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RESUMO
O fator de tradugdo 5A (elF5A) é altamente conservado e essencial para a
viabilidade celular. elF5A €& a unica proteina conhecida que sofre uma
modificagdo pos-traducional que gera um residuo de hipusina, essencial para
sua fungdo. Apesar de elF5A ja ter sido envolvida em diferentes vias celulares,
estudos mais recentes reforgcam seu papel no processo de sintese proteica, mais
especificamente na etapa de elongagao da tradugéo. Resultados do nosso grupo
revelaram uma relagdo funcional entre elF5A e o Fator de Elongacéo da
Tradugdo 2 (eEF2). No intuito de melhor compreender o papel de elF5A com o
processo de elongacgéo da tradugéo, o presente trabalho buscou aprofundar os
estudos de interacéo fisica entre elF5A e eEF2. Foi mostrado que elF5A nao
interage fisicamente de forma direta com eEF2 e que a interacdo fisica destes
dois fatores € dependente de complexos ribossomais. Ainda, foi revelado que
elF5A e eEF2 nao estdo presentes no ribossomo simultaneamente ou nao
ocupam o mesmo ribossomo por muito tempo. Além disso, como foi mostrado
que o homodlogo de elFS5A em bactéria, EF-P, interage fisicamente com a
proteina ribossomal L1, foi investigada a relagdo funcional entre elF5A e L1 em
levedura. Os resultados obtidos mostraram uma forte interacdo genética entre
estes fatores e uma possivel dependéncia da presencga de L1 para a ligagao de
elF5A no ribossomo. Por fim, como foi mostrado que elF5A é necessaria para a
traducdo de sequéncias de prolinas, as quais causam stalling do ribossomo
durante a traducdo, e que outros tipos de stalling do ribossomo recrutam e
ativam o complexo Ribossome Quality Control (RQC), foi estudada também a
interagcdo funcional entre o elF5A e os fatores do RQC, Lin1 e Tae2. Apesar de
ter sido identificada interagdo genética entre mutantes de elF5A e destes fatores
do RQC, néo foi possivel evidenciar que o complexo RQC seja recrutado pelo
ribossomo parado em sequéncias de poliprolinas. Porém, elF5A se mostrou
importante para a formagéao de agregados proteicos causados por sequéncias de
polilisinas. Adicionalmente, foi revelada uma correlacdo entre a expressio
normal de elF5A e a presencga de Sis1 e Cdc48 nesses agregados, sugerindo

uma possivel interagao funcional entre elF5A e o RQC.



ABSTRACT

The translation factor 5A (elF5A) is highly conserved and essential for cell
viability. elF5A is the only protein known to contain the essential amino acid
residue hypusine, generated by a post-translational modification. Although elF5A
has been involved in different cellular pathways, recent studies have
strengthened its role in protein synthesis, more specifically in the translation
elongation step. Results of our group revealed a functional correlation between
elF5A and the Translation Elongation Factor 2 (eEF2). To further investigate the
role of elF5A in translation elongation, we carried out new experiments to study
the physical interaction between elFS5A and eEF2. elF5A does not interact
directly with eEF2 and their physical interaction is dependent on ribosomal
complexes. Moreover, elF5A and eEF2 do not bind simultaneously to the same
ribosome or they do not occupy the same ribosome for a long time. Additionally,
as it was shown that the homolog of elF5A in bacteria, EF-P, interacts physically
with the Large Ribosome Protein 1 (L1). We evaluated a functional interaction
between elF5A and L1. The results demonstrated a strong genetic interaction
between these factors and a possible dependency of L1 in the elF5A ribosome
binding. Finally, as elF5A was recently involved in translation of polyproline
stretches, which cause ribosome stalling, and other types of ribosome stalling
recruit and activate the Ribosome Quality Control (RQC) complex, we also
investigated the functional interaction between elF5A and the RQC factors Ltn1
and Tae2. Although it was identified genetic interaction between mutants of
elFS5A and mutants of these RQC factors, ribosome stalled at polyproline
residues does not recruit the RQC complex. Curiously, it was observed that
elF5A is important for the formation of cellular aggregates caused by polylysines.
Additionally, it was shown a correlation between normal levels of elF5A in the cell
and the presence of Sis1 e Cdc42 in the aggregates, suggesting a possible
functional interaction between elF5A and the RQC complex.
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1 INTRODUCAO

