER, BRAKE E THORNER, 1989); e
YTP1 (Yeast putative Transmembrane Protein), provavel proteina integral de membrana do
tipo III de fun¢do desconhecida, tem regidoes de similaridade com proteinas mitocondriais
de transporte de elétrons (WEST et al., 1996). Informacgdes e referéncias extraidas do SGD
(http://www.yeastgenome.org/) em 09/03/2015.

Curiosamente, 4 diferentes clones (#86, #87, #240, #243) apresentaram o gene que
codifica para um dos tRNAs de alanina (tRNAAR) em S. cerevisiae e, tendo em vista o
envolvimento de elF5A com o processo de tradug¢do, foi proposta neste projeto de
doutorado a busca da relagao funcional entre elF5A e tRNAA2, no intuito de contribuir para

o entendimento desta relacao de eI[F5A com a sintese proteica celular.

Tabela 1. Clones isolados no rastreamento de supressores em alto numero de cdpias utilizando o
alelo mutante tif51A0Q22H/L93F que ja haviam sido isolados em rastreamentos anteriores
utilizando o mutante tif514-1.

CLONE GENE

#89, #154, #263, #62, #232, #260, #512, #549,

TIF51A
#539, #559, #572, #540, #541
#191 WSC1
#124 WSC2
#298 WSC3
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#2472 ROM1

#293 PKC1

Tabela 2. Tabela contendo potenciais supressores isolados no rastreamento de supressores em alto
numero de copias utilizando o alelo mutante ¢tif51A022H/L93F,

CLONE GENE

tRNAAa (tA(AGC)P)
#86, #87, #240, #243

#245 YPL034W, SRL4, SVL3

#279 KEX2, YTP1
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OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar a relagdo funcional de eI[F5A com o tRNA de alanina, isolado como supressor
em alto numero de copias do fenotipo de sensibilidade a temperatura do mutante

tif’51AQ22H/L93F,

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a especificidade alélica da supressdao em alto nimero de copias do tRNA de

alanina em diferentes alelos mutantes da proteina elF5A.

2.2.2. Analisar o efeito da troca de anticédon do tRNA de alanina na supressao do mutante

tif’51AQ22H/L93F,

2.2.3. Analisar o perfil polissomal dos mutantes da proteina elF5A na presenca do tRNA de

alanina.

2.2.4. Testar a possibilidade de interacao fisica entre eIF5A e o tRNA de alanina.

2.2.5. Andlises de Programmed Ribosomal Frameshift (PRF), misincorporation e readthrough

de mutantes de elF5A.
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MATERIAL E METODOS
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3.1. Material

Tabela 3. Linhagens utilizadas neste trabalho.

Linhagem Gendtipo Origem
Colecdo do
SVL14 MATa his3 leu2 ura3 trp1 adeZ tif51A-1
Laboratdrio
Colecdo do
SVL32 MATa his3 leu2 ura3 trp1 adeZ tif51A-3
Laboratdrio
Colecdo do
SVL82 MATa his3 leu2 ura3 trp1 adeZ2
Laboratdrio
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL821
tif51B::kanMX4 [pSV708] Laboratorio
L40-coat MATa his3 leu2-3,112 ura3-52 trp1 A1 his3A200
SenGupta, 1996
(VZL836) ade2 LYS2::(lexAop)-HIS3 ura3::(lexAop)-lacZ
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL838
tif51B::kanMX4 [pSV501] Laboratorio
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL987
tif51B::kanMX4 [pSV1040] Laboratorio
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL1009
tif51B::kanMX4 [pVZ1040] [pVZ65] Laboratorio
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL1010
tif51B::kanMX4 [pVZ1040] [pVZ262] Laboratorio
MATa his3 leu2 ura3 trp1 tif51A::HIS3 Colecdo do
VZL1038
tif51B::kanMX4 [pVZ501] [pVZ65] Laboratorio
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Tabela 4. Plasmideos utilizados neste estudo.

Plasmideo Caracteristicas Origem

pSV59 pRS304 (TRP1, CEN) Colecao do Laboratorio

pSV65 pRS426 (URA3, 2u) Colecao do Laboratorio
pSV107 TIF51A clonado em pRS426 Colecao do Laboratoério
pSV262 EFTZ2 clonado em pRS426 Colecao do Laboratorio
pSV285 TIF51A clonado em pACT Colecao do Laboratorio
pSV501 TIF51A clonado em pRS304 Colecao do Laboratorio
pSV551 tif51A-1 clonado em pRS304 Colecao do Laboratorio
pSV708 tif51AQ22H/L93F clonado em pRS304 Colecao do Laboratorio
pVZ965 pACT-2 (LEUZ, 2u) Colecao do Laboratorio
pVZ966 IRP1 clonado em pACT-2 Bernstein et al. 2002
pVZ967 IRE clonado em plIIIA/MS2-1 Bernstein et al. 2002
pVZ970 pIlIIA/MS2-1 (URAS3, 2u) Bernstein et al. 2002
pSV1040 tif51AK564 clonado em pRS426 Colecao do Laboratorio
pVZ1231 tA(AGC)P clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1232 tG(GCC)B clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1233 tL(CAA)N clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1272 tM(CAU)M clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1273 tP(AGC)D clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1274 tF(GAA)F clonado em pRS426 Este estudo
pVZ1275 tA(AGC)P clonado em plIlIA/MS2-1 Este estudo
pVZ1318 tRNA-Ala—Phe clonado em pRS426 Este estudo
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pVZ1325
pVZ1331
pVZ1339
pVZ1342
pVZ1353
pVZ1617
pVZ1618
pVZ1629
pVZ1620
pVZ1621
pVZ1622
pVZ1623
pVZ1624
pVZ1625
pVZ1626
pVZ1627
pVZ1628
pVZ1629
p]D375
p]D376
p]D377

p]D378

tRNA-Phe—Ala clonado em pRS426
tA(GAA)P clonado em pRS426
tF(AGC)F clonado em pRS426
tM(CAU)E clonado em pRS426
tK(CUU)D1 clonado em pRS426
tA(TGC)G clonado em pRS426
tG(UCC)G clonado em pRS426
tL(GAG)G clonado em pRS426
tP(AGG)C clonado em pRS426
tQ(CUG)M clonado em pRS426
tR(CCT)] clonado em pRS426
tS(CGA)C clonado em pRS426
tS(UGA)I clonado em pRS426
tT(CGU)K clonado em pRS426
tV(UAC)B clonado em pRS426
tT(UGU)G1 clonado em pRS426
tV(CAC)D clonado em pRS426
tK(UUU)D clonado em pRS426
pYDL-control
pYDL-LA
pYDL-Ty1

pYDL-HIV

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection
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p/D431
p]D432
p]D433
p]D642
p]/D643

p]D644

pYDL-UAA
pYDL-UAG

pYDL-UAG

pYDL-TCTz18
pYDL-AGC218

pYD L-AGTz 18

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Dinman’s Lab collection

Tabela 5. Oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho.

Oligo Gene Sequéncia

VZ0778 tG(GCC)BF TCCCCGCGGGCGCAAGTGGTTTAG
VZ0780 tL(CAA)N F TCCCCGCGGGGTTGTTTGGCCG
VZ0784 tM(CAU)M F TCCCCGCGGAGCGCCGTGGCGC
VZ0788 Ala—Phe F GTAGCGCGCTCCCTTGAAATGGGAGAG
VZ0789 Ala—Phe R GGAGACCTCTCCCATTTCAAGGGAGCG
VZ0790 Phe—Ala F GGAGAGCGCCAGACTAGCGAAAAAAC
VZ0791 Phe—Ala R GACCGAAGTTTTTTCGCAAGTCTGGCG
VZ0831 tG(GCC)BF CCCAAGCTTTGCGCAAGCCCGG
VZ0833 tL(CAA)N R CCCAAGCTTTTGGTTGCTAAGAG
VZ0835 tM(CAU)M R CCCAAGCTTTAGCGCCGCTCGG
VZ0967 tRNAiMet (72bp) TCCCCGCGGAGCGCCGTGGCGC
VZ0968 tRNAiMet (72bp) CCCAAGCTTTAGCGCCGCTCGG
VZ0973 tA(AGC)P F CCCAAGCTTCACGTAAAACACAT
VZ0974 tA(AGC)PR TCCCCGCGGCTAAAACGCCTTTC
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VZ0977

VZ0978

VZ0979

VZ0980

VZ0778

VZ0780

VZ0784

VZ0788

VZ0789

VZ0790

VZ01970

VZ01971

VZ01974

VZ01975

VZ01976

VZ01977

VZ01980

VZ01981

VZ01982

VZ01983

VZ01986

VZ01987

tF(GAA)F F
tF(GAA)F R
tP(AGC)D F
tP(AGC)D R
tG(GCC)BF
tL(CAA)N F
tM(CAU)M F
Ala-Phe
Ala-Phe
Ala-Phe
tA(TGC)G_F
tA(TGC)G_R
tG(UCC)G_F

tG(UCC)G_R

tK(UUU)G2_F

tK(UUU)G2_R
tL(GAG)G_F

tL(GAG)G_R

tP(AGG)C_F

tP(AGG)C_R

tQ(CUG)M_F

tQ(CUG)M_R

TCCCCGCGGGCGGACTTAGCTC

CCCAAGCTTTGCGAACTCTGTGG

TCCCCGCGGGGGCGTGTGGTC

CCCAAGCTTGGGGCGAGCCGGG

TCCCCGCGGGCGCAAGTGGTTTAG

TCCCCGCGGGGTTGTTTGGCCG

TCCCCGCGGAGCGCCGTGGCGC

GTAGCGCGCTCCCTTGAAATGGGAGAG

GGAGACCTCTCCCATTTCAAGGGAGCG

GGAGAGCGCCAGACTAGCGAAAAAAC

CGGGATCCCGATTACTCTTTTAAGTAATTGCG

CGGGATCCCTTGCACTATTCTATAGTCAC

CGGGATCCGTGACATGAATACTAATCGATGG

CGGGATCCCCGTAAATTTGTAAAAAAAGGG

CGGGATCCCATTATCCTAATACAGTATCAATCC

CGGGATCCATCAATATTTTTTTGAATCTACGC

CGGGATCCCCTGTATGGTCTGCGTGGATTGCC

CGGGATCCCAATGGAATGTCCTTCCTTTTAG

CGGGATCCGCAGGGTTACTTTTGACTTAAAAC

CGGGATCCCCGAAATAACGAGTAAATGTTC

CGGGATCCCCTCACTCACAATTCTTTCTTTAG

CGGGATCCGAGTAACTTCTTCGATATCTCTGG
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VZ01990

