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RESUMO

O fator de inicio da traducdo de eucariotos 5A (elF5A) é uma proteina
essencial para a viabilidade celular, altamente conservada em arqueas e eucariotos
e apresenta uma modificacdo poés-traducional Unica em que um residuo especifico
de lisina € modificado para o aminoacido hipusina. O processo de hipusinagédo é
essencial para a funcdo de elF5A e consequentemente para viabilidade celular.
elF5A foi descrita inicialmente como um fator de inicio da traducdo pois estimula a
sintese de metionil-puromicina in vitro, porém, dados de nosso e de outro laboratorio
mostraram um papel para elF5A na etapa de elongacédo da traducao. elF5A é um
homologo estrutural do fator de elongacéo da traducédo P (EF-P) de bactérias. EF-P
também estimula a sintese de metionil-puromicina, sendo essencial para viabilidade
celular em algumas espécies de bactérias. Dados recentes mostram que EF-P, bem
como elF5A participam na etapa de elongacéo da traducao facilitando a traducéo de
sequéncias de parada, “stalling motifs”. Foi isolado, em nosso laboratério, o gene
gue codifica para o tRNA de alanina como supressor do fenétipo de sensibilidade a

temperatura do mutante tif51A%%*

, sugerindo uma possivel correlagdo funcional
entre estes genes. Para compreender o mecanismo de supressao e estudar a

relacdo com outros tRNAs este estudo foi proposto e realizado.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Processo de traducdo em eucariotos

O processo de traducdo € iniciado pela estabilizacdo do mRNA maduro,
contendo capacete de 7-metil-guanosina e cauda poli(A), por ligacdo de um
complexo elF4F (elF4A, elF4B e elF4G) ao capacete e ao longo do mRNA, e com a
ligacdo da proteina PABP (poliA binding protein) na cauda de poli(A).
Simultaneamente ocorre a ligacdo do complexo ternario (elF2 - Met - tRNAM®' - GTP)
na subunidade menor do ribossomo (40S) com auxilio de um complexo multi fatorial
composto por elF1, elF1A, elF3 e elF5 formando assim o complexo de pré-iniciacédo
(43S). A ligacdo do complexo de pré-iniciacdo ao complexo elF4F com PABP é
dependente de elF3, formando o complexo de pré-iniciacdo 48S, capaz de realizar o
escaneamento do mRNA até o encontro do primeiro AUG (start cédon). Assim que o
start codon estiver posicionado no sitio P (peptidil) do 40S, com gasto de energia,
desligam-se os fatores de inicio de traducdo e a subunidade ribossomal 60S é

Met

recrutada (Figura 1). Neste momento, apos o pareamento do Met-tRNAI™ no sitio P

o ribossomo esta pronto para iniciar a elongacéo da traducao.
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Figura 1. Representacdo esquemética do mecanismo de inicio da traducdo.
Estabilizacdo do mRNA maduro pelo complexo elF4F. Formacado do complexo de
pré-iniciagdo 43S, composto pelo ribossomo 40S, complexo ternario (elF2-GTP-
tRNAM®Y), elF1, elF1A, elF5 e elF3. Formac&o do complexo de pré-iniciacdo 48S por
interacOes entre elF4G e elF3. Recrutamento da subunidade 60S e desligamento
dos elFs. Figura adaptada. (SONENBERG et al., 2007)
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A etapa de elongacéo da traducao € extremamente conservada entre procariotos
e eucariotos, e os modelos que se tém hoje foram derivados de estudos realizados
principalmente em bactéria (RODNINA e WINTERMEYER, 2009). O fator de
elongacdo em eucarioto 1A (EF-Tu em bactéria) liga-se a um tRNA aminoacilado
correspondente ao segundo cédon do mRNA e o posiciona no sitio A (aminoacil).
Apods a acomodacao do tRNA, o aminoacido ligado ao tRNA posicionado no sitio A é
justaposto a porcao peptidil do tRNA do sitio P e a formacéo da ligacdo peptidica
ocorre no sitio catalitico ribossomal (PTC — peptidyl transferase center) localizado na
subunidade 60S. A formacdo da nova ligacdo peptidica transfere a cadeia
polipeptidica ao tRNA do sitio A desacilando o tRNA do sitio P. A mudanca de
cargas e conformacdo dos demais sitios e acdo de eEF2 causam a translocacédo do
ribossomo (Figura 2A). Este mecanismo é repetido inUmeras vezes até o encontro

de um cddon de terminacgéo.