1.1. A proteina elF5A

O fator de tradugao elF5A (eukaryotic translation Initiation Factor 5A) é uma
proteina relativamente pequena, de apenas 17 kDa, e altamente conservada em
arqueas e eucariotos (Schinier et al., 1991; Chen e Liu 1997).

A proteina elF5A sofre uma modificagdo pds-traducional unica, que
corresponde a hipusinagado de um residuo de lisina (Chen e Liu 1997; Park et al.,
1998). A formagdo do aminoacido hipusina (do inglés “hypusine:
hydroxyputrescine-lysine”) ocorre através da transferéncia, pela desoxi-hipusina
sintase (Dys1), de um grupo aminobutil da espermidina para o amino grupo livre
de uma lisina especifica, seguido de hidroxilagdo deste grupo pela desoxi-
hipusina hidroxilase (Lia1). A Figura 1 apresenta esquematicamente a via de
biossintese da hipusina. O grau de conservagao dos residuos flanqueadores do
sitio de hipusinacdo, nas diferentes espécies, revela a grande importancia deste
aminoacido raro (Chen e Liu 1997; Magdolen et al., 1994).

Apesar de nao existir proteina homologa de elF5A em eubactérias, o fator
de elongacédo da tradugdo de bactérias EF-P é um homodlogo estrutural de
elF5A. Curiosamente, foi observado que EF-P de um subgrupo de bactérias
sofre uma modificacdo pos-traducional em um residuo especifico de lisina na
posicédo 34, correspondente ao sitio de hipusinacédo de elF5A. Esta modificagéo,
denominada lisilagdo, é analoga a hipusinagdo e envolve a incorporagao de uma
lisina através da carbonila do grupamento amino da lisina 34 de EF-P pelas
enzimas YjeA e YjeK (Bailly e Crécy-Lagard, 2010; Navarre et al., 2010;
Yanagisawa et al., 2010). Apesar de EF-P ser essencial e o sitio alvo da
modificagao pds-traducional ser altamente conservado, esta modificagdo parece
nao ser essencial para a fungcdo de EF-P em todas as bactérias, uma vez que,
como mencionado anteriormente, esta modificacdo foi observada apenas em um
subgrupo de bactérias (Brochier et al., 2004; Bailly e Crécy-Lagard 2010).

Enquanto ortélogos de elF5A, assim como da enzima desoxi-hipusina

sintase, sdo encontrados desde arqueas até mamiferos, arqueas parecem nao
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possuir ortdlogos para a enzima desoxi-hipusina hidroxilase. Além disso, o gene
da desoxi-hipusina hidroxilase n&o é essencial em S. cerevisiae para
crescimento em nenhuma condigédo testada até o momento (Thompson et al.,
2004), enquanto o ortélogo de Schizosaccharomyces pombe € necessario para
o crescimento em temperaturas acima de 37°C (Weir e Yaffe, 2004). Por outro
lado, o gene para desoxi-hipusina hidroxilase é essencial para o
desenvolvimento tanto em Drosophila melanogaster como em Caenorhabditis
elegans (Park et al., 2010). Portanto, a primeira etapa da hipusinacdo é
essencial em todas as espécies que possuem elF5A, mas a segunda etapa
parece se tornar mais importante funcionalmente apenas ao longo da
progresséao evolutiva. Dessa forma, a substituigdo do residuo de lisina especifico
de elF5A, em S. cerevisiae, por arginina (K51R) leva a produgédo de elF5A nao
hipusinado, sendo este incapaz de permitir o crescimento celular quando é a
unica fonte de elF5A na célula (Schinier et al., 1991). Além disso, elF5A
recombinante, ndo hipusinada, ndo é funcional no ensaio de sintese de metionil-
puromicina, sendo que, apos modificacao in vitro pela desoxi-hipusina sintase, a
elFS5A recombinante passa a ser funcional neste ensaio (Park 1989; Smit-
McBride et al., 1989). Por fim, a regido flanqueadora do sitio de hipusinagao é
extremamente conservada ao longo da evolugédo, sendo formada por uma
sequéncia de doze aminoacidos: STSKTG-HIPUSINA-HGHAK (Park et al., 1993;
Magdolen et al., 1994; Chen e Liu, 1997). Portanto, todos estes dados mostram
gue a hipusinagdo ou, ao menos sua primeira etapa, € essencial para a fungao
in vivo de elF5A.