VZ01991

VZ01992

VZ01993

VZ01994

VZ01995

VZ01996

VZ01997

VZ01998

VZ01999

VZ02000

VZ02001

VZ02002

VZ02003

VZ02004

VZ02005

tR(CCT)]_F
tR(CCT)]_R
tS(CGA)C_F
tS(CGA)C_R
tS(GCU)F_F
tS(GCU)F_R
tS(UGA)LF
tS(UGA)LR
tT(CGU)K_F
tT(CGU)K_R
tT(UAC)B_F
tT(UAC)B_R
tT(UGU)G1_F
tT(UGU)G1_R
tV(CAC)D_F

tV(CAC)D_R

CGGGATCCGCCTTATTAAAAATGGAATCCC

CGGGATCCCACATTTAACTGCACTAGATACC

CGGGATCCCCACAAAAGACATGAAAATTAG

CGGGATCCGTGTTTACATTGATGATGAGTCC

CGGGATCCGTAGATTCCTATGTTGCCGAAAAC

CGGGATCCGGAGAGGTATATTTTGATGGTTCC

CGGGATCCCATTAATAATTCCTGTCCCTTTAG

CGGGATCCAATAACATCGCGCAGATTATTC

CGGGATCCCGCTGCTAACTTTTTGAATAACC

CGGGATCCGGAAAACAATAAATTGTATAGTGGC

CGGGATCCGCACATAATATAGAAATACTTCG

CGGGATCCCTGAGATCTATCTCTAATGATGC

CGGGATCCGTACCCTTATTTGTATATATGTTG

CGGGATCCCCAAATTACAATTGAAATTTTTCAAC

CGGGATCCGTAGGAAGCAATATTGAAAGGAAG

CGGGATCCCTTACCCCTCATGAAGAGGTAACC
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3.2. Métodos

A manutencgdo, o cultivo das linhagens de levedura e de E. coli, a composicao e o
preparo dos meios de cultura e solugdes e os protocolos das técnicas utilizados neste
trabalho seguiram procedimentos padrdo descritos anteriormente (GUTHRIE E FINK, 1991;

AMBERG et al., 2005; AUSUBEL et al., 2005).

3.2.1. Clonagem génica

3.2.1.1. Obtengdo do DNA molde

O indculo da linhagem selvagem de S. cerevisiae de interesse foi preparado em meio
complexo (YPD) e cultivado por uma noite sob agitacio a 30°C. No dia seguinte, o
precipitado de células foi coletado, por centrifugacao a 15.000 xg por 1 min, e lavado com 1
mL de agua Milli-Q. Em seguida, foi adicionado 1 g de pérolas de vidro e 1 mL do tampao de
lise de levedura (Triton x-100 2%; SDS 1%; NaCl 100 mM; Tris-HCl pH 8,0 10 mM; EDTA pH
8,0 1 mM) e suspensao de células foi submetida a agitacdo em aparelho Fastprep (trés ciclos
de 20 s, na velocidade 4.0, com intervalos de 1 min em gelo). O lisado obtido foi tratado com
PCI (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico) para remogio da fase organica. A fase aquosa, foi
adicionado 1 mL de isopropanol para precipitacio do DNA, apds centrifugacdo, foram
realizadas lavagens consecutivas com etanol 70% e o precipitado ressuspendido em agua

Milli-Q apos a secagem.

3.2.1.2. Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR)
Para obtencdo de inserto, oligonucleotideos iniciadores especificos foram
desenhados previamente conforme descrito na Tabela 5 e as reacdes de PCR foram

realizadas nas condi¢des descritas abaixo:
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Etapas

Temperatura/Tempo

Desnaturac¢ao/Hot Start

95°C-1

Desnaturagao 95°C - 50”

25 ciclos Anelamento TM do primer * - 50”
Extensao 68°C-1'/Kb
Extensao final 68°C - 10’

* Tan utilizada 5°C abaixo do TM do primer.

3.2.2. Mutagénese sitio-dirigida

Os oligonucleotideos para introduzir as modificacdes de bases nitrogenadas foram
desenhados seguindo recomendag¢des descritas no kit “Quick Change Site-Directed
Mutagenesis” (Stratagene). O vetor contendo o gene a ser mutagenizado foi purificado
através de preparacao de DNA plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN).
O DNA plasmidial purificado foi quantificado por D.O.26onm € a reacdo de PCR para a

mutacao sitio-dirigida por PCR foi preparada conforme descrito na tabela abaixo:

Reagentes Reacao Controle negativo
Molde (DNA plasmidial) 45 ng 45 ng
Tampao Rxn 10X 2,5 uL 2,5 uL
DNTPmix 0,5 uL 0,5 uL
Oligo 1 (0,3 pg/uL) 0,3 pL 0,3 pL
Oligo 2 (0,3 pg/uL) 0,3 pL 0,3 pL

DNA polimerase TURBO 0,5 pL -

H.0 Milli-Q g.s.p. 25 pL 25 uL
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Etapas Temperatura/Tempo

Desnaturagdao/Hot Start [ 95°C-1'

Desnaturagao 95°C-50"

25 Anelamento TM do primer * - 50”
Extensao 68°C-1'/Kb
Extensao final 68°C - 10’

* Tan utilizada 5°C abaixo do TM do primer.

Metade do volume do produto das reacdes de PCR, descritas acima, foi digerida com
a enzima Dpnl, adicionando 1 pL da enzima (20 U), 2,5 pL do tampao apropriado e 9 pL de
agua Milli-Q. As digestdes foram incubadas por 12-16 h a 37°C. Em seguida, todo o volume
das reacdes de digestao foi transformado em E. coli ultracompetente e plaqueado em meio
LB contendo o antibiético para selecao do plasmideo utilizado e, posteriormente, incubado
por 12-16 h a 37°C. O crescimento foi analisado quanto ao niumero de colonias nas placas da
reacdo de mutagénese em comparagdo com o controle negativo. Quando o crescimento de
coldnias na placa da reagdo era maior ou igual a 5 vezes o controle negativo, 5-10 colonias
foram cultivadas em LB liquido contendo o mesmo antibiotico. Em seguida, a cultura foi
incubada por 12-16 h a 37°C sob agitacdo. O DNA plasmidial foi isolado das culturas
utilizando o kit “QIAprep Spin Miniprep” (QIAGEN). A confirmacao das mutacdes foi feita

por sequenciamento do gene de interesse a partir dos plamideos purificados.

3.2.3. Sequenciamento de DNA

Apés preparacgao e quantificacdo do DNA plasmidial por kit, foi preparada a reacao
de PCR para sequenciamento de bases nitrogenadas, utilizando reagentes da Applied
Biosystems. Pipetou-se 400 ng do DNA molde, 1 pL do oligonucleotideo que flanqueia o
gene de interesse (3,2 uM), 1 pL de BigDye diluido 8x, 3,5 pL do tampao de sequenciamento
5x, completando para 20 pL final com agua Milli-Q. As condi¢des da reagao sao mostradas

na tabela abaixo:
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Etapas Temperatura/Tempo

Desnaturagao/Hot Start | 96°C- 1

Desnaturagao 96°C - 10”

25 ciclos Anelamento TM do primer - 5”
Extensao 60°C - 4’
Extensao final 60°C -5’

*Tan utilizada 5°C abaixo do TM do primer

O produto da PCR foi purificado utilizando o kit “Big Dye X-Terminator®” (Applied
Biosystems). Pipetou-se, entdo, 45 pL do tampdo SAM® e 10 pL da resina de precipitagdo de
DNA sobre 10 pL da reacdao de PCR. A reacao foi mantida sob agitacio por 30 min a
temperatura ambiente e centrifugada por 2 min a 1.000 xg. As amostras purificadas foram

sequenciadas no equipamento 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

3.2.4. Teste de sensibilidade a temperatura

As linhagens de interesse foram crescidas em 5 mL de meio apropriado (YPD ou SC)
até atingir concentracdo celular correspondente a D.O.¢oonm = 0,6 a 0,8. Um volume
adequado de cultura foi centrifugado a 600 xg por 7 min e ressuspendido em glicerol 50%
para concentracdo final de 2,5x108 células/mL. Um volume de 200 pL de cada amostra foi
aplicado no primeiro po¢co de uma microplaca e os outros pog¢os (5 colunas) foram
preenchidos com 180 pL de glicerol 50%. Em seguida, foram realizadas cinco diluigdes
seriadas (1:10). Com ajuda de um micropipetador multicanal, 4 pL das amostras, e suas
respectivas dilui¢cdes, foram aplicados nos meios de cultura apropriados. As placas foram

entdo incubadas nas temperaturas de interesse.
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3.2.5. Perfil polissomal de levedura

3.2.5.1. Preparagdo do gradiente de sacarose

Os gradientes foram preparados adicionando-se, em tubo de polialomero (14X89
mm/12,5 mL - Beckman) 5,5 mL de uma solugao de sacarose 7% e 5,5 mL de uma solucdo
de sacarose 47% em tampdo adequado (Tris - HCl 20 mM pH 7,5; KAc 50 mM; MgCl2 10
mM; DTT 1 mM). Em seguida, os gradientes continuos foram preparados no equipamento

Gradient Master (Biocomp).

3.2.5.2. Preparagdo do extrato celular total e centrifugagdo dos gradientes

As linhagens de interesse foram incubadas em 200 mL de meio de cultura adequado
até a D.O.600nm=0,8 a 25°C, em seguida as culturas foram diluidas em meio rico para
D.0.600nm=0,2, mantendo-as sob agita¢do por mais 3 h a 25°C. Em seguida foram transferidas
para um banho com agitacdo a 38°C por 4 h. Apds esse periodo de incubacdo, as células
foram tratadas com formaldeido, (5,4 mL/200 mL de cultura), durante 1 h em banho de
gelo e a neutralizacao do formaldeido foi feita com glicina 2,5 M (10 mL/200 mL de
cultura). Em seguida, as culturas foram centrifugadas em garrafas previamente geladas a
3.500 xg por 5 min a 4°C. Lavadas com 15 mL de tampao de lise (Tris-HCl 20 mM pH 7,5,
KCl 50 mM, MgCl; 10 mM, DTT 1 mM) e, entdo, transferidas para tubo conico de 15 mL e
centrifugadas a 3.500 xg, por 5 min a 4°C. Para realizar a lise, o precipitado de células foi
ressuspendido em 500 pL de tampdo de lise adicionado de inibidores de protease
(aprotinina, antipaina, leupeptina, pepstatina e quimostatina, todos em uma concentracao
de 5 mg/mL), e transferido para um tubo de 1,5 mL contendo 1 g de pérolas de vidro. A lise
foi realizada em aparelho Fastprep (trés ciclos de 20 s, na velocidade 4.0, com intervalos de
1 min em gelo). O lisado obtido foi transferido para um novo tubo e, em seguida,
centrifugado a 14.000 xg por 20 min a 4°C, para clarificagdo. O sobrenadante foi transferido

para um novo tubo de 1,5 mL e a D.0.260nm da amostra foi determinada.

3.2.5.3. Fracionamento dos gradientes
Um volume de lisado equivalente a 20 D.0O.260nm foi pipetado sobre o gradiente de
sacarose e centrifugado a 39.000 rpm por 3 h a 4°C em rotor SW-41.Ti, utilizando

ultracentrifuga Beckman. Para o fracionamento dos gradientes de sacarose contendo o
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extrato de levedura separado por densidade, foi utilizado o sistema da Bio-Rad, utilizando-
se um fluxo continuo de 1 mL/min de solu¢do de sacarose 60%, sendo que a D.0O.z254nm foi
continuamente registrada por um leitor UV conectado ao sistema. Para obter a relagdo
entre polissomo e monossomo, a area sob a fracao polissomal foi delimitada e quantificada,
bem como a area sob o pico de 80S. Dividiu-se, entdo a area do polissomo pela area do
monossomo e foi obtida a relacdo entre as fracdes. Os dados de quantificagdo foram gerados

com o auxilio do software NIH Image ].

3.2.6. Ensaio de B-galactosidase

Cultivaram-se as linhagens de interesse a 25°C em 5 mL e a dilui¢ao seriada foi feita
de acordo com o procedimento descrito no item 3.2.4. Foram aplicados 3 pL da suspensdo
de células sobre uma membrana de nitrocelulose (Amersham - GE Healthcare) sobre meio
solido YPD, e incubou-se durante uma noite a 25°C. Retirou-se a membrana da placa e a
mesma foi colocada sobre um papel aluminio flutuando em nitrogénio liquido com as
células voltadas para cima. Apds 30 s, a membrana foi submergida no nitrogénio liquido por
5 s e retirada para descongelar em temperatura ambiente. Colocou-se um papel de filtro
(Whatman) umedecido com 1,5 mL de Tampao Z (Na;HPO4 60 mM; NaHP0O4 40 mM; KCl 10
mM; MgS04 1 mM pH 7,0) adicionado de X-gal (0,5 mg/mL) em uma placa de petri de 100
mm. A membrana foi colocada, com as células voltadas para cima, sobre este papel de filtro
e incubada a 30°C em camara umida até o desenvolvimento de coloragdo azul no controle

positivo.

3.2.7. Ensaio de luminescéncia

As linhagens de interesse foram cultivadas a 25°C em 5 mL de meio seletivo até
aproximadamente 1-2x107 células/mL. Apds centrifugacdo a 3.000 xg por 10 min e
remocao do meio de cultura, as células foram lavadas com PBS 1X adicionado de PMSF. O
precipitado de células foi ressuspendido em 200-500 pl de PBS 1X adicionado de PMSFe 1 g
de beads de vidro geladas. As linhagens foram lisadas em vértex por 5 min e centrifugadas

em centrifuga refrigerada por 5 min na velocidade maxima. Pipetou-se 30 pl do lisado em
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cada poco de uma microplaca de 96 pogos. Os substratos para as luciferases foram
preparados seguindo a recomendacdo do fabricante. A leitura da placa foi feita em
lumindémetro GloMax®-Multi com sistema de injecao automatica sendo que as leituras para
a luciferase de Renilla foram feitas a 480 nm e as leituras para a luciferase de vagalume
foram feitas a 560 nm. A analise dos dados foi feita utilizando a razdo calculada entre os
valores de luminescéncia obtidos para a atividade da segunda luciferase (vagalume) pela
atividade obtida para a primeira luciferase (Renilla). As razdes foram, entdo, normalizadas
pelo controle da linhagem selvagem. Para as analises estatisticas, foram utilizadas 4 leituras

para cada uma das trés replicatas biolégicas feitas em ensaios independentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Especificidade alélica da supressao em alto niimero de copias do tRNAAl2

Recentemente foi demonstrado que o fator de elongac¢do da traducao (eEF2) é capaz
de suprimir os defeitos de crescimento e de sintese proteica do tif51A%%64 de elF5A (DIAS et
al, 2012). Sabe-se ainda que essa supressdo é alelo especifica, ja que no alelo mutante
tif51AQ22H/L93F que também produz elF5A estavel na temperatura restritiva de crescimento,
apresenta um fenotipo oposto, ou seja, na presenca de eEF2 em alto namero de cépias, a
linhagem mutante tif51A922H/L93F ¢ ainda mais doente (dados nao publicados). Com o intuito
de testar a possibilidade de especificidade alélica na supressao por tRNAAl, foram utilizados
diferentes mutantes de elF5A e tais linhagens foram testadas quanto a capacidade de
supressao pelo tRNAA2 em alto nimero de cdpias. Para isso, foram utilizados trés mutantes
de elF5A sensiveis a temperatura. O tif51A-1, que apresenta a perda da proteina elF5A na
temperatura ndo permissiva de crescimento e os mutantes tif51AK564 e tif51AQ22H/L93F que
ndo apresentam perda da proteina na temperatura ndo permissiva (DIAS et al., 2008).

Na Figura 16 podemos observar o ensaio de sensibilidade a temperatura dos
mutantes tif51A-1, tif51AK564 e tif51AQ22H/L93F na presenga do tRNAAR em alto niumero de
copias, condicdo em que nao foi observada alelo especificidade na supressdo pelo tRNA, ja
que todos os alelos testados apresentaram supressao. Dessa forma, conclui-se que o
mecanismo de supressdo dos mutantes de elF5A pelo tRNAAR em alto ndmero de copias é
diferente daquele ocasionado por eEF2, o que também sugere que a supressao por tRNAAl
ocorra de maneira mais indireta que eEF2. Ou seja, genes que ativam vias alternativas ou
fatores downstream ao fator mutado em uma determinada via tendem a suprimir qualquer
alelo mutante de um determinado gene, inclusive mutantes que levam a perda da proteina
na temperatura ndo permissiva, enquanto supressores que interagem fisicamente no
mesmo complexo que o fator mutante tendem a ter interacdes genéticas que sao alelo

especificas e nao suprimem alelos que levam a perda da proteina mutada (FORSBURG, 2001).

50



Figura 16. Ensaio de sensibilidade a temperatura dos mutantes tif51A4-1, tif51Ak%64 e
tif51A0@2zH/L93F para o tRNAAl2 em alto numero de cdpias. A coluna da esquerda e direita
correspondem ao crescimento nas temperaturas permissiva e restritiva, respectivamente.

4.2. Avaliacdo da supressio de mutantes de elF5A por tRNAs para outros

aminoacidos

No intuito de se testar se tRNAs para outros aminoacidos também sdo capazes de
suprimir o feno6tipo de mutantes de elF5A, e também contribuir para a analise do papel de
elF5A na formacao de ligacdo peptidica de aminoacidos com diferentes tamanhos de cadeia
lateral, decidiu-se neste periodo clonar e analisar os genes de tRNAs para fenilalanina,
glicina, leucina, lisina, metionina e prolina. No entanto, estudos mostram que, em S.
cerevisiae, genes que codificam para os diferentes tRNAs possuem mais de um anticédon e
mais de um gene para um mesmo anticddon (PERCUDANI, PAVESI E OTTONELLO, 1997). Para o
tRNA de alanina, por exemplo, existem 15 genes distribuidos no genoma, divididos em dois
grupos: 11 genes possuem o anticodon AGC e 4 genes possuem o anticodon TGC. Levando-
se esses dados em consideracdo para decidir quais genes de tRNA seriam utilizados em
nosso estudo, foi realizada uma analise de frequéncia génica. Todos os genes de tRNA para
cada um dos aminoacidos citados acima foram alinhados e se optou por aquele de maior
frequéncia no genoma, considerando-se a identidade entre as sequéncias. No nome
sistematico dos genes que codificam para cada tRNA, podemos identificar o aminoacido que

ele transporta (c6digo de uma letra), entre parénteses esta indicado o anticddon que possui,
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e a ultima letra no final do nome de cada gene distingue-o dos demais tRNAs que possuem o
mesmo anticédon e podem ou ndo estar em um mesmo Cromossomo, neste caso existe
ainda um numero apo6s a letra. Por exemplo, o tRNA de fenilalanina escolhido para
realiza¢do da clonagem possui o nome sistematico tF(GAA)F. Na Figura 17, é mostrado um
exemplo dessa andlise. Podemos observar no alinhamento multiplo dos genes para os
tRNAs fenilalanina, que 6 dos 10 tRNAsPhe que possuem anticodon GAA apresentam
sequéncia completamente idéntica e um deles foi escolhido para clonagem em vetor de alto
numero de copias (pRS426). Estes ensaios fizeram parte do projeto de Iniciacdo Cientifica

do aluno Matheus Nanny Le Sueur Vieira (FAPESP-2012/03164-1).

Figura 17. Alinhamento das sequéncias dos genes de tRNA para fenilalanina que possuem o
anticodon GAA. O anticddon estd destacado pela caixa vermelha. O alinhamento foi feito
utilizando-se o ClustalW2. O tRNA selecionado para a clonagem foi o tF(GAA)F, presente
no cromossomo 6.

Para garantir que a regido promotora dos genes estivesse contida no fragmento
amplificado por PCR, posicionaram-se os oligonucleotideos iniciadores 250 pares de bases
antes do inicio da regiao codificadora dos tRNAs escolhidos. Os fragmentos obtidos por PCR
foram entao ligados ao vetor pRS426 e as clonagens foram confirmadas por

sequenciamento. Foi incluida na analise a clonagem do gene do tRNA de metionina iniciador
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(tRNA;Met), devido ao fato de ter sido descrita a estrutura de EF-P em complexo com o
ribossomo (70S) e o tRNAjMet (BLAHA, STANLEY E STEITZ, 2009).

Apés anadlise de todos os tRNAs descritos acima e sua clonagem, foi realizado o
ensaio de supressdo do fenétipo de sensibilidade a temperatura dos mutantes tif51AK564 e
tif51AQ22H/L93F e é possivel observar uma supressdo reprodutivel em todas as replicatas
apenas para o tRNA22 em ambos mutantes. Curiosamente, o tRNA;Met também foi capaz de
suprimir o mutante tif51A%64 (Figura 18). Apesar de a maioria dos outros tRNAs testados
também mostrarem alguma melhora do crescimento em compara¢do com o vetor vazio, a
supressdao é muito fraca e, provavelmente por isso, também ndo é robusta, havendo
varia¢do entre as replicatas. Devido ao fato do mutante tif51A4%22H/L93F possuir um fendtipo
mais severo podemos observar o crescimento de revertentes mais acentuado do que no
mutante tif51AK564 o que prejudica a andlise da supressdo, como pode ser observado na
figura 18.

Foi demonstrado recentemente que elF5A se liga ao ribossomo préximo ao sitio E, e
atua aliviando a pausa do ribossomo em sequéncias contendo pelo menos trés prolinas
consecutivas. Além disso, a auséncia de elF5A na célula prejudica a tradugdo de proteinas
que contém prolinas consecutivas (GUTIERREZ et al, 2013). Vale ressaltar que apesar de
elF5A e seu homologo em bactérias EF-P estarem envolvidos na traducao de proteinas que
possuem prolinas consecutivas (DOERFEL et al, 2013; GUTIERREZ et al., 2013; UDE et al,
2013), o aumento na quantidade do tRNAP™ ndo é capaz de melhorar de maneira

significativa o fendtipo do mutante tif514%>64 de elF5A.
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Figura 18. Ensaio de sensibilidade a temperatura dos mutantes tif514k564 e tif51AQ22H/L93F
contendo os diferentes tRNAs indicados em alto nimero de cdpias. A coluna da
esquerda e direita correspondem ao crescimento a 25°C (condicdo permissiva) e a

37°C/38°C, respectivamente (condi¢do restritiva).
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4.3. Efeito da troca do anticédon na supressao do tRNAAla

Tendo em vista a similaridade estrutural entre elF5A de arqueas e EF-P (HANAWA-
SUETSUGU et al,, 2004), e o fato de a potencial funcdo de EF-P estar correlacionada ao
favorecimento de formacao de ligagcdo peptidica para aminoacidos de cadeia lateral curta
(GLIick, CHLADEK E GANOzA, 1979), a supressdo observada pelo tRNA de alanina (tRNAA2)
poderia ocorrer devido a compensacdao de um possivel papel para elF5A na formacao de
ligacdo peptidica para aminoacidos de cadeia lateral curta. Com o intuito de analisar essa
hipdtese, foi proposto realizar a troca do anticodon do tRNA de alanina (AGC) para o
anticddon de fenilalanina (GAA), e também substituir no tRNA de fenilalanina seu anticédon
original (GAA) pelo anticédon para alanina (AGC), e analisar sua capacidade de supressao.
Foram utilizados como ponto de partida para a substituicdo dos codons os clones obtidos
para o ensaio de supressdo em alto nimero de copias, apresentados no item 4.2. Assim, os
plasmideos contendo os tRNAs para alanina (tA(AGC)P) e fenilalanina (tF(GAA)F tiveram
seus anticddons substituidos. A Figura 19 mostra o alinhamento entre as sequéncias dos
tRNA de alanina (tA(AGC)P) e de fenilalanina (tF(GAA)F), depositadas no banco de dados
SGD (yeastgenome.org), comparadas com as dos insertos dos novos plasmideos gerados
pVZ1275 (tRNA-Ala—Phe) e pVZ1325 (tRNA-Phe—Ala), respectivamente. Foi utilizada

para essa analise a ferramenta ClustalW2.
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Figura 19. Mutagénese sitio-dirigida para substituicao dos anticoédons dos tRNAs de alanina e
fenilalanina. (A) Alinhamento entre o gene selvagem de tRNA de alanina utilizado neste
estudo (tA(AGC)P) e o inserto do plasmideo recombinante gerado ap6s mutacdo sitio-
dirigida para trocar o anticédon de alanina (AGC) para o anticédon de fenilalanina (GAA).
(B) Alinhamento entre o gene selvagem de tRNA de fenilalanina utilizado neste estudo
(tF(GAA)F) e o inserto do plasmideo recombinante gerado apés mutacdo sitio-dirigida
para trocar o anticodon de fenilalanina (GAA) para o anticédon de alanina (AGC). Os
asteriscos indicam identidade completa entre as bases e os pontos representam o local
onde ocorreu a troca (ndo identidade entre as bases).

Os plasmideos contendo os insertos mutagenizados foram transformados em
linhagens mutantes de elF5A e o fenotipo destas linhagens foi analisado. Na tentativa de
inserir os plasmideos em alto nimero de cépias nas linhagens de interesse, foi observado
que o plasmideo contendo o gene para o tRNA-Phe—Ala apresentou toxicidade para as
linhagens testadas, ja que nao foi possivel recuperar nenhuma colonia apds repetidas
transformacdes (Figura 20, painel A). Apesar de S. cerevisiae apresentar 10 genes para o
tRNA de fenilalanina localizados em diferentes loci do genoma, a insercdao de um tRNA
contendo o anticédon modificado em alto niumero de copias gera um defeito severo no
crescimento da linhagem selvagem, que ja pode ser observado na recuperacgao de colonias.

Por outro lado, quando o plasmideo em alto nimero de copias contendo o tRNA-
Ala—Phe é inserido nas linhagens selvagem e mutantes, ndo observamos nenhum problema

na recuperacao de coldnias ap6s a transformacdo (Figura 20, painel B). Apds o isolamento
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de alguns destes transformantes, foram realizados ensaios de sensibilidade a temperatura e
ndo foi observado nenhum efeito aditivo ao fenétipo das linhagens mutantes quando o
tRNA-Ala—Phe é inserido nas mesmas (dados ndo mostrados).

Na tentativa de diminuir a toxicidade ocasionada pelo tRNA-Phe—Ala, foi realizada a
subclonagem deste inserto para um vetor centromérico (baixo nimero de cdpias). Como
controle, o mesmo procedimento foi realizado para o tRNA-Ala—Phe. Apéds a transformagdo
das linhagens mutantes de elF5A, obteve-se uma grande quantidade de clones, como pode
ser observado na Figura 20. Os transformantes recuperados foram submetidos ao teste de
sensibilidade a temperatura e também nao foi observada nenhuma alteragdo no fenétipo de

crescimento (dados ndo mostrados).
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alto numero de copias (2u) baixo numero de cépias (CEN)
tRNA-Phe—Ala B tRNA-Phe—Ala tRNA-Ala—Phe
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tif51A-1
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t1f51A Q22H/L93F

URA3, 2 URA3, CEN

Figura 20. Efeito dos tRNAs com anticodons substituidos nas linhagens selvagem e mutantes
de elF5A. Placas obtidas ap6s transformacao das linhagens indicadas com os plasmideos
contendo o tRNA de fenilalanina com anticédon de alanina (tRNA-Phe—Ala) ou tRNA de
alanina com o anticédon de fenilalanina (tRNA-Ala—Phe). No painel (A) os plasmideos
utilizados sdo de alto nimero de cdpias (origem de replicacdo 2u) e no painel (B) os
plasmideos utilizados sdo de baixo nimero de cépias (origem de replicagdo CEN).

Apbés a anadlise desses resultados, foi possivel concluir que o efeito da
superexpressao de um tRNA-Phe—Ala é téxico para as linhagens de S. cerevisiae testadas,
porém este efeito ndo é observado quando o tRNA-Ala—Phe é superexpresso nas mesmas
linhagens, mostrando que apesar de existir mais de um gene que codifica para um mesmo
tRNA na célula esse efeito compensatorio nao ocorre em qualquer situacdo. Além disso, a
adicao dos tRNAs modificados (tRNA-Phe—Ala, tRNA-Ala—Phe) em vetor de baixo nimero
de copias ndo causa nenhum efeito no fenétipo de crescimento das linhagens de S. cerevisiae
testadas, isso leva a crer que nesta situacdo observa-se um efeito compensatério da
presenca de outros genes que codificam para os tRNAs de fenilalanina e alanina permitindo

o crescimento normal da célula. Uma vez que nao foi observado nenhum comportamento
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diferencial entre linhagens selvagem e mutantes de elF5A, esta analise nao contribuiu para

estudo do mecanismo de supressao do tRNAA2 em mutantes de elF5A.

4.4. Analise do perfil polissomal de tif51A%564 na presenca de tRNAAl2 e tRNAMet em

alto namero de copias

Ensaios de perfil polissomal sdo muito importantes para caracterizacdo de defeitos
nas etapas de inicio e elongacao da traducao, sendo que em mutantes de inicio da traducao
observamos diminuicdo da fracao polissomal e aumento de monossomos, enquanto
mutantes de elongacdo apresentam aumento de polissomos e diminuicdo da fracao de
monossomo (ASANO et al., 2000; ANAND et al., 2003). Estudos prévios mostraram que o perfil
polissomal de mutantes de elF5A é bastante diferente do perfil de mutantes de inicio de
traducdo e se assemelham com os perfis polissomais do mutante de elongacdo dominante
negativo eEF2H699K (ZANELLI et al., 2006; GREGIO et al., 2009; SAINI et al,, 2009). Outro estudo
mostrou que a adicao de eEF2 em alto nimero de copias é capaz de melhorar o defeito
observado no perfil polissomal do mutante tif514%>64 (Dias et al.,, 2012). Tendo em vista a
utilidade dos ensaios de perfil polissomal na caracterizacao de defeitos na tradugdo, foi
proposto analisar o perfil polissomal de mutantes estaveis de eIF5A na presenca do tRNAAl
em alto nimero de copias.

Analises de perfil polissomal de diferentes mutantes de eI[F5A em nosso laboratorio
sempre revelaram defeitos tipicos de elongac¢do da tradugdo (ZANELLI et al., 2006; GREGIO et
al.,, 2009; Dias et al,, 2012). Entre os mutantes analisados, estdo os mutantes tif51AQ22H/L93F ¢
tif51AK564, No entanto, no caso especifico da linhagem VZL821 (tif51A22H/L93F), apesar de se
observar o defeito no perfil polissomal desta linhagem em temperaturas restritivas mais
altas, nao foi observada uma grande diferenca de perfil polissomal para esta linhagem na
temperatura de 38°C, na qual é melhor observada a supressao fenotipica de VZL821
(tif51A0Q22H/L93F) pelo tRNAAl/2u (dados ndo mostrados).

Por outro lado, a 38°C foi possivel observar tanto um bom nivel de supressdo da
linhagem VZL987 (tif51AK564) por tRNAA4la/2u, quanto também defeito no perfil polissomal
desta linhagem (Figura 21). Através da quantificacdo relativa dos picos na Figura 21, pode-
se observar que a linhagem mutante ¢tif514A%%64 apresenta aumento da relacdo
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polissomos/monossomo (80S) quando comparado ao selvagem (TIF51A). Este dado esta de
acordo com o que ja foi visto em nosso laboratério com relacio a mutantes de elF5A
apresentarem defeito de elongacdo da traducao (GREGIO et al., 2009; SAINI et al., 2009).

Com relacdo ao mutante tif51AK564 contendo o tRNA4/2u, ndo é observada uma
diferenca significante com o perfil do mutante tif51A%°64 sem o tRNA: um P/M de 2,3 + 0,3
para tif51AK564 + tRNAA2 comparado a 2,2 + 0,2 na condicdo de tif51AK564 sozinho.
Novamente, se compararmos o efeito de eEF2 sobre o perfil polissomal deste mutante,
observamos praticamente os mesmos valores de P/M para tif51A%564 + eEF2 e linhagem
selvagem. O experimento utilizando eEF2 como supressor do defeito do mutante tif51Ak564
foi utilizado como controle positivo de supressdo e os resultados estdo de acordo com os
dados previamente publicados (Dias et al., 2012).

Com isso, os resultados sugerem que o mecanismo de supressdo por tRNAAl ¢
diferente daquele ocasionado por eEF2. Além disso, os resultados obtidos sugerem que o
mecanismo da supressdo pelo tRNAA nio afeta a traducdo de maneira global, visto que o
efeito nao pode ser observado no perfil polissomal na presenca do tRNA em alto nimero de

copias.
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Figura 21. Efeito dos supressores em alto nimero de cépias tRNAAR e eEF2 no perfil
polissomal do mutante tif51A%564, Perfis polissomais das linhagens indicadas apéds
tratamento com formaldeido. Os tracados representam a leitura de absorbancia a 254 nm
dos gradientes de sacarose (7% - 47%) de cada extrato celular fracionado apos
centrifugacido. P/M é a relagdo entre os valores obtidos da area dos picos de polissomos
dividida pela area de monossomo (80S). Efeito da superexpressdo do tRNAAl e eEF2 no
perfil polissomal do mutante tif51Ak564, A e B, respectivamente.

Tendo em vista a supressdo no defeito de crescimento do mutante tif51AK564
observada quando o tRNAMet esta alto numero de copias na célula, foi também avaliado o
efeito deste supressor no perfil polissomal do mutante. Como pode ser observado na Figura
22, tal supressao do fenotipo de crescimento nao interfere no defeito observado no perfil
polissomal para o mutante tif51AK564, ou seja, como ocorre com o tRNAAR, 3 supressdo no
fenotipo de crescimento ndo esta correlacionada com uma diferenca detectavel pelo
experimento de perfil polissomal, na sintese proteica total. Sugerindo, mais uma vez, um
mecanismo de supressao diferente da que ocorre quando eEF2 é superexpresso no mutante
tif51AK564,

Inicialmente se acreditava que a supressao por tRNAMet/2p poderia ocorrer devido a
uma maior disponibilidade de complexo ternario e, com isso, aumento no inicio da
traducdo, que seria uma melhora geral da traducao e que possivelmente levaria a melhora
de crescimento de outros mutantes de eI[F5A também. Porém somente o mutante tif51AK%64
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apresenta supressdao do fendtipo de crescimento por tRNAMet/2p (Figura 22). Nao é
descartada a possibilidade de elF5A ou EF-P atuarem durante a formacdo da primeira
ligacdo peptidica, no entanto, os perfis polissomais de mutantes desses fatores levam a

defeitos de perfil polissomal tipicos de elongac¢do da tradugdo (ASANO et al., 2000; ANAND et

al,, 2003; Grealo et al., 2009; Saini et al., 2009) .

TIF51A tif51AKS56A tif51AK56A + tRNAMet

P/M=1,6+0,3 PIM=2,7 £ 0,4 P/M=2,8+0,3

_ 80S 80S 80S
\ 408 408
40S 60S \/\/\/\N\—‘\‘ 60S 60S

Figura 22. Efeito do tRNA;Met no perfil polissomal do mutante tif51AX564, Perfis polissomais das
linhagens indicadas ap6s tratamento com formaldeido. Os tracados representam a leitura
de absorbancia a 254 nm dos gradientes de sacarose (7% - 47%) de cada extrato celular
fracionado apds centrifugacio.
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4.5. Analise de interacao fisica entre elF5A e o tRNAA2 por triplo-hibrido

O sistema de triplo-hibrido de RNA em levedura é derivado do sistema de duplo-
hibrido e possibilita a avaliacdo de interacdes fisicas entre RNA e proteina. Esse sistema se
baseia na caracteristica modular dos dominios de ligagdo ao DNA (BD) e de ativacao da
transcricdo (AD) dos fatores de transcricao. Portanto, mesmo que os dominios que
constituem estes fatores sejam produzidos separadamente na célula, quando
reaproximados sdo capazes de ativar a transcricdo novamente. Essa reaproximacao pode
ser gerada pela interacao fisica entre duas proteinas fusionadas diretamente com BD e AD
(duplo-hibrido) ou entre um RNA ligado ao BD e uma proteina ligada ao AD (triplo-hibrido
de RNA). Desta forma, se os hibridos interagirem, a reaproximacao de BD com AD
possibilita a ativacdo de transcricdo pelo fator reconstituido e este evento pode ser
detectado através de genes repdrteres (SENGUPTA et al.,, 1996).

A linhagem L40-coat (VZL836) possui, integrado em seu genoma, a regido
codificadora para o primeiro hibrido que constitui o sistema (BD-MS2BP). Este gene de
fusdo codifica para a proteina lexA, que tem o dominio de ligagdo ao DNA (BD) fusionado a
proteina que se liga ao RNA MS2 (MS2 binding protein - MS2BP). O segundo hibrido é
constituido do RNA estrutural MS2, fusionado ao RNA de interesse, que, em nosso caso, é o
tRNA de alanina. O terceiro hibrido é constituido do dominio de ativa¢do da transcricao de
Gal4 (AD) fusionado a proteina de interesse, que neste trabalho é elF5A. Tanto o segundo
hibrido, de RNA (tA(AGC)P em plIIIA/MS2-1), quanto o terceiro hibrido, de proteina (TIF51A
em pACT-2), sdo inseridos na linhagem contendo o primeiro hibrido (BD-MS2BP), na forma
de plasmideos. Na Figura 23, esta representado o fundamento deste ensaio. Se ocorrer
interacdo entre o RNA teste (tRNAA2) e a proteina teste (eIF5A), a proteina lexA (BD) e o
dominio de ativacdo da transcricdo Gal4 (AD) sdo aproximados, e ocorre a ativacao da
transcricao dos genes reporteres HIS3 e lacZ, tornando a linhagem L40-coat prototrofica
para histidina e positiva no ensaio de 3-galactosidase.

O controle positivo do sistema é baseado na interacdo conhecida entre o RNA IRE
(Iron Response Element) e a proteina IRP1 (Iron Regulatory Protein), sistema caracterizado

de resposta a ions ferro. O IRE é um RNA estruturado que esta presente na regido ndo
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traduzida de mRNAs que codificam para proteinas envolvidas na utilizacao de ferro e se liga

especificamente a IRP1 (SENGUPTA et al., 1996).

HYBRID 2

HYBRID 3

Figura 23. Esquema ilustrado do sistema de triplo-hibrido de RNA utilizado neste trabalho. O
hibrido 1 (lexA-MS2BP) esta representado em verde; o hibrido 2 (RNA MS2-tRNAAl), em
laranja; e o terceiro hibrido (eIF5A-Gal4-AD), em azul (modificado de ZHENG et al., 2004).

Para o teste de interacdo fisica entre eIF5A e o tRNAAlR, o gene do tRNAA (tA(AGC)P)
foi clonado no vetor pllIA/MS2-1, o qual ird gerar o hibrido 2 (RNA MS2-tRNAAR), e a
construcdo pACT-TIF51A (pVZ285), que codifica o hibrido 3 (elF5A-Gal4-AD). O gene do
tRNAA2 (tA(AGC)P) foi clonado no vetor pllIA/MS2-1 utilizando-se a enzima de restrigao
Smal e, ap6s a clonagem, realizou-se o sequenciamento dos clones obtidos para selecionar
um clone corretamente inserido com relacdo a direcdao desejada (dados ndo mostrados).

Ap6és a obtencao da linhagem contendo concomitantemente o hibrido de RNA (MS2-
tRNAA2) e o hibrido proteico (elF5A-Gal4-AD), trés diferentes transformantes foram
ensaiados quanto a capacidade de ativar os genes reporteres do sistema. Como mostrado na
Figura 24, nao ocorreu ativagdo de nenhum dos genes reporteres (HIS3 e lacZ),
demonstrando que o tRNAAR e e[F5A ndo interagem fisicamente pelo sistema de triplo-
hibrido em levedura.

E importante ressaltar que dados de localizagdo no ribossomo tanto de EF-P (EF-
P+70S+fMet-tRNA;Met por cristalografia a resolucao de 3,5 angstroms), quanto de elF5A
(eIF5A+80S+Met-tRNAMet por clivagem de rRNA e tRNA 2 resolugio estimada de ~10 A),
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mostram pontos de interacdo entre esses fatores e o tRNA iniciador no sitio P (BLAHA,
STANLEY E STEITZ, 2009; GUTIERREZ et al., 2013). Portanto, havia a expectativa de se observar
uma interacdo fisica entre elF5A e o tRNAAR, Além disso, outro trabalho de nosso
laboratorio testou a interacdo fisica direta entre el[F5A e Met-tRNAMet jn vitro utilizando
band shift e nenhum resultado positivo foi obtido (Danuza Rossi, dados ndo publicados de
seu Pos-Doutorado). Tendo em vista este resultado do experimento de band shift, e o fato de
elF5A estimular a sintese de di e tripeptideos de prolina em um sistema in vitro, ou seja, em
um sistema contendo Pro-tRNAPr no sitio P (GUTIERREZ et al., 2013), é pouco provavel que
elF5A se ligue apenas a tRNAs especificos. Por outro lado, é bastante possivel que a
interacao elF5A-tRNA apenas possa ser observada no ribossomo por uma questdo de
posicionamento destes fatores ou mesmo por nao ser estavel o suficiente para ser detectada
fora do ribossomo.

Recentemente, a descoberta de interacdes genéticas entre elF5A e os fatores de
Ribosomal Quality Control Rqc2 e Ltnl (Paulo Boldrin, dados nao publicados de seu
Doutorado Direto) podem talvez ajudar a explicar a relagdo entre elF5A e o tRNAA2, Sabe-se
que quando o ribossomo estd preso ao mRNA em uma sequéncia que causa forte stalling,
como 12 lisinas ou argininas consecutivas, ocorre direcionamento destes peptideos
nascentes para degradacdao no proteassomo, bem como a reciclagem do ribossomo,
mediados pelo complexo de Ribosomal Quality Control (RQC) (LYKKE-ANDERSEN E BENNETT,
2014). Ainda, verificou-se que Rqc2 é capaz de adicionar uma cauda contendo alanina e

treonina ao peptideo nascente ainda associado a subunidade 60S do ribossomo, sem a

D~

necessidade de molde (mRNA) ou da subunidade 40S (SHEN et al,, 2015). Uma vez que
sugerido que elF5A seja um facilitador da formacdo de ligacdo peptidica em determinadas
situagdes, como no caso de prolinas consecutivas, é possivel que elF5A auxilie Rqc2 durante
a extensdo da cauda de alanina e treonina e que o tRNAA2 em alto nimero de cdpias seja um
supressor desta funcao de elF5A. Infelizmente, o tRNA para treonina nao fez parte das
analises deste trabalho. Mais experimentos serao necessarios para investigar estas relacoes

funcionais, os quais fardo parte do Doutorado Direto do Paulo Boldrin.
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Figura 24. Avaliacdo da interacdo fisica entre eIF5A e o tRNAAl pelo sistema de triplo-
hibrido. (A) A linhagem L40-coat transformada com os plasmideos pIIIA/MS2-1 contendo
0 que estad indicado a esquerda, mais pACT contendo o que estd indicado a direita, na
descri¢do de cada linha, foi cultivada em meio SC-leu,-ura, SC-leu,-ura,-his e ensaiadas para
B-galactosidase em membrana de nitrocelulose. A linhagem contendo IRE + IRP1 (+) foi
utilizada como controle positivo e todas as outras deste painel sdo controles negativos de
interagdo neste sistema. (B) Ensaio de interacdo entre elF5A e o tRNAAlR, 3 clones
diferentes foram testados.

4.6. Analise dos eventos de traducdo Programmed Ribosomal Frameshifting (PRF),
misincorporation e readthrough utilizando repoérteres de duas luciferases

Considerando-se todos os resultados obtidos até este ponto e dificuldades de se
correlacionar funcionalmente elF5A e o tRNAA2, concomitante com a publicacdo da fungao
de EF-P na traducao especifica de sequéncias stalling de ribossomo ricas em prolinas
(DoOERFEL et al, 2013; UDE et al, 2013), decidimos também abordar neste projeto a
participacao de elF5A na tradug¢do especifica versus traducdo geral. Assim, com a
possibilidade de realizagdo do estagio no exterior (BEPE deste Doutorado Direto,
2012/23396-4), iniciamos uma colaboracao com o Dr. Jonathan Dinman, do Depto. de
Biologia Celular e Genética Molecular da Universidade de Maryland, EUA. O Dr. Dinman

estuda estrutura e funcdo do ribossomo de eucariotos, assim como controle da expressao

66



génica em nivel traducional e desenvolveu varios repodrteres para avaliar eventos da
traducdo utilizando duas luciferases (HARGER E DINMAN, 2003; PLANT et al., 2007).

Uma vez que este tipo de reporter ja havia sido utilizado na demonstrac¢do da fungéo
de elF5A no alivio de stalling ribossomal causado por sequéncias de prolinas consecutivas
(GUTIERREZ et al., 2013), e varios trabalhos propuseram uma grande complexidade dos tipos
de sequéncias ricas em prolinas que estdo relacionadas funcionalmente a EF-P em bactéria
(DoOERFEL et al,, 2013; HERSCH et al,, 2013; UDE et al., 2013; WOOLSTENHULME et al., 2013), uma
parte de nossa proposta era analisar diferentes tipos de sequéncias ricas em prolina
utilizando repdrteres de duas luciferases. Para abordar esta parte do projeto BEPE, foram
construidos reporteres contendo repeticdes de residuos do mesmo aminoacido que foram
descritas por GUTIERREZ et al. 2013 como causadoras ou ndo de stalling ribossomal entre os
genes das duas luciferases (spacer sequence na Figura 26). Apds os ensaios destes
reporteres, utilizando mutantes de elF5A, nao foi possivel reproduzir os dados publicados
por GUTIERREZ et al. 2013, em que foi mostrada a participacdo especifica de elF5A na
traducdo de proteinas que contém sequéncias ricas de prolinas. Além disso, reporteres
utilizando sequéncias de prolinas semelhantes, porém com outras proteinas de fusdo,
gerados em outro projeto de nosso laboratério, também nao reproduziram os dados de
GUTIERREZ et al. 2013 (Paulo Boldrin, dados ndo publicados de seu Doutorado Direto). Estes
resultados nos causaram grande surpresa e, em nossa busca das razodes pelas quais nao
temos reproduzido os resultados de GUTIERREZ et al. 2013, verificamos que a linhagem
mutante para elF5A utilizada naquele trabalho também possuia um nocaute no gene GCNZ,
que atua inibindo o inicio da traducdo em diversas situa¢des de estresse celular (MURGUIA E
SERRANO, 2012). Nao sabemos ainda se o nocaute em GCNZ pode interferir com esta fun¢do
de elF5A e esta andlise estd sendo conduzida em nosso laboratério. No entanto, estio
descritas interacbes genéticas sintéticas negativas (synthetic sick phenotype) entre
mutantes de elF5A e nocautes de GCN1 e GCN20 (CosTANZO et al., 2010), os quais codificam
ativadores diretos de Gen2 (GARCIA-BARRIO et al,, 2000).

Tendo em vista que o laboratério do Dr. Dinman é referéncia no estudo de eventos
de recodificacdo (Programmed Ribosomal Frameshifting) e defeitos na tradugdo

(readthrough e misincorporation), também testamos a participacdo de eIlF5A nestes eventos
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traducionais, os quais sdo afetados por diferentes fatores essenciais para a traducao geral
da célula (PLANT et al,, 2007; KoBAYAsHI et al,, 2010).

O Programmed Ribosomal Frameshifting (PRF) é um mecanismo alternativo de
decodificacdo do mRNA que produz alteracées na janela de leitura do ribossomo. Em
diferentes tipos de sinais de PRF, essas altera¢cdes podem ocorrer tanto no sentido 3’ (PRF
+1), como no sentido 5’ (PRF -1) (FARABAUGH, 1996). Existem atualmente duas categorias de
PRF descritas, baseando-se na dire¢do em que a recodificacao ocorre. Conforme mostrado
na Figura 25, quando o ribossomo muda a fase de leitura avancando uma base na dire¢édo 5’
do mRNA, ocorre o fenomeno de PRF -1 e quando o ribossomo avan¢a uma base na dire¢do
3’ do mRNA, ocorre o fendmeno de PRF +1. Para que esse fendmeno acontega, é necessario
que o mRNA possua sequéncias estimulatérias que permitem a mudanca na fase de leitura.
Para PRF -1, esse sinal estimulatdrio é composto de uma sequéncia de até 12 nucleotideos
especificos de escorregamento (slipery site), um cddon de parada na fase de leitura 0, ou
seja, a fase determinada pelo c6don de iniciacao e uma estrutura secundaria no mRNA que
funciona como uma barreira para o ribossomo naquele ponto. Com a diminuicao na
velocidade da traducdo neste ponto e os sitios A e P do ribossomo ocupados, a sequéncia
estimulatdria de escorregamento permite que o ribossomo mude a fase de leitura neste
ponto, avan¢gando uma base na direcdo 5’ do mRNA e mudando a partir deste ponto a fase
de leitura. Nos mecanismos para PRF +1 ocorre maior variacdo. Sabe-se que geralmente
existe um codon raro logo apos a sequéncia de escorregamento, e esse codon raro permite
também que ocorra uma diminuicdo na velocidade da traducdo e o ribossomo é entdo capaz
de avangar uma base na direcao 3° do mRNA. Em S. cerevisiae, existem alguns sinais de PRF
+1 descritos atualmente, destes 5 sdo em retrotransposons, sequéncias mdveis no genoma
que formam particulas virais no citoplasma e retornam ao nucleo para se integrar ao
genoma. Outro gene que possui um sinal de PRF +1 é o da antizima (OAZ1). A traducao
completa da antizima ocorre somente ap6s um evento de PRF +1, pois quando nado ocorre
mudanca na fase de leitura, uma proteina menor e afuncional é traduzida. A antizima
participa do metabolismo de poliaminas na célula, inibindo a enzima ornitina
descarboxilase, etapa limitante na producdo de poliaminas. A regulacdo da taxa de PRF +1
nesta enzima é determinada pela ligacao de poliaminas diretamente ao peptideo nascente

da antizima. Por regular negativamente a concentracdo de poliaminas na célula, a interagdo
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de poliaminas com o peptideo nascente estimula a ocorréncia de PRF +1 e a enzima ativa é
entdo produzida (KURIAN et al,, 2011). Apesar de inicialmente descritos em genomas virais,
hoje se sabe que aproximadamente 10% dos mRNAs de eucariotos possuem sequéncias
com potenciais sinais de PRF -1 e, recentemente, foram caracterizados genes que possuem
sua expressdo controlada por mecanismos de PRF, como, por exemplo, alguns genes
envolvidos com a manutencdo de telomeros em levedura (EST1, EST2, STN1 e CDC13)

(DINMAN, 2012a; ADVANI, BELEW E DINMAN, 2013).

Figura 25. Esquema dos mecanismos de Programmed Ribosomal Frameshifting. (A)
Representacdo do que ocorre durante a traducdo do RNA do virus L-A de levedura. O
ribossomo para quando encontra uma estrutura secundaria no mRNA no slipery site. Com
os sitios A e P ocupados, ocorre a mudanca de fase de leitura no momento em que os
tRNAs deslizam uma base na direcdo 5’, induzindo o PRF -1. (B) Mecanismo de PRF +1 do
retrotransposon TY-1 de levedura. Neste caso, o ribossomo para quando encontra um
c6édon raro de arginina. Neste momento, ocorre o deslizamento do tRNA do sitio P na
dire¢do 3’, o que leva a formacdo de um c6don frequente para glicina no sitio A (VALENTE E
KINZY, 2003).

Com o intuito de analisar os efeitos na traducao causados por defeitos da proteina
elF5A nos fenomenos PRF -1 e PRF +1, foram realizados experimentos utilizando
reporteres de luminescéncia. Além de se analisar PRF, esse tipo de reporter também é
muito util para se analisar a incorporacdo erronea de determinados aminoacidos durante a
traducdo (misincorporation) e também analisar defeitos da termina¢do da traducao
(readthrough). O esquema dos repdrteres utilizados neste trabalho esta representado na

Figura 26 (HARGER E DINMAN, 2003; PLANT et al., 2007).
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Figura 26. Esquema dos repodrteres de duas luciferases utilizados neste trabalho. Os genes que
codificam para as proteinas luciferase de Renilla e vagalume possuem uma sequéncia
espacadora (spacer sequence), onde estdo os sinais de PRF (reporteres de PRF) ou um dos
trés cddons de terminacdo (reporteres de readthrough). No mesmo sistema, a substituicdo
do cdédon AGA, na proteina selvagem, por cédons near-cognate (AGC, ACU) ou non-cognate
(UCU) nos repdrteres de misincorporation (adaptada de HARGER E DINMAN, 2003; PLANT et
al., 2007).

O grupo de reporteres de PRF (-1 ou +1) possui um sinal de PRF na sequéncia
espacadora (Figura 26). Neste caso, a traducdo da segunda luciferase, a de vagalume,
somente ocorre se houver PRF, levando a formacdo de uma proteina de fusdo (mesmo
polipeptideo) entre as duas luciferases. Caso ndo ocorra o PRF, um cdédon de parada é
alcangado e apenas a luciferase de Renilla é traduzida. Assim, a capacidade da célula em
realizar PRF é medida através da relacdo entre a atividade das duas luciferases, que apesar
de estarem em uma mesma cadeia polipeptidica, possuem substratos e dominios distintos,
0 que possibilita medir a atividade de cada uma delas independentemente.

Na Figura 27, podemos observar que mutantes de elF5A apresentam aumento na
taxa de PRF -1, tanto para o sinal contido no virus LA-1, quanto para o sinal do virus HIV-1.
Para que ocorra PRF -1, é necessario que ocorra o escorregamento dos tRNAs posicionados
nos sitos A e P do ribossomo (DINMAN, 2012b). Para que isso aconteca, a velocidade da
traducdo precisa diminuir significativamente. A estrutura secundaria formada pelo mRNA
logo apoés o sitio de escorregamento gera uma barreira fisica que impede a passagem do
ribossomo neste ponto. No caso destes virus, o mecanismo de PRF existe para que a
quantidade correta das proteinas Gag e Pol sejam produzidas, ou seja, nos dois virus
supracitados temos os dois genes que codificam para proteinas estrutural e enzimatica com
uma regiao de sobreposicao. Para que a replicagdo do virus seja eficiente, a taxa de PRF -1

deve ser mantida, como ilustrado na Figura 28. Um estudo recente mostrou que mutantes
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condicionais do fator de término da traducao de eucariotos (eRF1) apresenta o mesmo
efeito na taxa de PRF -1 de HIV-1. eRF1 foi isolado em um rastreamento de nocautes que
inibem a replica¢do do virus HIV-1, e no mesmo estudo, foi demonstrado que esse efeito ndo
estd relacionado com o aumento do tempo que o ribossomo fica parado no sitio de
escorregamento nem com o cddon de parada presente apds o sitio de escorregamento. Foi
proposto, entdo, que eRF1 possa formar algum complexo ainda ndo identificado com outros
fatores de tradugdo para regular a ocorréncia de PRF -1 (KoBAyAsHI et al.,, 2010). Ainda, um
estudo recente mostrou que elF5A apresenta um efeito estimulatoério, independente de Rev,
na expressao génica de HIV-1, bem como na tradu¢do de mRNAs deste virus (LU et al,
2011).

**
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LA-1 PRF -1 HIV-1 PRF -1 TY-1-1 PRF +1

Figura 27. Mutantes de elF5A (tif51A-1 e tif51A-3) apresentam aumento na taxa de PRF -1.
Plasmideos reporteres contendo as sequéncias codificadoras para as luciferases de Renilla
e vagalume, separadas por sinais de PRF -1 do virus L-A, PRF +1 do retrotransposon TY-1,
PRF -1 do virus HIV ou controle sem nenhum sinal de PRF foram introduzidos na linhagem
selvagem e nos mutantes de elF5A tif514-1 (A1) e tif51A-3 (A3). A eficiéncia de PRF foi
calculada através da razdo entre os valores obtidos para as atividades de luciferase de
vagalume/Renilla pela mesma razdo do controle. Foi aplicado o teste estatistico t student
para validagdo dos dados e os asteriscos indicam os resultados com * p>0,05 e **p>0,01.
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Figura 28. Efeitos do PRF -1 na propagacao viral. A relacdo correta na sintese das proteinas
estrutural e enzimatica é mantida pelo sinal de PRF -1 contido no genoma viral que
direciona os ribossomos em uma fase de leitura alternativa em uma taxa determinada que
permite a producdo da proteina Gag-pol. Quando ndo ocorre PRF somente Gag é
produzida. Aumento ou diminuicao nas taxas de PRF -1 resultam em inibi¢do da replicagdo
viral (DINMAN, 2012b).

Ainda no intuito de analisar eventos na traducao que possam ser alterados pela
auséncia da funcdo de elF5A na célula, foi avaliada a fidelidade durante a traducao
(misincorporation). A sintese de proteinas na célula é um processo extremamente
controlado e acurado, porém a incorporacdo de erros durante a tradu¢do ocorre em uma
taxa de 10* por cédon (DINMAN, 2012a), e alteragdes nesta taxa podem levar a efeitos
deletérios para a célula. Existem dois tipos de interacdes que podem ocorrer de acordo com
0 pareamento entre codon e anti-cédon no momento da incorporagao dos aminoacidos:
pode ocorrer a entrada de um aminoacido trazido por um tRNA que possui um anticédon
chamado de near-cognate ou um non-cognate. A diferenca entre essas categorias de
interacao se da pela capacidade do cddon e anticédon formarem uma estrutura chamada de

mini-hélice, que pode ser formada de maneira transitoria nos cddons chamados de near-
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cognates e, para outras interagdes em que essa estrutura nao pode ser formada, é dado o
nome de non-cognate. Na Figura 29 esta representado o pareamento das bases entre o
anticddon de 2 diferentes tRNAs de arginina e o cddon, no mRNA, representando as

interacdes near-cognate entre codon e anticodon (PLANT et al., 2007).

tRNAA2 tRNAA3 tRNAAG3
G 9 | U (.: Umems U C Umems
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H mem5.C N3-N3, U-U 2-carbonyl-N3,
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Figura 29. Esquema representativo do pareamento cédon-anticodon da interacido near-
cognate entre tRNA e mRNA. Na parte superior da figura, estd mostrado o pareamento
das bases nitrogenadas entre o anticbdon do tRNAAre2 e 0 cddon UGU (esquerda), e entre o
anticodon do tRNAArs3 e os cédons AGC e AGU (centro e direita, respectivamente). Na parte
inferior da figura, estd mostrado o pareamento entre as bases nitrogenadas I:U, U:C e U:U
(PLANT et al., 2007).

Desta forma, uma possivel perda de fidelidade na tradugdo em linhagens mutantes
para a proteina elF5A foi testada utilizando os reporteres de misincorporation descritos na
Figura 26. O grupo de reporteres de misincorporation possui uma substituicio no cédon
AGA da posicao 218 da luciferase de vagalume (firefly na Figura 26), que codifica para uma
arginina na proteina selvagem, por um cédon near-cognate (AGC ou AGU) ou cddon non-
cognate (UCU), que codificam para o aminoacido serina. A arginina 218 da luciferase de
vagalume é necessaria para a atividade desta enzima, com isso é possivel aumento da
atividade somente quando ocorre perda da fidelidade da tradu¢do e uma arginina é
adicionada no lugar da serina.

Podemos observar na Figura 30 que na deplecdo de elF5A ocorre perda na fidelidade
da traducao somente para cédons near-cognate. Este efeito observado para os mutantes de
elF5A testados é similar ao que ocorre quando tratamos a célula com o aminoglicosideo

paromomicina (SALAS-MARcO E BEDWELL, 2005). Isso se da pelo fato de que esse antibiotico
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se liga ao sitio de decodificacao na subunidade menor do ribossomo, gerando um aumento
na frequéncia de misincorporation (OGLE E RAMAKRISHNAN, 2005). Tal efeito pode ser
observado também em mutantes para o fator de elongacdo 1A (eEF1A), que apresentam
perda de fidelidade na traducao apenas para codons near-cognate, sem apresentar
significativa mudanca para incorporacdo de non-cognate. Esse efeito observado em
mutantes de eEF1A ocorre de maneira alelo especifica, sendo que 6 diferentes alelos
mostram aumento de misincorporation de near-cognate e 2 apresentam um fendtipo de
hiperfidelidade, ou seja, os mutantes apresentam diminuicdo de misincorporation de near
cognate quando comparados a linhagem selvagem (PLANT et al, 2007). Neste mesmo
estudo, foi demonstrado que mutantes de eEF1By (tef34, tef44) apresentam aumento em
misincorporation de coddons near-cognate e diminuicao de misincorporation de c6dons non-
cognate. O efeito no aumento de misincorporation nestes mutantes se deve a um evento
indireto na acdo de eEF1A, uma vez que eEF1By faz parte do complexo eEF1B

(eEF1Ba+eEF1Bp+eEF1By), trocador de GDP por GTP de eEF1A (JEPPESEN et al., 2003).
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Figura 30. Ensaio de luminescéncia para misincorporation nos mutantes tif51A-1 e tif514-3
de eIF5A. Foram utilizados trés diferentes repérteres contendo cédons para o aminoacido
serina near-cognate (AGC ou AGU) ou non-cognate (UCU) na posicao referente ao residuo
de aminoacido 218 do segundo gene da construcdo da Figura 30, que codifica para a
luciferase de vagalume. O gene selvagem da luciferase de vagalume apresenta o c6don
para arginina (AGA). Os resultados foram avaliados como significativamente distintos ou
ndo dos valores obtidos para a linhagem selvagem. Foi aplicado o teste estatistico t
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student para validacdo dos dados e os asteriscos indicam os resultados com * p>0,05 e
k%
p>0,01.

Ainda utlizando reporteres de luminescéncia para avaliar a traducao, foi realizado o
ensaio para analisar a participacdo de elF5A na etapa de terminag¢do da traducdo. Como
descrito na Figura 26, o grupo de reporteres de readthrough possui um coédon de
terminacdo (UAA, UAG ou UGA) entre os dois genes de luciferases e sao utilizados para
avaliar a terminac¢do da traducdo nas linhagens de interesse. Curiosamente, os mutantes de
elF5A apresentaram aumento de readthrough, ou seja, perda do reconhecimento de c6don
de parada, somente para o cédon de parada UGA, como pode ser visto na Figura 31. De
maneira bastante interessante, novamente, o mesmo efeito ja foi observado em linhagens
mutantes do fator de terminacdo da tradugdo de eucariotos (eRF1). Foi mostrado que eRF1
é capaz de liberar o peptideo nascente eficientemente quando se liga aos cédons de
terminacdo UAA e UAG, porém para o codon de parada UGA, a presenca de eRF3 é
fundamental, bem como a hidrélise de GTP. Foi proposto ainda um mecanismo diferente
para a terminac¢ao da tradug¢do dependente do codon de parada (Figura 32). No mecanismo
proposto, para que ocorra liberacao do peptideo nascente, eRF1 precisa sofrer uma
modificacdo conformacional com gasto de GTP, para que a extremidade GGQ possa ser
posicionada no centro da peptidiltransferase do ribossomo e realizar a liberacdo da cadeia
polipeptidica (FAN-MINOGUE et al., 2008). Por fim, foi também proposto que elF5A poderia
estimular o terminacao da traduc¢do, pois em um ensaio in vitro a presenca de elF5A
mostrou efeito estimulatorio na liberacao de dipeptideos e tripeptideos do ribossomo (SAINI

etal, 2009).
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Figura 31. Ensaio de luminescéncia utilizando dois diferentes mutantes de elF5A (Al e A3).
Foram utilizados trés diferentes repdrteres contendo um dos stop cédon, indicados no
eixo Y, entre os genes que codificam para as duas luciferases. Os resultados foram
avaliados como significativamente distintos ou ndo dos valores obtidos para a linhagem
selvagem. Foi aplicado o teste estatistico t para validacdo dos dados e os asteriscos
indicam os resultados com * p>0,05.
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Figura 32. Mecanismo de reconhecimento de codon de parada e terminacido da traducio em
eucariotos. Modelo apresentando diferentes estados conformacionais induzidos por eRF1
e mostrando que o reconhecimento de UGA é mais lento e a liberagdo por eRF1 somente
ocorre apo6s a hidroélise da molécula de GTP associada a eRF3 (FAN-MINOGUE et al., 2008).
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Apesar de os ensaios aqui utilizados ndo esclarecerem os mecanismos pelos quais
sdo afetadas as fungdes do ribossomo, todos os resultados obtidos com os repdrteres de
duas luciferases sugerem uma atuacao mais geral de elF5A na traducdo e ndo apenas de
maneira especifica, como foi sugerido por diferentes estudos (Rossi et al, 2014). Esta
conclusao nao exclui a possibilidade de que elF5A tenha um papel principal na traducao de
sequéncias ricas em prolinas, como descrito mais recentemente (GUTIERREZ et al., 2013), no
entanto, sugere que este ndo seja o Unico impacto da fungao de elF5A na traducao e esta de
acordo com outros resultados da literatura, como a estimulacdo da sintese proteica
observada tanto pelo ensaio de metionil puromicina (BENNE E HERSHEY, 1978), como pelo
ensaio de liberagdo de dipeptideos e tripeptideos (SAINI et al., 2009). O efeito de elF5A na
traducdo de sequéncias ricas em prolinas (GUTIERREZ et al., 2013) pode ser explicado pela
maior necessidade da atividade de eIlF5A no ribossomo quando essas sequéncias de parada
precisam ser traduzidas, e por isso seu efeito em proteinas contendo tais sequéncias seja
mais facilmente correlacionado com sua func¢do estimulatéria durante a formacao de ligacao
peptidica na elongacao.

O mesmo efeito estimulatorio observado na taxa de PRF -1, para as linhagens na
auséncia de elF5A, foi observado quando a atividade peptidiltransferase do ribossomo é
inibida (DINMAN et al, 1997). Neste estudo foi demonstrado que linhagens selvagens
tratadas com os inibidores da sintese proteica anisomicina e sparsomicina, que interferem
diretamente na capacidade do ribossomo em catalisar ligacdes peptidicas, apresentam
aumento nas taxas de PRF -1.

Ainda, estudos recentes mostram que existe um controle traducional especifico para
condi¢des de estresse que leva a um aumento do readthrough de alguns genes e isso tem
como resultado o encaminhamento de enzimas glicoliticas para o peroxissomo. Foi
demonstrado que esse evento é observado para mRNAs que contém o stop cddon UGA
seguido de CUA, somente essa sequéncia de nucleotideos causa um aumento consideravel
na taxa de readthrough nestes mRNAs. Quando o c6don de parada é tocado para UAA ou
UAG o mesmo efeito nao é observado, mostrando a importancia deste codon de parada na

regulacdo de alguns genes (SAMANFAR et al., 2014).
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CONCLUSOES
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A supressdo pelo tRNA de alanina ndo é alelo-especifica pois em diferentes alelos
mutantes para elF5A podemos observar melhora no fenétipo de sensibilidade ‘a
temperatura, quando realizado o teste de crescimento em temperaturas restritivas;

A presenga do tRNAMet em alto nimero de copias € capaz de suprimir o fenotipo de
sensibilidade a temperatura apenas do mutante tif51A%%¢A, Diferentemente do que
ocorre quando o tRNAA2 é supersexpresso, para o tRNAMet ndo foi observada
supressao do fenotipo de sensibilidade "a temperatura de outros alelos mutantes
testados;

A troca do anticodon do tRNA para fenilalanina para o anticédon de alanina é toxica
para a célula e o contrario nao causa alteragdo no crescimento celular;

A presenca do tRNAA2 em alto nimero de copias ndo causa melhora no defeito de
elongacao de tradugdo observado no perfil polissomal do mutante de e[F5A. Tanto a
presenca do tRNAARR quanto do tRNAMet em alto nimero de cdpias ndo sdo capazes
de melhorar o defeito observado no perfil polissomal do mutante tif51Ak564;

tRNAA2 n3o interage fisicamente com elF5A através do sistema de triplo-hibrido de
RNA em levedura;

Os dados obtidos utilizando repoérteres de duas luciferases sugerem que elF5A atua
na elongacao e terminacao da traducdo geral de proteinas. Foi demonstrado, através
de dados obtidos através de ensaios utilizando reporteres de duas luciferases, que
mutantes de elF5A apresentam defeitos em mecanismos gerais da tradu¢do como
PRF, fidelidade de traducao e reconhecimento do cédon de parada UGA, que sao
independentes de sequencias contendo poliprolinas.
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PERSPECTIVAS
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Explorar a supressao observada pelo tRNA;Met no mutantes tif51AK564;

Realizar a clonagem do tRNATr para realizagdo do ensaio de supressdo do feno6tipo
de sensibilidade a temperatura dos mutantes de TIF514;

Explorar a possibilidade de elF5A atuar na via de adi¢do da cauda alanina-treonina
pela maquinaria de controle da qualidade ribossomal (RQC);

Explorar o possivel papel de elF5A na tradugdo, atuando como um fator de
aceleracao;

. Avaliar a participacao de elF5A no término da tradugdo de genes que possuem UGA
como codon de terminacao.
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