A etapa de término da traducdo da-se pelo posicionamento do cédon de
terminacdo (stop cédon) no sitio A, em seguida um complexo ternario formado por
fatores de terminacdo da traducdo eRF1, eRF3 e GTP se liga ao ribossomo. O
reconhecimento do stop codon é feito por eRF1, em seguida eRF3 estimula a
liberacdo do peptideo por eRF1 de maneira dependente de GTP, (STANSFIELD et
al.,, 1995; ZHOURAVLEVA et al.,, 1995; ALKALAEVA et al.,, 2006) e por fim as

subunidades ribossomais séo recicladas (KAPP e LORSCH, 2004) (Figura 2B).
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Figura 2. Esquema do mecanismo de elongacédo e terminacdo da traducdo. (A)
A elongacdo da traducao. (B) Término da traducéo e liberacdo das subunidades 40S

e 60S. Figura adaptada. (SONENBERG et al., 2007)
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1.2 elF5A na traducao

O fator de inicio de traducdo 5A de eucariotos (elF5A — eukaryotic translation
initiation factor 5A) é uma proteina essencial para a viabilidade celular e altamente
conservada, presente em arqueas e eucariotos (BENNE e HERSHEY, 1978; KLIER
et al., 1993; PARK et al., 1993; PARK et al., 1997) de aproximadamente 17 kDa e &
codificado por dois genes homélogos TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1), gerando

proteinas com 90% de identidade.

elF5A sofre uma modificacdo pés-traducional especifica e exclusiva chamada de
hipusinacdo (CHEN e LIU, 1997; PARK et al., 1997). A formagdo do aminoacido
hipusina ocorre através da transferéncia de um grupo aminobutil da poliamina
espermidina para o amino grupo livre de uma lisina especifica (K51 em levedura),
catalizada pela enzima desoxi-hipusina sintase (Dysl em Saccharomyces
cerevisiae), logo que a proteina é sintetizada. Em seguida, a hidroxilacdo deste
grupo pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em S. cerevisiae) termina a
maturacdo de elF5A (PARK et al., 2010) Figura 3). A substituicdo do residuo de
lisina especifico de elF5A, em S. cerevisiae, por arginina (K51R) leva a producéo de
elF5A ndo hipusinado, o que resulta em inviabilidade celular (SCHNIER et al., 1991).
Adicionalmente, o gene codificador da enzima desoxihipusina sintase é essencial
para o crescimento de S. cerevisiae e também é altamente conservado em arqueas
e eucariotos (SCHNIER et al., 1991). De modo interessante, apesar do gene
codificador de desoxihipusina hidroxilase ser essencial em eucariotos superiores,
este gene nédo é essencial em S. cerevisiae, sugerindo que a hidroxilacédo do residuo

de hipusina ndo afeta a funcao de elF5A em levedura (PARK et al., 2009).
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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 Translation Protein
SH3-like motif, o qual também esta presente em algumas proteinas ribossomais. O
dominio C-terminal, por sua vez, € similar ao dobramento presente em proteinas que
se ligam a &cidos nucleicos de fita simples ("Single-stranded Oligonucleotide Binding
Fold"), e desempenham diferentes funcdes celulares
(http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GOUGH et al., 2001) (Figura 4). elF5A foi
inicialmente descoberta e caracterizada como fator de inicio de traducéo baseado na
sua capacidade de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina (BENNE e

HERSHEY, 1978).

Estudos posteriores mostraram a associacdo de elF5A com ribossomos
ativamente engajados na traducao, o que fortalece o envolvimento desta proteina na
sintese protéica (JAO e CHEN, 2006; ZANELLI et al., 2006). Defeitos observados
em mutantes sensiveis a temperatura sugerem um papel para elF5A na elongacao
da traducdo por apresentarem defeitos claros na sintese de proteinas (DIAS et al.,
2008) e um aumento nas fracdes polissomais em relacdo as fracbes de 80S
(GREGIO et al.,, 2009; SAINI et al.,, 2009), semelhante ao que ocorre para um
mutante dominante negativo de eEF2. Adicionalmente, mutantes de elF5A nao
apresentaram formacdo de P-bodies (agregados de mRNA e proteinas, onde
também ocorre a degradacdo do mRNA) na temperatura nao permissiva,
caracteristica semelhante a observada para células tratadas com ciclo-heximida, um
inibidor da elongacgé&o da traducédo (GREGIO et al., 2009). Estes dados sugerem um

papel para elF5A na etapa de elongacéo da tradugéo.
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Apesar de nado estar presente em bactérias, elF5A possui um homologo
estrutural nestes organismos, o fator de elongacéo da traducdo P (EF-P) sendo que
a estrutura de elF5A de arqueas é superponivel aos dois primeiros dominios de EF-
P (HANAWA-SUETSUGU et al., 2004) como demonstrado na Figura 5. EF-P possui
uma estrutura semelhante a estrutura global de um RNA transportador e produz um
efeito estimulatério na formacéo de ligacdes peptidicas sendo considerado, portanto,
um fator de elongacédo da traducdo (GLICK e GANOZA, 1975). Estudos mostram
que EF-P esta relacionado com crescimento celular, viruléncia, motilidade e na
sensibilidade celular frente a baixa osmolaridade, detergentes e antibioticos (ZOU et
al.). Em Escherichia coli, EF-P sofre uma modificacdo pdés-traducional por acdo de
trés enzimas, Yjek, YjeA e YcfM, resultando na lisinacao (transferéncia de um radical
R-B-Lys para o grupamento amino) e hidroxilacdo em um residuo especifico de lisina
na posicao 34 (BAILLY e DE CRECY-LAGARD, ; NAVARRE et al., ; YANAGISAWA

et al.).

Assim, como elF5A, EF-P é capaz de estimular a sintese de metionil-puromicina
in vitro (GANOZA et al., 2002). Dados recentes sugerem que EF-P esteja envolvido
no correto posicionamento do tRNAM® iniciador, atuando na formac&o da primeira
ligacdo peptidica (BLAHA et al., 2009). Além disso, foi mostrado que EF-P n&o so
afeta a formacéo da primeira ligacdo peptidica, como também da ligacdo de outros
tRNAs, como tRNA"™ e tRNA®Y e, consequentemente, garante a correta geracéo de
sequéncias peptidicas ricas em prolina e prolina-glicina, as quais formam
sequéncias de parada da traducéo, “stalling motifs”, durante a elongacdo (DOERFEL

et al., 2013; UDE et al., 2013).

No intuito de estudar a participacdo de elF5A na etapa de elongagdo da

traducdo, estudos recentes demonstraram que elF5A também promove a traducdo
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de sequéncias de prolinas consecutivas (GUTIERREZ et al.,, 2013) , como
observado inicialmente para seu homologo estrutural e funcional EF-P (DOERFEL et
al., 2013; UDE et al., 2013). Experimentos in vitro mostraram que na auséncia de
elF5A ocorre uma parada na traducdo de sequéncias de prolinas consecutivas
guando o segundo ou terceiro codon de prolina estd no sitio P. Acredita-se ainda
gue elF5A posiciona-se no sitio E fazendo com que a alca de hipusinacéo fique
adjacente ao peptidil-tRNA, no PCT do ribossomo, ajudando na formacéao da ligacéo
peptidica da cadeia polipeptidica com o aminoacido ligado ao tRNA do sitio A
(GUTIERREZ et al., 2013). Contudo, ainda sdo necessarios novos estudos deste
fator para definicho do mecanismo de acdo e confirmacdo do local exato de
interacdo com o ribossomo. Por fim, as evidéncias do envolvimento de elF5A na
progressdo do ciclo celular, via secretdria e formacdo da ligacdo peptidica de
sequéncias especificas reforcam um possivel papel de elF5A na traducdo

especializada de subgrupos de mRNAs, que deve ser melhor investigado.
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Figura 3. Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina no precursor
de elF5A em S. cerevisiae. O grupo aminobutil da poliamina espermidina é
transferido para o aminogrupo do residuo especifico de lisina, pela enzima desoxi-
hipusina sintase (Dys1). Posteriormente, o intermediario de elF5A é hidroxilado, pela
desoxi-hipusina hidroxilase (Lial), formando assim elF5A hipusinado e ativo. (Figura

adaptada de (PARK, 2006)).
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Ct
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Figura 4. Comparacdo entre EF-P e elF5A de diferentes organismos. Estruturas
de EF-P (PDB 3A5Z), alF5A (PDB 2EIF) e elF5A (PDB 3ERO). As setas indicam o
residuo de lisina sujeito a modificacdo pos-traducional. Dominios I, Il e lll de EF-P e
porcdo N-terminal e C-terminal de alF5A e elF5A também estéo indicados. Figura
adaptada de Rossi et al., 2013.
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1.3 Alelo tif51AK%6A

Estudos funcionais e estruturais de elF5A, realizados em nosso laboratorio,
levaram a obtencéo de 40 mutantes dessa proteina. Embora a maioria dos mutantes
de elF5A apresentem fendtipo de sensibilidade a temperatura devido a degradacéao
da proteina elF5A modificada na temperatura ndo permissiva, o alelo mutante
tif51A%*%*, apresentou fenétipo de sensibilidade a temperatura mesmo na presenca
da proteina elF5A, que aparece estavel na temperatura ndo permissiva (DIAS et al.,
2008) (Figura 5). Uma provavel razéo para o fendtipo condicional de sensibilidade a
temperatura desse mutante é a perda de interacdes fisicas na temperatura restritiva.
Dessa forma, o aumento da expressdo dos possiveis parceiros fisicos de elF5A
nesses mutantes poderia restabelecer as interacdes fisicas perdidas entre fatores
celulares e permitir a melhora do crescimento na temperatura restritiva. Assim, a
procura de supressores, em alto numero de copias, do fenotipo de sensibilidade a
temperatura desses mutantes poderia revelar fatores celulares que interagem
fisicamente com elF5A, o que auxiliaria no estudo de sua funcdo e de seu

mecanismo de acdo na célula.
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Figura 5. Caracterizacdo do mutante tif51A*°®* que produz a proteina estavel
na temperatura ndo permissiva. (A) Localizacdo do residuo substituido de elF5A
do mutante tif51A-1 (P83S). Mutante de elF5A que apresenta fendtipo de
sensibilidade a temperatura devido a degradacdo da proteina elF5A modificada na
temperatura ndo permissiva. (B) Localizacdo do residuo substituido de elF5A do
mutante tif51A*®*. Os dominios N-terminal e C-terminal, bem como a alca de
hipusinacdo, estdo indicados por barras horizontais no modelo da estrutura
tridimencional de elF5A de S. cerevisiae (PMDB 3ERO). (C) Analise dos niveis das
proteinas elF5A selvagem e mutadas por western blot, nas temperaturas permissiva
e ndo permissiva. (Figura adaptada de (DIAS et al., 2008).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Andlise da supressdo do fendtipo de sensibilidade a temperatura do

K56A
A

mutante tif51 em Saccharomyces cerevisiae.

Um gene para o tRNA de alanina (tRNA*?) foi isolado em nosso laboratério
como supressor em alto numero de coépias do fenétipo de sensibilidade a
temperatura de um mutante de elF5A em Saccharomyces cerevisiae (Cleslei F.
Zanelli e Tatiana F. Watanabe, dados n&o publicados). Tendo em vista a interacéo
genética encontrada para elF5A e o tRNA*? e o envolvimento direto de elF5A com o
processo de traducdo, mais especificamente na etapa de (GREGIO et al., 2009;
SAINI et al., 2009), acredita-se que o0 estudo do mecanismo pelo qual ocorre a
supress&o promovida pelo tRNA*® contribuird para o entendimento do papel desta
proteina durante a sintese proteica.

Para tanto, o principal objetivo deste trabalho foi testar se o fendtipo de

supressdo do mutante tif51AX%*

ocorre de maneira especifica pelo gene que codifica
para o tRNA™? ou se a supressdo é vista sempre que qualquer um dos tRNAs s&o

superexpressos nesta linhagem, provando um papel geral de elF5A na traducéo.
2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Clonagem de diferentes genes que codificam diferentes tRNA’s

(metionina iniciador e lisina)

2.2.2 Realizacao dos ensaios de supressao em alto numero de copias de

fendtipo de sensibilidade & temperatura do mutante estavel de TIF51A (tif51A%)
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com os genes codificadores para os tRNAs de fenilalanina, prolina, leucina, glicina,

lisina, metionina e metionina iniciador.



3. MATERIAIS E METODOS

Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.
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Linhagem Genotipo Origem
VZL82 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade2 Colegao qo
Laboratério
VrLesr MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3 Colegéo do
if51B::kanMX4 [pSV1040] Laboratério
Tabela 2. Plasmideos utilizados neste trabalho.
Plasmideo Caracteristicas Origem
pSV65 pRS426 (URA3, 21) Colecéo do Laboratério
pSV107 TIF51A, URAS, 2u Colecéo do Laboratério
pVvzZ 1171 tM(CAU)E, clonado em pUC 19 Colecéo do Laboratério
pVvVz1231 tA(AGC)P, URA3, 2u Colecéo do Laboratério
pVvZz1232 tG(GCC)B, URAS, 21 Colecao do Laboratorio
pVvZ1233 tL(CAA)N, URA3, 21 Colecéo do Laboratério
pVvZz1272 tM(CAU)M, URAS, 21 Colecéo do Laboratério
pVvz1273 tP(AGC)D, URAS, 21 Colecéo do Laboratério
pVvzZ1274 tF(GAA)F, URA3, 21 Colecéo do Laboratério
pVZ 1342 tM(CAU)E, URAS3, 21 Este estudo
pVZ 1352 tK(CUU)D1, clonado em pBSK Epoch Life Science

pVZ 1353

tK(CUU)D1, URA3, 2

Este estudo
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A manutencdo, o cultivo das linhagens de S. cerevisiae e de E. coli, a
composicdo e o preparo dos meios de cultura e solu¢cdes e os protocolos das
técnicas utilizados neste periodo do trabalho seguiram procedimentos padrao

descritos anteriormente (Guthrie and Fink, 1991; Amberg et al.,2005).

3.1 Subclonagem
3.1.1 Obtencéao dos insertos

Foram submetidos os vetores pVZ 1171 e pVZ 1352 a digestdo com enzimas de
restricdo adequadas, seguindo as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante (New
England Biolabs) e em seguida foram analisados os produtos da digestdo por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados os fragmentos correspondentes
aos genes codificadores do tRNALys (190 bp) e do tRNAM® (500 bp) utilizando o Kit

“QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN).

3.1.2 Ligacéao

O vetor de interesse (pSV 65) foi digerido com as enzimas compativeis e foi
purificado o produto da digestdo apods eletroforese em gel de agarose 0,8 %,
utilizando o kit “QlAquick Gel Extraction” (QIAGEN). Por fim, foi preparada a reagéo
de ligacédo utilizando 20 U de T4 DNA ligase (New England Biolabs), seguindo
recomendacao do fabricante e incubada a reacéo de ligagdo a 16°C por 12 a 16

horas.

3.1.3 Transformacéo de bactéria

Misturou-se 20 uL de reagao de ligacdo em um microtubo de 1,5 mL contendo
80 uL de tampéo de transformacéo (8 uL de KCM, 12 uL de PEG 10 % e 60 uL de

agua). Adicionou-se a mistura em um novo microtubo de 1,5 mL contendo 100 uL
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de células de E. coli ultracompetentes recém descongeladas. Os tubos foram
mantidos em banho de gelo por 30 minutos e, entdo, incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos. A seguir, foi adicionado 1 mL de meio LB liquido a reacdo
e esta foi incubada por 50 minutos a 37°C. As células foram coletadas por
centrifugacéo, ressuspendidas em 200 uL de meio LB liquido e plaqueadas em meio
LB sdlido contendo o antibidtico requerido para selecdo dos transformantes.

Incubaram-se as placas a 37°C por 12 a 16 horas.

3.1.4 Diagnéstico de Restri¢céo

Foram selecionadas algumas coldnias, inoculadas em meio LB liquido contendo
0 antibiético adequado e incubadas a 37°C por 12 a 16 horas, sob agitagdo. Em
seguida foi realizada a preparagao plasmidial das culturas utilizando o kit “QlAprep
Spin Miniprep” (QIAGEN) e os plasmideos foram digeridos utilizando as mesmas
enzimas de restricAo e condicbes da etapa de clonagem. Verificaram-se o0s
fragmentos liberados ap6ds a digestdo em gel de agarose 0,8% e foram comparados
com o padrdao de peso molecular. Por fim, todos os genes clonados foram

sequenciados.

3.2 Sequenciamento de DNA

Apoés preparacdo e quantificacdo do DNA plasmidial por kit, foi preparada a
reacdo de PCR para sequenciamento das bases nitrogenadas, utilizando
equipamentos e reagentes da Applied Biosystems. Pipetou-se 400 ng do DNA
molde, 1 uL do oligonucleotideo que flanqueia o gene de interesse (3,2 uM), 1 uL de
Big Dye diluido 8x, 3,5 yL do tampao de sequenciamento 5x, completando para 20

pL final com agua Milli-Q. As condicfes da reacdo sdo mostradas na tabela abaixo:
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Tabela 3. Condicdes da reacdo de PCR para sequenciamento.

Etapas Temperatura/Tempo
Desnaturacao inicial 96°C-1
Desnaturacao 96°C — 107
25 cliclos
Anelamento TM do primer — 5”
Extensao 60°C — 4’
Extenséo Final 60°C - &

* 5°C abaixo do TM do primer

Purificou-se o produto da PCR utilizando o kit Big Dye X-Terminator® (Applied
Biosystems). Pipetou-se 45 pL do tampao SAM® e 10 pL da resina de precipitacéo
de DNA sobre 10 pL da reacdo de PCR. Vortexou-se por 30 minutos a temperatura
ambiente e centrifugou-se por 2 minutos a 1000 x g. Durante todo o procedimento,
protegeram-se as amostras da luz. Aplicaram-se as amostras purificadas no

aparelho 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

3.3 Teste de sensibilidade a temperatura

Inocularam-se as linhagens de interesse em 5,0 mL de meio apropriado (SC) até
atingir concentracao celular correspondente a DOsoo = 0,6 a 0,8. Centrifugou-se um
volume adequado de cultura a 600 x g por 7 minutos e ressuspendeu-se em meio de
cultura apropriado para concentracéo final de 2,5x10° células/mL. Foram aplicados
200 pL de cada amostra no primeiro po¢co da microplaca e preenchidos os outros

pocos da mesma linha com 180 uL de meio de cultura apropriado. Em seguida,
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prepararam-se cinco diluicbes seriadas (1:10) homogeneizando-se em cada etapa.
Com ajuda de um micropipetador multicanal, foram aplicados 4,0 uL das amostras e
suas respectivas diluicdes nos meios de cultura apropriados e incubadas as placas a
38°C e 25°C por 3 dias. Em seguida, as placas que estavam inoculadas a 38°C
foram transferidas para estufa a 25°C por 1-2 dias, a fim de melhorar a visualizagao

da supresséo do fenoétipo de sensibilidade a temperatura do mutante.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clonagem dos genes que codificam para tRNA de lisina e metionina

iniciador.

Ap6s diversas tentativas de clonagem do gene tK(CUU)D1 (tRNA"®) por PCR,
entretanto sem sucesso, foi decidido comprar o gene sintético idéntico ao gene
codificador para este tRNA. A andlise de supressdo por tRNAI™® foi incluida neste
projeto, devido ao fato de elF5A ter sido inicialmente identificado como fator de inicio
de traducdo, importante para a formacao da primeira ligacdo peptidica. O ensaio
genético com o gene que codifica este tRNA, em comparacdo com os outros tRNAS,
poderia revelar alguma relacdo mais direta e especifica entre elF5A e o inicio da
traducdo. Além disso, recentemente foi mostrada a estrutura de EF-P, o homdlogo
estrutural e funcional de elF5A, no complexo ribossomal 70S apontando para uma

Met

interacao fisica direta com o tRNA™™ em uma regido conservada entre os demais

tRNAs (BLAHA et al., 2009).

Os genes codificadores para tRNA de lisina e metionina iniciador foram
subclonados a partir dos plasmideos pVZ1352 (pBSK contendo tK(CUU)D1 -
tRNA™®) e pVZ1171 (pUC19 contendo tM(CAU)E - tRNAM®), respectivamente, para

0 vetor de expressdo em alto numero de copias em levedura (pSV65). O mapa do
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vetor pSV65 esta demonstrado na Figura 6A e, em destaque, as endonucleases
especificas utilizadas nas subclonagens (Sacll e Hindlll). Por fim, as subclonagens
foram confirmadas por diagnéstico de restricdo, como mostra a Figura 6B, seguida
de sequenciamento. A eletroforese das digestdes em gel de agarose apresenta, na
regido superior do gel o vetor digerido, e na regido inferior do gel as bandas de
tamanhos esperados para cada um dos genes, tRNAM® na canaleta 1 e tRNA"™® na
canaleta 2. O padrédo de peso molecular de 1 kb (canaleta 3) confirma os tamanhos

esperados para cada tRNA, como mostra a Figura 6C.
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Figura 6. Clonagem dos genes para os tRNAs de metionina iniciador e lisina.
(A) Mapa do vetor pSV65 e, em destaque, as enzimas de restricdo utilizadas na
estratégia de subclonagem. (B) Diagndstico de restricdo da clonagem dos genes
tM(CAU)E - tRNAM®' (canaleta 1) e tK(CUU)D - tRNA™® (canaleta 2). O padrdo de
peso molecular (canaleta 3) confirma os tamanhos esperados para cada gene
clonado. (C) Tabela com os tamanhos exatos dos fragmentos subclonados.
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4.2 Ensaio de supressdo do fenotipo de sensibilidade a temperatura do

mutante tif51AX%A,

No intuito de encontrar supressores do fendtipo de sensibilidade a temperatura
do mutante tif51A****, nosso laboratério realizou um rastreamento de supressores
em alto numero de coOpias e, dentre dezenas de candidatos supressores, um gene
codificador para o tRNA*? foi encontrado. Com o objetivo de encontrar a melhor
condicdo de supressao do fenétipo de sensibilidade a temperatura do alelo tif51A%%*
frente a superexpressdo do gene para o tRNA*?, o teste de supressdo do fendtipo
foi realizado em diferentes temperaturas e dias de incubacdo. Por fim, a condi¢do
ideal encontrada para evidenciar a supressao do fenétipo termo sensivel do mutante

tif51A°® foi de 38°C por 3 dias de crescimento seguido de 2 dias de crescimento a

25°C.

A partir da padronizagcdo das condicbes para o ensaio de supressédo, foi
realizado o teste de supressdo em alto nUmero de copias de todos os tRNAs obtidos
em nosso laboratorio e neste trabalho (glicina, leucina, metionina iniciador e
elongador, fenilalanina, lisina e prolina), com objetivo de verificar se o efeito de

supressdo é um efeito geral ou especifico de algum(s) tRNA(S).

A Figura 7 mostra na coluna da temperatura de 25°C que todas as

transformacdes apresentaram viabilidade celular para o experimento. Na coluna da

Met

temperatura de 38°C o gene que codifica 0 tRNA, apresentou resultado muito

AK56A

semelhantes ao tRNA”?, revelando forte supressédo para o alelo tif51 . Quando

comparado com o vetor vazio os genes dos demais tRNAs apresentaram supressao

AK56A

do fendtipo de sensibilidade a temperatura mutante tif51 s6 que em menores

niveis do que os genes que codificam o tRNAM®' e tRNA? .
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25°C 38°C 3 dias
TIFSIA URA32 | ® ® &

Figura 7. Ensaio de supressao do fendtipo de sensibilidade a temperatura do
mutante tif51A°®* frente aos diferentes genes para os tRNAs indicados.
DiluicBes seriadas do mutante tif51A**** (VLZ 978) transformado com os plasmideos
contendo os genes para os tRNAs indicados na figura, foram inoculadas em meio
SC-ura, incubadas a 25°C e 38°C. Os controles positivo, pSV107 (TIF51A), e
negativo, pSV65 (vetor vazio), de crescimento também foram incubados nas
mesmas condic¢des.



35

5. CONCLUSAO

Durante o periodo de realizacdo deste estudo dados da literatura mostraram que
o fator de inicio de traducédo de eucariotos 5A (elF5A) possui um importante papel na
elongacdo da traducdo, participando da liberacdo do ribossomo quando este
encontra-se parado na elongacédo, devido ao encontro de sequéncias que causam
essa parada, chamadas de "stalling motifs. Muitos estudos ainda precisam ser feitos
tanto para compreender esse mecanismo de liberacdo do ribossomo quanto para
descrever as sequéncias que necessitam da presenca de elF5A para que a traducao

ocorra adequadamente.

Os dados apresentados neste trabalho de concluséo de curso, concluem que a
presenca de uma maior quantidade de um determinado tRNA na linhagem tif51A-
K56A, que possuem defeito na funcdo de elF5A, pode suprimir parcialmente o
defeito observado no seu crescimento. Apesar de ter sido observado uma supressao
mais intensa frente aos tRNAs de alanina e metionina iniciador, todos os outros
tRNAs também apresentaram semelhante supressdo, sugerindo que os tRNAs
superexpressos sado capazes de recuperar parcialmente um defeito geral da

traducao previamente descrito para este mutante.
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