O fato de elF5A ser a unica proteina eucaridtica que sofre hipusinagao
evidencia uma atividade bioldgica fundamental para este fator. A importancia da
hipusinacao para a atividade de elF5A no processo de tradugéo foi mostrada a
partir da observacao de que elF5A humana recombinante, ndo hipusinada, foi
incapaz de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina. Entretanto,
quando este precursor foi modificado in vitro para a forma hipusinada, a proteina
resultante tornou-se ativa neste ensaio (Park 1989; Smit-McBride et al., 1989).
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As estruturas tridimensionais de homodlogos de elFS5A de arqueas,
protozoarios, levedura e de humanos foram determinadas e revelaram varias
caracteristicas comuns (Kim et al., 1998; Peat et al., 1998; Tong et al., 2009;
Yao et al., 2003). Segundo esses estudos, elF5A é uma proteina dividida em
dois dominios predominantemente compostos por folhas beta. A comparagao
destes dominios com outras proteinas de estruturas tridimensionais conhecidas
mostra que o dominio N-terminal (dominio 1), 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 C-terminal (dominio
Il), por sua vez, & similar a dobramentos de proteinas que se ligam a acidos
nucléicos de fita simples (Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold), o qual
esta presente em proteinas de diferentes fungbes celulares que se ligam a RNA
ou DNA fita simples (http://supfam.org/SUPERFAMILY; (Gough et al., 2001).

Ainda, a estrutura tridimensional de EF-P de bactéria também foi
determinada por cristalografia e apresenta caracteristicas similares com as
obtidas para elF5A. Diferentemente de elF5A, EF-P possui trés dominios, sendo
que os dominios | e Il sdo sobreponiveis, respectivamente, aos dominios N-
terminal (dominio I) e C-terminal (dominio Il) de elF5A. Acredita-se que dominio
Il de EF-P surgiu devido a um evento de duplicagdo do dominio Il (Figura 2A).
Outra caracteristica similar entre as estruturas de EF-P e elF5A é a posicdo de
suas modificagdes pos-traducionais, no topo da alcga flexivel no dominio | destas
proteinas (HANAWA-SUETSUGU et al. 2004).

elF5A esta relacionada a traducao de proteinas. Embora a funcédo de elF5A
como fator de inicio de tradugdo nunca tenha sido claramente demonstrada,
estudos realizados por nosso laboratério e por outros, revelaram a associagao
de elF5A com ribossomos traducionalmente ativos e trouxeram esse fator de
volta ao cenario da tradugéo (Jao e Chen, 2006; Zanelli et al., 2006). Ensaios de
co-purificagdo seguidos de espectrometria de massas revelaram que elF5A
interage com algumas proteinas ribossomais e com o fator de elongacéo de
traducao 2 (eEF2), componentes da maquinaria de tradug&o. Ainda, foi mostrado
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que elF5A interage especificamente com monossomos funcionalmente ativos, e
que mutantes condicionais de elF5A apresentam defeito no perfil polissomal e
sdo sensiveis a inibidores da tradugédo (Zanelli et al., 2006). Aléem disso, a
analise de diferentes mutantes de elF5A demonstrou uma diminuigao na sintese
proteica total nas condi¢gdes n&o-permissivas de crescimento (Cano et al., 2008;
Dias et al., 2008). Além disso, estudos recentes utilizando diferentes mutantes
condicionais de elF5A em S. cerevisiae revelaram um aumento de polissomos
em relagdo a monossomos na temperatura ndo permissiva, dados que sugerem
defeito na elongacdo da traducédo (Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009). Ao
verificar a velocidade do transito ribossomal nesses mesmos mutantes, foi
constatado um atraso significativo, na temperatura ndo permissiva (Gregio et al.,
2009; Saini et al., 2009), resultado que fortalece a idéia do envolvimento da
proteina elF5A com a elongacédo da tradugdo. Ainda, mutantes de elF5A né&o
apresentaram formacao do “P-bodies” (agregados de mRNA e proteinas, onde
ocorre a degradagdo do mRNA) na temperatura ndo permissiva, caracteristica
semelhante a observada para células tratadas com ciclo-heximida, um inibidor
da elongacéao da traducgéo. Este efeito sobre os “P-bodies” também é consistente
com um papel de elF5A na fase de elongacédo de tradugao (Gregio et al., 2009).

Finalmente, um mutante de elF5A (tif51AP%)

apresentou defeito na
capacidade do ribossomo de realizar alteragdo programada da janela de leitura
(Ribosomal Programmed Frameshifting - PRF) +1, de forma similar ao que
ocorre com a ceélula selvagem tratada com sordarina, um inibidor do fator de
elongacédo eEF2. Esse resultado, aliado ao fato desse mutante ser sensivel a
sordarina, sugere uma interagao funcional entre elF5A e o fator de elongagao
eEF2 (Saini et al., 2009). Concordante com essa idéia esta o fato de que o
mutante tif51A-3 mostrou-se sinteticamente doente com o mutante dominante
negativo do fator de elongacao eft2**%¢ (Gregio et al., 2009).

Assim, apesar de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina, os
dados recentes sugerem fortemente um papel para elF5A na elongagdo da

traducéo.

21



Embora a atuagdo de elF5A na traducgdo seja clara, ndo esta determinado
se ela atua de maneira geral ou especifica e, sendo especifica, que tipo de
mensageiros sao favorecidos por este fator. Ha pouco tempo, foi observado que
elF5A e seu homodlogo estrutural em bactéria, EF-P, apresentam um importante
papel na atenuacdo de um tipo de stalling dos ribossomos, ou seja, elF5A
facilitaria a tradugdo de uma sequéncia de aminoacidos do polipeptidio, que por
algum motivo, atrasa o processo de traducdo. Estes resultados foram
observados durante o processo de traducdo de proteinas com sequéncias
consecutivas de poliprolinas, demonstrando assim uma provavel fungao
especifica para estes fatores no processo de tradugcédo (Doerfel et al., 2013;
Gutierrez et al., 2013; Ude et al., 2013). Corroborando com o papel na tradugéo
de sitios com sequéncia de prolina, elF5A foi mostrado ser essencial para a
fertiidade e o crescimento celular polarizado através da tradugdo da proteina
Bnil, que possui sitio com 12 prolinas e tem seus niveis drasticamente
diminuidos em mutantes de elF5A (Li et al., 2014).

Para compreender melhor como elF5A atua na tradugao de poliprolinas, é
necessario conhecer o seu local de ligagdo no ribossomo. Foi mostrado,
recentemente que elF5A se liga ao ribossomo de maneira quase idéntica ao seu
homologo estrutural EF-P, entre o sitio E (exit) e P (peptidyl) do ribossomo e que
ambos possuem interagao fisica com a proteina ribossomal L1, também
chamada de Rpl1 (Ribosome Protein Large 1) (Gutierrez et al., 2013; Blaha et
al., 2009). Sendo assim, elFS5A n&o ocupa em momento algum o sitio A
(aminoacyl), que é o ponto de ligacdo de eEF2 no ribossomo (Figura 2B) e o
local onde o tRNA aminoacilado chega ao ribossomo trazido pelo Fator de
Elongacéo 1A (eEF1A).

Mais recentemente, foi demonstrado por Cryo-EM e com uma resolugéo
alta que elF5A de Saccharomyces cerevisiae se liga no sitio E do ribossomo
60S e interage com rRNA e proteinas ribossomais. Enquanto o dominio N-
terminal (dominio 1) interage predominantemente com as hélices H74 e H93 do
rRNA 25S, o dominio C-terminal (dominio Il) e a extensdo do N-terminal de
elF5A (que corresponde a sequéncia dos primeiros 16 aminoacidos) interagem
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com L11 e/ou L42 (Figura 2C) (Schmidt et al., 2015). Além disso, este trabalho
mostra que ha uma interagao fisica entre a arginina da posigdo 27 (R27) de
elF5A e o tRNA presente no sitio P do ribossomo e, ainda, que a hipusina de
elF5A interage com o nucleotideo da posi¢céo 76 do tRNA-Pro presente no sitio
P, facilitando assim a traducéo de residuos consecutivos de prolina (Schmidt et
al., 2015).

Por fim, vale ressaltar que todas estas analises foram realizadas utilizando
ribossomos associados com o complexo Ski que, em leveduras, esta associado
a degradagao de mRNA aberrantes. Sendo assim, €, pela primeira vez, sugerido
um possivel papel para elF5A no controle de qualidade de mRNA aberrantes
(Schmidt et al., 2015).
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Figura 1. Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina no precursor de
elF5A. Esquema simplificado da modificagdo pés-traducional de elF5A. A
porcédo 4-aminobutil proveniente da poliamina espermidina estd sombreada e é
transferida ao residuo de lisina do precursor inativo de elF5A por meio da acao
da enzima desoxihipusina sintase (Dys1 em levedura, DHS em humanos). O
intermediario resultante, agora contendo desoxihipusina, € posteriormente
hidroxilado pela enzima desoxihipusina hidroxilase (Lia1 em levedura, DOHH
em humanos), o que resulta na ativacédo de elF5A. As cadeias laterais da lisina,

desoxihipusina e hipusina estao destacadas (Park, 2006).
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Figura 2. Estrutura da proteina elFS5A e sua localizagdo no ribossomo 80S de
levedura. (A) Estrutura de elF5A (amarelo) mostrando os dominios N-terminal
(dominio I) e C-terminal (dominio Il) em sobreposigcdo com os dominios | e Il da
estrutura de EF-P (azul) (Hanawa-Suetsugu et al. 2004). (B) Modelagem
molecular utilizando a estrutura do ribossomo 80S ligado a eEF2 e a de elF5A,
baseada no posicionamento conhecido de EF-P em ribossomos 70S (Danuza
Rossi, dados ndo publicados). (C) Localizagdo de elF5A no ribossomo 80S de
levedura obtida por Cryo-EM, evidenciando as interagbes fisicas com L1 e L42
(Schmidt et al., 2015).
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1.2. A proteina ribossomal L1
Rpl1 (Ribosome Protein Large 1), também conhecida como L1, é uma

proteina estrutural da subunidade 60S do ribossomo, essencial para viabilidade
celular e que n&o é encontrada livre no citosol. Como acontece com outras
proteinas ribossomais, os genes de RPL1A e RPL1B s&o paralogos e codificam
proteinas 100% idénticas. No entanto, a expressdo de RPL1B é cerca de 2
vezes maior em relacdo a expressao de RPL1A, de maneira que, apesar de
serem genes reduntantes, o efeito do nocaute de RPL1B é relativamente mais
severo que o de RPL1A (Petitjean et al., 1995, Mclntosh et al., 2011).

Apesar da diferenga no grau de severidade dos nocautes, a
superexpressao de L1A recupera o defeito causado pelo nocaute de L1B,
demonstrando que o defeito ndo é paralogo especifico (Mcintosh et al., 2011).

Diferentemente das demais proteinas ribossomais, o nocaute de RPL1B
(rpl1BA) apresenta fendtipo de crescimento lento além da diminuigédo discreta do
pico da subunidade 60S e da quantidade baixa de halfmeres (a presenca de
halfmer indica um excesso do pré complexo 43S parados no mRNA esperando
pela subunidade 60S (Rotenberg et al., 1988)), no entanto, apresenta redugéo
nos niveis de polissomos mais pesados, o que pode representar um defeito no
inicio da traduc&o (Mclintosh et al., 2011).

Ainda, em perfil polissomal de linhagens rp/1BA, apesar de se manter
constante nos polissomos, a proteina L1 diminui cerca de dois tergos no pico de
60S e metade no pico de 80S o que indica que o ribossomo pode se montar sem
L1, mas estes ribossomos n&o se engajam na tradugéo.

Em E. coli, embora L1 ndo seja essencial, cepas sem esta proteina
perdem cerca de 50% da atividade em comparagdo com a selvagem
(Subramanian e Dabbs, 1980). Ainda em E. coli, foi também demonstrado haver
interacdo fisica entre o dominio Il de EF-P e L1 (Blaha et al., 2009).

Mais recentemente foi sugerido uma fungdo importante para L1. E
conhecido que uma sequéncia com pelo menos quatro cédons CGA causa uma
parada na tradugao (ribosome stalling), pois foi demonstrado que a tradugéo
destes codons de arginina é facilitada quando ha deplegdo do gene RPL1B
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(Letzring et al., 2013). Apesar dos dados, ainda ha necessidade de mais estudos
para mostrar se o aumento da tradugdo dos cédons CGA ¢é devido a reducgao da
tradugéo geral causado pela delecdo de Rpl1B ou algum papel especifico desta

proteina.

1.3. O complexo Ribosome Quality Control (RQC)
O complexo de Ribosome Quality Control (RQC) desempenha um

mecanismo de controle de qualidade em um ribossomo impedido de prosseguir
a sintese proteica durante a elongagéo, ou seja, um ribossomo em stalling. Foi
demonstrado que este complexo atua para tentar liberar ribossomos em stalling
apos a tradugao de residuos consecutivos de aminoacidos basicos (sequéncia
polibasica), como uma sequéncia de 12 lisinas. Estes peptideos com 12 lisinas
causam o stalling devido a interagdo eletrostatica entre a carga positiva dos
residuos de aminoacidos com o interior do tunel de saida do ribossomo, que
possui carga negativa (Dimitrova et al,. 2009). Utilizando um repdrter com
sequéncia polibasica, identificou-se 0 RQC como um complexo de controle de
qualidade cotraducional que atua degradando o peptideo nascente na presenga
de stalling no ribossomo e liberando os ribossomos associados a este tipo de
peptideo para que possam ser engajados novamente no processo celular de
traducdo (Brandman et al., 2012).

Inicialmente, a proteina Ltn1 foi associada com degradagéo de peptideos
nascentes em repodrteres com sequéncia polibasica (Bengtson e Joazeiro 2010).
ApOs esta caracterizagdo inicial, foram realizados varios ensaios de interagao
genética e fisica, o que levou a caracterizagdo do complexo RQC: Ltn1/Rkr1 (E3
ubiquitina ligase), Tae2/Rqc2, Rqc1 e Cdc48 (Brandman et al, 2012;
Defenouillere et al., 2013; Verma et al., 2013).

Atribuiu-se a Tae2 a funcdo iniciadora de formacdo do complexo RQC.
TaeZ2 reconhece e se liga ao peptidil tRNA nao hidrolisado presente no sitio P da
subunidade 60S do ribossomo que sofreu stalling. Adicionalmente, Tae2 se liga
em torno do 28S rRNA, na hélice H69, que também é um sitio de ligagcdo da
subunidade 40S. Levando-se em conta o tamanho da proteina Tae2, de
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aproximadamente 120 kDa, este dado sugere que Tae2 também tenha a fungéo
de impedir a reassociagdao do ribossomo, ajudando assim na estabilizagdo de
Ltn1 na subunidade 60S do ribossomo que sofreu stalling, uma vez que Lin1 é
incapaz de se ligar ao ribossomo 80S (Lyumkis et al., 2014; Defenouillére et al.,
2013). