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RESUMO

O fator de inicio da traducado de eucariotos elFSA é uma proteina essencial para a
viabilidade celular, altamente conservada em arqueas e em eucariotos e apresenta
uma modificagdo pos-traducional unica em que um residuo especifico de lisina é
modificado para o aminoacido hipusina. O processo de hipusinacéo € essencial para
a fungao de elF5A e consequentemente para a viabilidade celular. elF5A foi descrita
inicialmente como um fator de inicio da traducao, pois estimula a sintese de metionil-
puromicina in vitro, porém, dados recentes de nosso e de outros grupos mostraram
um papel para elF5A na etapa de elongagéo da tradugéo. elF5A € um homodlogo
estrutural do fator de elongagédo da traducdo P (EF-P) de bactérias. EF-P também
estimula a sintese de metionil-puromicina, sendo essencial para viabilidade celular
em bactérias, além disso EF-P também apresenta uma modificagdo pos-traducional
semelhante a hipusinacdo. Recentemente, em nosso laboratério, foi isolado o RNA
transportador de alanina (tRNAA'a) como supressor do fenotipo de sensibilidade a
temperatura do mutante tif51A%?*"9% de elF5A, sugerindo uma possivel correlagdo
funcional entre estes fatores. Tendo em vista a homologia estrutural entre elF5A e
EF-P e a possivel homologia funcional entre estes fatores, pretende-se entender a
relagao de elF5A com o tRNA de alanina e com isso contribuir para a caracterizagao
do papel especifico desta proteina na elongacdo da tradugdo. Portanto, foram
clonados diferentes genes que codificam para diversos tRNA’s (glicina, leucina,
prolina, metionina e fenilalanina) para averiguar se a supressao observada para o
tRNA de alanina também pode ser vista com estes outros tRNA’s ou se é especifica.
Considerando-se que elF5A foi descrita a mais de trinta anos sem que sua fungao
especifica fosse caracterizada, este estudo pode contribuir para elucidar seu papel

durante a sintese de proteina, especificamente na etapa de elongacao da tradugao.
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1. Introducéo

O fator de inicio de tradugao 5A de eucariotos (elF5A — “eukaryotic translation
initiation factor 5A") € uma proteina essencial para a viabilidade celular e altamente
conservada presente em arqueas e em eucariotos (Benne e Hershey, 1978; Park et
al., 1993a; Kilier et al., 1993; Park et al., 1997). A denominacgédo dada a esta proteina
decorreu da sua capacidade de estimular de 2 a 3 vezes a sintese de metionil-
puromicina, um ensaio in vitro utilizado como modelo para avaliar fatores envolvidos
na formacao da primeira ligagado peptidica durante a traducdo (Benne e Hershey,
1978; Park et al., 1993b).

elF5A é a unica proteina conhecida que possui 0 aminoacido hipusina
(Cooper et al., 1983) resultante de uma modificacdo pods traducional especifica e
incomum. A formagdo do aminoacido hipusina (do inglés "hypusine:
hydroxyputrescine-lysine") é essencial para a fungéo de elF5A e, consequentemente
para a viabilidade celular ocorrendo através da acido sequencial de duas enzimas,
desoxihipusina sintase e desoxihipusina hidroxilase (Park et al., 1982; Murphey e
Gerner, 1987; Park et al., 1996). A enzima desoxihipusina sintase (Dys1 em
levedura, DHS em humano) catalisa a transferéncia do grupo aminobutil da
poliamina espermidina para o amino grupo livre de um residuo especifico de lisina
no precursor de elF5A (K51 em levedura, K50 em humano) para formar um
intermediario contendo o residuo desoxihipusina. O intermediario formado é entao
hidroxilado pela enzima desoxihipusina hidroxilase (Lia1l em levedura, DOHH em
humanos) completando a sintese de hipusina e, consequentemente, a maturacéo de
elF5A (Abbruzzese et al., 1986; Park et al., 1997), como pode ser observado na
Figura 1. O grau de conservagao dos residuos flanqueadores do sitio de

hipusinagao, nas diferentes espécies, revela a grande importancia deste aminoacido
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raro (Chen e Liu, 1997; Magdolen et al., 1994). Mutacéo neste residuo (K51R em S.
cerevisiae) leva a produgdo de elFSA nao hipusinado, que nao permite o
crescimento de células onde TIF51A foi nocauteado (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 em eucariotos (Park et al., 1998). De modo interessante, apesar de o gene
codificador de desoxihipusina hidroxilase ser essencial em eucariotos superiores,
este gene ndo é essencial em S. cerevisiae, sugerindo que a hidroxilagdo do residuo
de hipusina ndo afeta a funcéo de elF5A em levedura (Park et al., 2009).
elF5A é uma proteina acida (pl 5,4) e com massa molecular de 18—-21kDa,
dependendo da espécie (Park et al., 1997) e que em Saccharomyces cerevisiae é
codificada por dois genes homdlogos que codificam para elF5A: TIF51A (HYP2) e
TIF51B (HYPL1). Estes genes estdo localizados em cromossomos distintos (Wohl et
al., 1992), codificam proteinas altamente similares compartihando 90% de
identidade e sao regulados reciprocamente por oxigénio ou heme (Mehta et al.,
1990; Zitomer e Lowry, 1992; Schwelberger et al., 1993). Segundo estudos, as
estruturas tridimensionais de homodlogos de elF5A de arqueas, protozoarios e,
recentemente, de humanos e de leveduras apresentam caracteristicas comuns (Kim
et al., 1998; Yao et al. 2003; Tong et al., 2009; PDB 2CPF; PDB 3ERO) e a partir
desses, revelou-se que elF5A é uma proteina dividida em dois dominios
predominantemente compostos por folhas beta. A comparacao destes dominios com
outras proteinas de estruturas tridimensionais mostra que um dominio N-terminal, o
qual contém a hipusina, possui um dobramento classificado como “Translation
Protein SH3-like motif’, o qual também esta presente em varias proteinas

ribossomais (http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough et al., 2001). O dominio C-


http://supfam.org/SUPERFAMILY
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terminal, por sua vez, € similar a dobramentos de proteinas que se ligam a acidos
nucleicos de fita simples (“Single-stranded Oligonucleotide Bindind Fold”), o qual
esta presente em proteinas de diferentes fungdes celulares que se ligam a RNA ou
DNA fita simples (htt://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough et al., 2001).

Apesar de nao estar presente em bactérias, elFS5A possui um homdlogo
estrutural nestes organismos, o fator de elongagao da tradugéo P (EF-P) sendo que
a estrutura de elF5A de arqueas € superponivel aos dois primeiros dominios de EF-
P (Hanawa-Seutsugu et al.,, 2004) como demonstrado na Figura 2A. EF-P possui
uma estrutura bastante parecida com a estrutura global de um RNA transportador
(Figura 2B), é essencial para a viabilidade celular e produz um efeito estimulatério
na formacao de ligacbes peptidicas sendo considerado, portanto, um fator de
elongacao da traducao (Glick e Ganoza, 1975). Assim, como elF5A, EF-P é capaz
de estimular a sintese de metionil-puromicina in vitro e tem sua fung¢ao alterada por
inibidores da atividade de peptidil-transferase do ribossomo (Ganoza et al., 2002).
Entretanto, recentemente a estrutura tridimensional cristalografica de EF-P ligado ao
ribossomo foi descrita, mostrando que este fator esta posicionado entre os sitios P e
E, interagindo com o tRNA iniciador, atuando apenas na formagao da primeira
ligagdo peptidica (Blaha et al., 2009). Foi observado que determinado grupo de
bactérias apresenta EF-P e que este fator sofre uma modificacdo pos-traducional em
um residuo especifico de lisina na posicdo 34, correspondente ao sitio de
hipusinagcdo de elF5A. Esta modificagdo, denominada de lisilagédo, é analoga a
hipusinagao e envolve a incorporagao do radical lisil de uma lisina ao grupamento
amino da lisina 34 de EF-P pelas enzimas YjeA e YjeK (Navarre et al., 2010;

Yanagisawa et al., 2010; Bailly e Crécy-Lagard, 2010).
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Recentemente em nosso laboratério, o estudo estrutural e funcional de elF5A
levou a obtencdo de 40 mutantes novos dessa proteina (Dias e cols., 2008).
Interessantemente, dois alelos condicionais novos de TIF51A, tif51A%" e
tif51A?2F - produzem elF5A modificada que é estavel na temperatura nao
permissiva de crescimento. Uma provavel razdo para o fendtipo condicional desses
dois mutantes € a perda de interagdes fisicas na temperatura restritiva. Dessa forma,
0 aumento da expressao dos parceiros fisicos de elF5A nesses mutantes poderia
restabelecer as interacgdes fisicas perdidas e permitir o crescimento dos mutantes na
temperatura restritiva. Assim, a procura de supressores do fenétipo de sensibilidade
a temperatura desses mutantes poderia revelar fatores celulares que interagem
fisicamente com elF5A, o que auxiliaria no estudo de sua fungdo e de seu
mecanismo de agao na ceélula.

Curiosamente, um gene para o tRNA de alanina (tRNA*?) foi isolado em nosso
laboratério como supressor em alto numero de copias do fendtipo de sensibilidade a
temperatura de um mutante de elF5A em Saccharomyces cerevisiae. Tendo em
vista a similaridade estrutural entre elF5A e EF-P e a interagdo genética encontrada
para elF5A e o tRNA*? foi proposto neste Trabalho de Conclusdo de Curso, o
estudo da relacdo entre estes fatores envolvidos com a traducdo e, adicionalmente
diversos tRNA’s (glicina, leucina, prolina, metionina e fenilalanina) para averiguar se
a supressao mencionada para o tRNA de alanina também ocorrera com estes outros
tRNAs ou se é especifica. Considerando-se que elF5A foi descrita a mais de trinta
anos sem que sua fungcao especifica fosse caracterizada, este trabalho contribuira
para elucidar o papel da proteina elF5A durante a sintese proteica, especificamente

na etapa de elongacgéao da traducao.
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Figura 1. Via de biossintese do residuo de amino&cido hipusina no precurssor
de elF5A. Esquema simplificado da modificacdo pds-traducional de elF5A. A porcao
4-aminobutil proveniente da poliamina espermidina esta sombreada e é transferida
ao residuo de lisina do precursor inativo de elF5A por meio da acdo da enzima
desoxihipusina sintase (Dys1 em levedura, DHS em humano). O intermediario
resultante, agora contendo desoxihipusina, € posteriormente hidroxilado pela enzima
desoxihipusina hidroxilase (Lia1 em levedura, DOHH em humano) o que resulta na
ativacao de elF5A. As cadeias laterais da lisina, desoxihipusina e hipusina estao

sendo mostradas (Figura adaptada de Park, 2006).
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Figura 2. Comparacdo das estruturas tridimensionais de alF5A e EF-P. (A)
Alinhamento das estruturas cristalograficas de alF5A e EF-P (Figura adaptada de
Park, 2006). (B) Comparacédo da estrutura cristalografica de EF-P (duas primeiras
figuras a esquerda) e a estrutura global do RNA transportador de fenilalanina de S.

cerevisiae (Figura adaptada de Hanawa-Suetsugu et al., 2004).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Andlise da supressdo do fenotipo de sensibilidade a temperatura do
mutante tif51A%?*"9F em Saccharomyces cerevisiae.

Através do rastreamento de supressores em alto numero de cépias do
fendtipo de sensibilidade a temperatura, obteve-se um dos gene para o tRNA de
alanina (tRNA Ala) caracterizado por ser um dos componentes essenciais para a
elongacdo da tradugdo. Dessa maneira, uma vez que tem sido demonstrado
recentemente o envolvimento direto de elFSA com o processo de tradugédo, mais
especificamente na etapa de elongagao (GREGIO et al. 2009; SAINI et al. 2009), o
estudo do mecanismo pelo qual ocorre a supressdo promovida pelo tRNA*? com
certeza contribuird para o entendimento do papel desta proteina durante a sintese
proteica.

Portanto, através dos resultados obtidos da supressdo de fendtipo de

sensibilidade a temperatura do mutante de TIF51A (tif51AQ229%F)

pelo isolamento
de tRNA 2, objetiva-se clonar diferentes genes que codificam para diferentes tRNA’s

para averiguar se a supressao mencionada podera ocorrer.
2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Clonagem de diferentes genes que codificam diferentes tRNA’s

(glicina, leucina, prolina, metionina e fenilalanina)

2.2.2 Testes de supressdo em alto numero de copias de fendtipo de
sensibilidade a temperatura do mutante estavel de TIF51A

(t|f5 1AQ22H/L93F).
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3. Materiais

Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Linhagem Genotipo Origem

VZL82 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade2 Colecao do Laboratoério

MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3
VZL821 Colegao do Laboratoério
tif51B::kanMX4 [pSV708]

MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3
VZL.838 Colegao do Laboratoério
tif51B::kanMX4 [pSV501]

Tabela 2. Plasmideos utilizados neste trabalho.

Plasmideo Caracteristicas Origem

pSV65 pRS426 (URA3, 2) Colegédo do Laboratério
pSV107 TIF51A, URAS3, 2u Colegao do Laboratdrio
pVZ1231 tA(AGC)P, URA3, 2u Este estudo
pVZ1232 tG(GCC)B, URAS, 2u Este estudo
pVZ1233 tL(CAA)N, URA3, 21 Este estudo
pVZ1272 tM(CAU)M, URA3, 2 Este estudo
pVZ1273 tP(AGC)D, URA3, 2 Este estudo

pVZ1274 tF(GAA)F, URA3, 211 Este estudo




Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Oligonucleotideo Gene Sequéncia

SvO784 tM(CAU)M F TCCCCGCGGAGCGCCGTGGCGC
SV0835 tM(CAU)M R CCCAAGCTTTAGCGCCGCTCGG
SV0979 tP(AGC)D F TCCCCGCGGGGGCGTGTGGTC
SV0980 tP(AGC)D R CCCAAGCTTGGGGCGAGCCGGG
SVOo977 tF(GAA)P F TCCCCGCGGGCGGACTTAGCTC
SV0978 tF(GAA)P R CCCAAGCTTTGCGAACTCTGTGG
SV0973 tA(AGC)P F CCCAAGCTTCACGTAAAACACAT
SV0974 tA(AGC)P R TCCCCGCGGCTAAAACGCCTTTC
SVO778 tG(GCC)B F TCCCCGCGGGCGCAAGTGGTTTAG
SV0831 tG(GCC)B R CCCAAGCTTTGCGCAAGCCCGG
SVO780 tL(CAA)N F TCCCCGCGGGGTTGTTTGGCCG
SV0833 tL(CAA)N R CCCAAGCTTTTGGTTGCTAAGAG

4. Métodos

20

A manutencgao, 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 padrées (GUTHRIE and FINK, 1991; AUSUBEL

et al. 2004; AMBERG et al. 2005).

4.1 Clonagem empregando areacédo de polimerase em cadeia (PCR)

4.1.1 Obtencao de DNA molde: preparo de DNA gendmico de levedura

A linhagem de levedura de interesse foi crescida em 10 mL de YPD (extrato

de levedura 10 g/L e peptona 20 g/L) até a saturagao (D.0.600nm >1). A cultura foi
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centrifugada a 3.000xg por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e as
células lavadas com 500 pL de agua Milli-Q. As células foram suspensas em 200 ulL
de tampéo de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM
e EDTA 1 mM) e 200 uL de PCI (fenol/cloroférmio/alcool isoamilico), e foram
adicionados aproximadamente 300 mg de pérolas de vidro. As células foram
submetidas a agitagdo vigorosa por 3 a 4 minutos, adicionadas de 200 uL de TE pH
8,0 e novamente submetidas a agitacdo por mais 1 minuto. As células foram
centrifugadas a 13.400xg por 5 minutos, e a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo. A extracdo com 200 uL de PCI foi repetida por 3 vezes. Os acidos
nucléicos foram entdo precipitados da fase aquosa com 1 mL de etanol absoluto
gelado e submetidos a centrifugacédo a 13.400xg por 2 minutos a 4°C. O precipitado
foi suspenso em 400 uL de TE pH 8,0, adicionado de 3 uL de RNase A (10 mg/ml) e
incubado a 37°C por 30 minutos. A extragao com PCI foi repetida mais uma vez e o
DNA precipitado com 10 uL de acetato de aménio 4 M e 1 mL de etanol absoluto. O
tubo foi centrifugado a 13.400xg por 2 minutos a 4°C e o precipitado lavado com 400
uL de etanol 75% gelado. O precipitado foi seco ao ar livre e suspenso em 50 uL de
TE pH 8,0.

4.1.2 Reacao de PCR
As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
contendo 1 puL de cada oligonucleotideo; 1 uL de uma mistura de
desoxirribonucleotideos 100 uM cada (dATP, dTTP, dCTP e dGTP); 5uL de tampéo
10X concentrado para a enzima DNA polimerase; 1 uL de 50 mM de MgSQOy; 4 ulL
de DNA gendmico de levedura da preparagao obtida no item 4.1.1 e 2 U de enzima

DNA polimerase para volume final de reacado de 50 uL. As condi¢cbes das reagdes
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foram estabelecidas de acordo com a temperatura de desnaturagdo dos
oligonucleotideos utilizados e pode ser verificado abaixo. Apdés o ultimo ciclo, as
reagcdes foram mantidas a 68°C por 10 minutos. Os produtos das reacgbes foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampéo TAE (Tris 40 mM,
acido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM) e entdo purificados utilizando o kit

“QIAquick PCR Purification” da QIAGEN.

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

4.1.3 Clonagem do produto de PCR

Os produtos amplificados e purificados foram submetidos a digestdo com as
enzimas de restricdo selecionadas, seguindo as condicbes recomendadas pelo

fabricante (New England Biolabs).

4.2 Subclonagem de DNA
4.2.1 Digestao de plasmideos

Os plasmideos de interesse foram digeridos em um volume de 20 uL,
utilizando as condi¢cbes recomendadas para as diferentes enzimas de restricdo (New

England Biolabs).

4.2.2 Desfosforilagao do vetor (quando necessario)

Apos digestdo do vetor, foram adicionadas 2 unidades de fosfatase alcalina
(CIAP-Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) e a reagdo incubada a 37°C por 30

minutos. A reacao foi interrompida por aquecimento a 75°C por 10 minutos.
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4.2.3 Purificagéo de inserto e vetor

Apos digestdo dos plasmideos e realizagao das modificagdes necessarias, os
produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE
(Tris 40mM pH 8,0, acido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM), contendo 0,5 ug/mL
de brometo de etidio. Ao DNA foi adicionado tamp&o de amostra (azul de
bromofenol 0,125%, xileno cianol 0,125% e glicerol 50%) e a solugéo foi aplicada no
gel. A eletroforese foi submetida a 80 V. O DNA foi visualizado utilizando luz
ultravioleta e a imagem documentada utilizando o sistema de fotodocumentagéo
Alphalmager 2200 (Alpha Innotech Corporation). Os fragmentos desejados foram

purificados utilizando o kit “QlAquick Gel Extraction” da QIAGEN.

4.2.4 Reacgao de ligagao

Os fragmentos (vetor e inserto) apds a purificagcdo, foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% para avaliar a pureza e estimar a concentragao
dos mesmos. A reagao de ligagao foi realizada utilizando um volume final de 20 pL,
tampao apropriado, excesso de inserto em relagdo ao vetor (usualmente 3 a 5
vezes) e 200-400 U de T4 DNA ligase. A reacéao foi incubada a 16°C por 12 a 16
horas. A introdugcdo dos produtos da reacdo de ligacdo em células de E. coli

competentes foi realizada como descrito no item 4.3.2.

4.3 Transformacao bacteriana
4.3.1 Preparo de E. coli competente:

Uma colbnia da cepa de E. coli desejada foi crescida em 5mL de meio LB
(extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; triptona 10 g/L) a 37°C, durante a noite e sob
agitacdo. No outro dia, a cultura foi diluida (1:100) em 100 mL de meio fresco e
crescida a 37°C, sob agitacédo até atingir D.O.s00nm=0,3-0,5. A cultura bacteriana foi

resfriada em banho de gelo e centrifugada a 1.600 xg a 4°C por 10 minutos.
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Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e as células foram suspensas em 20
mL de cloreto de calcio 100 mM gelado. As células foram incubadas no gelo por 20
minutos. A seguir, a suspensado bacteriana foi centrifugada a 1.600 xg por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células suspensas em 2-4 mL
de cloreto de calcio 100 mM gelado. Novamente, as células foram mantidas no gelo
por 1-24 horas. A suspensao celular foi congelada em aliquotas individuais de 100-
200 pL a -80°C, em glicerol 20%.
4.3.2 Transformacéo

Células da linhagem de E. coli competentes foram descongeladas em banho
de gelo. Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 100 uL das células
competentes e 50-250 ng de DNA plasmidial ou 10 yL da reacdo de ligagdo. Os
tubos foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos e submetidos a choque
térmico em banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir, 1 mL de meio LB liquido foi
adicionado ao tubo, o qual foi incubado por 1 hora a 37°C, sob agitagdo. Finalmente,
as células foram plaqueadas em meio seletivo (meio LB contendo ampicilina 50
ug/mL ou outro antibidtico referente a marca de selegéo plasmidial) e incubadas a

37°C até a observacao de colbnias.

4.4 Isolamento de DNA plasmidial a partir de bactéria em pequena escala
(Miniprep)

Células da linhagem de E. coli DH5a contendo os plasmideos de interesse
foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo 50 ug/mL de ampicilina, ou outro
antibiético na concentragdo recomendada, e incubadas a 37°C por
aproximadamente 16 horas, sob agitagao constante. A cultura foi centrifugada por 1
minuto a 12.000 xg. As células foram suspensas em 200 uL de TE (Tris 10 mM pH

8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Foram adicionados 200 uL de solugdo NaOH/SDS
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(NaOH 0,2 M e SDS 1%), incubando-se por 5 minutos a 37°C. Em seguida foram
adicionados 150 uL de acetato de sédio 3 M pH 4,8 e o tubo foi invertido varias
vezes. Apoés centrifugagao por 6 minutos a 12.000 xg, o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. A seguir, foi adicionado isopropanol (3 vezes o volume da
amostra). Apds incubagdo de 5 minutos a 37°C, o tubo foi centrifugado por 10
minutos a 12.000 xg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas
vezes com etanol 75%. Depois de seco, o DNA foi suspenso em 50 uL de TE pH

8,0.

4.5 Transformacéao de leveduras

Uma col6nia da linhagem de levedura desejada foi inoculada em 5 mL de meio
adequado e incubada a 30°C sob agitagéo por toda a noite. 1,5 mL da cultura foram
centrifugados na velocidade maxima por 5 segundos. Apds descarte do
sobrenadante, as células foram lavadas com 1 mL de agua estéril, suspensas em 1
mL de solugado de acetato de litio 100 mM e entdo incubadas por 5 minutos a 30°C.
As células foram coletadas por centrifugagdo e o sobrenadante foi removido. Foram
adicionados, na seguinte ordem, 240 uL de PEG 50%, 36 uL de acetato de litio 1 M,
25 uL de DNA de esperma de salméo, 5 uL de DNA plasmidial da preparagéo obtida
no item 4.3, completando-se o volume de reacdo com 45 uL de agua. O tubo foi
entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubado a 42°C por 20
minutos. As células foram centrifugadas na velocidade maxima por 10 segundos.
Apbs o sobrenadante ter sido removido, as células foram suspensas em 150 uL de
agua estéril e entdo plaqueadas em meio seletivo apropriado. As placas foram

incubadas a 30°C até o aparecimento de colbnias.
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4.6 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit “Big Dye Terminator’ e o

sequenciador de capilares ABI3130 (Applied Biosystems).

4.7 Teste de sensibilidade a temperatura

Crescer as linhagens de interesse em 5,0 mL de meio apropriado (YPD ou
SC) até atingir concentracao celular correspondente a DOgoo = 0,6 a 0,8. Centrifugar
um volume ideal de cultura a 600 xg por 7 minutos e ressuspender em meio de
cultura apropriado para concentragao final de 2,5x108 células/mL. Aplicar 200 uL de
cada amostra no primeiro poco da microplaca e preencher os outros pocgos (5
colunas) com 180 uL de meio de cultura apropriado. Em seguida, proceder cinco
diluicdes seriadas (1:10) homogeneizando bem em cada etapa. Com ajuda de
micropipetador multicanal, aplicar 4,0 uL das amostras e suas respectivas diluicoes
nos meios de cultura apropriados. Incubar nas temperaturas de interesse, sempre

mantendo um controle a 25°C.

5. Resultados e Discusséo
Embora a maioria dos mutantes de elF5A apresentem fendtipo de
sensibilidade a temperatura devido a degradacao da proteina elF5A modificada na

temperatura n3o permissiva, o alelo mutante tif51A%22VL93F

, apresentou fendtipo de
sensibilidade a temperatura porém a proteina elF5A permaneceu estavel na
temperatura ndo permissiva (Dias et al., 2008) como demonstrado na Figura 3B e
3C. Apesar de apresentar a mesma localizagao celular da proteina selvagem, esse
mutante sensivel a temperatura apresenta defeito de crescimento (Figura 3B),
fendtipos anteriormente encontrados em mutantes de proteinas envolvidas com a

etapa de elongacgéo da tradugao. De fato, trabalhos recentes envolvem elF5A com a

elongacao da traducao (Zanelli et al., 2006; Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009),



27
mas nao definem o mecanismo pelo qual elF5A esta envolvido com esse passo da
traducéao.

De modo interessante, o gene codificador para o tRNA de alanina (tRNA*"?) foi
encontrado em nosso laboratorio como supressor em alto numero de coépias do
fendtipo de sensibilidade a temperatura do mutante tif51A°??""9%F O entendimento
do mecanismo pelo qual a superexpressdo do tRNA? gera a supressao do fendtipo
apresentado pelo mutante tif51A°%?"93F nodera contribuir para o entendimento do
papel de elF5A na traducéo.

Assim, para averiguar se a supressao do fenétipo do mutante de elF5A para o
tRNA de alanina também ocorre com a superexpressao de outros tRNAs ou se é
especifica, decidiu-se neste Trabalho, clonar e analisar os genes de tRNAs para
glicina, leucina, prolina, metionina e fenilalanina.

Estudos mostram que, em S. cerevisiae, genes que codificam para os
diferentes tRNAs possuem mais de um anticodon e mais de um gene para um
mesmo anticédon (Percudani et al., 1997). Para o tRNA de alanina, por exemplo,
existem 16 genes distribuidos no genoma, divididos em dois grupos: 11 genes
possuem o anticodon AGC e 4 genes possuem o anticddon TGC. Levando esses
dados em consideragao para decidir quais genes de tRNA devem ser utilizados
neste Trabalho, foi realizada uma analise de “codon usage”. 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 (codigo de uma letra), entre
parénteses esta indicado o anticédon que possui, e a ultima letra no final do nome

de cada gene distingue-o dos demais tRNAs que possuem o mesmo anticédon. Por
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exemplo, o tRNA de alanina selecionado foi o tA(AGC)P presente no cromossomo
16 e o tRNA de fenilalanina escolhido para realizagdo da clonagem possui 0 home
sistematico tF(GAA)F. Nas Figuras 4 e 5 sdo mostrados exemplos dessas analises.
Podemos observar no alinhamento multiplo dos genes para os tRNAs fenilalanina,
que 6 dos 10 tRNAs™ que possuem anticodon GAA apresentam sequéncia
completamente idéntica e um deles foi escolhido para clonagem no vetor de alto
numero de copias.

Para garantir que a regido promotora dos genes estivesse contida no
fragmento amplificado por PCR, os oligonucleotideos iniciadores foram posicionados
250 pares de bases antes do inicio da regido codificadora dos tRNAs escolhidos.

Os fragmentos obtidos por PCR correspondentes aos genes dos tRNAs dos
aminoacidos alanina, fenilalanina, metionina, leucina, glicina e prolina foram ligados
ao vetor 2u (pRS426 ilustrado na Figura 6). A checagem da insercao dos genes dos
tRNAs no vetor pRS426 foi realizada através da analise das digestdes dos clones
obtidos por gel de agarose demonstrado na Figura 7.

Todas as clonagens foram confirmadas através do sequenciamento de DNA da
construcdo plasmidial obtida possibilitando a checagem quanto a possiveis
mutagdes nos genes selecionados. Obtidos os plasmideos recombinantes, a

Q22HILIZF £

linhagem de levedura contendo o alelo mutante de TIF51A, tif51A
transformada com os referidos plasmideos e o ensaio de supressao foi realizado.
Assim, foram realizadas as clonagens dos tRNAs dos aminoacidos alanina,
fenilalanina, metionina, leucina, glicina e prolina utilizando uma clonagem direcional
nos quais foram utilizadas as enzimas Hindlll e Sacll nas extremidades do

fragmento para averiguar uma possivel supressao em alto numero de copias do

fendtipo de sensibilidade a temperatura do mutante tif51A%?*""-9%F Como esperado,
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0 gene tRNA”? foi capaz de suprimir o fenétipo de sensibilidade a temperatura do
mutante tif51A%?*"9%F como ilustrado na Figura 8, porém confirmou-se que nenhum
dos outros tRNAs testados (fenilalanina, metionina, leucina, glicina e prolina) foi
capaz de suprimir o fendétipo observado para o mutante analisado. A Figura 9
apresenta o ensaio de sensibilidade a temperatura o qual demonstra que os
diferentes tRNAs superexpressos nao sao capazes de melhorar o crescimento do

mutante tif51A°%2H9%F ha temperatura ndo permissiva de crescimento.
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Figura 3. Caracterizacdo do mutante tif51A%??"-%F que produz a proteina estavel na
temperatura ndo permissiva. (A) Localizacdo dos residuos mutados de elF5A. Os
dominios N-terminal e C-terminal, bem como a algca de hipusinagao, estao indicados por
barras horizontais no modelo da estrutura tridimencional de elF5A de S. cerevisiae (PMDB

5A?HLEFE astz0 indicados em

PMO0075091). A localizagdo dos residuos mutados em elF
preto e vermelho. (B) Analise dos niveis das proteinas elF5A selvagem e mutadas por
western blot, nas temperaturas permmissiva e nao permissiva. (C) Determinacdo da

sensibilidade a temperatura dos mutantes tif51A, sob o0 mesmo background genético, na

auséncia de sorbitol no meio de cultura. (Figura adaptada de Dias et al., 2008).
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Figura 4. Alinhamento dos genes que codificam para o tRNA de alanina
em Saccharomyces cerevisiae. Foi feito um alinhamento utilizando-se o
ClustalW2 dos 11 genes de tRNA*? que possuem o anticédon AGC, destacado
na caixa vermelha, e o tRNA selecionado foi o tA(AGC)P presente no cromosso

16.



Figura 5. Alinhamento dos genes que codificam para o tRNA de
fenilalanina em Saccharomyces cerevisiae. Foi feito um alinhamento

Phe que possuem o anticodon

utilizando-se o ClustalW2 dos 10 genes de tRNAa
GAA, destacado na caixa vermelha, e o tRNA selecionado foi o tF(GAA)F,

presente no cromossomo 6.
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Figura 6. Mapa do vetor (pRS426) utilizado neste estudo. (A) Apresentacdo do
mapa do vetor pSV65 ou pRS426 com seus sitios de restrigdo. Os genes de tRNAs
mencionados foram inseridos entre os sitios Sacll e Hindlll. (B) Canaleta 1: padrao
de massa molecular “1kb ladder plus” (Invitrogen), Canaleta 2: vetor pSV65 nao
digerido e Canaleta 3: vetor pSV65 digerido apds purificagado a partir de gel (kit de

extracao QUIAGEN).
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Figura 7. Diagnostico de restricdo das clonagens dos tRNAs propostos no
vetor pRS426. As canaletas 1 ao 6 apresentam os clones que liberaram os genes
de tRNAa"? (516kb), tRNAa™™ (578kb), tRNAa®Y (587kb), tRNAa"®" (592kb), e
tRNAa"™ (585kb) e tRNAa“®' (613kb), respectivamente, apds digestdo com Sacll e
Hindllll, confirmando a clonagem. A canaleta 7 apresenta o marcador de tamanho

de DNA (padréo de massa molecular “1kb ladder plus” (Invitrogen).).
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Figura 8. Supressédo do fendtipo de sensibilidade a temperatura do mutante
elF5AQ%HILI3F (1jf51 AQ22HILSF) hala superexpressdo do tRNA de alanina. Diluigdes
seriadas das linhagens indicadas contendo os plasmideos pSV107 (TIF51A, URA3,
21), pSV65 ou pRS426 (URA3, 2p) ou pVZ1231 (tRNA"® URA3, 2p) foram

crescidas por 3-4 dias em placas de SC-ura nas temperaturas indicadas
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Figura 9. Ensaio de supressdo do fendétipo de sensibilidade do mutante
tif51A°%H93F na presenca de diferentes tRNAs expressos em alto nimero de
copias. Diluicbes seriadas das linhagens indicadas contendo os plasmideos pSV107
(TIF51A, URAS, 2u), pSV65 ou pRS426 (URA3, 2|4) ou pVZ1231 (tRNAA'a, URA3,
2u1) pVZ1274 (tRNAP™, URA3, 2u), pVZ1232 (tRNA®Y, URA3, 2u), pVZ1233
(tRNAY, URA3, 2), pVZ1272 (tRNAM', URA3, 21) e pVZ1273 (tRNAP™, URA3, 2p),
respectivamente foram crescidas por 3-4 dias em placas de SC-ura nas

temperaturas indicadas
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6. Conclusbes
Através das clonagem de diferentes genes que codificam diferentes tRNA's
descritos e posteriormente, a realizagcao dos testes de supressao em alto numero de
copias de fendtipo de sensibilidade a temperatura do mutante estavel de TIF51A
(tif51A?2H193F) deste Trabalho de Conclusdo de Curso, averiguou-se que apenas o
gene codificador de tRNAA® se apresentou como supressor em alto nimero de
copias do fendtipo de sensibilidade a temperatura do mutante duplo e estavel de
TIF51A e assim, os genes codificadores dos tRNAs dos aminoacidos fenilalanina,
leucina, glicina, metionina e prolina ndo se comportaram da mesma maneira, nao

Q22H/L93F

sendo capazes de melhorar o crescimento do mutante tif51A na temperatura

nao permissiva de crescimento.
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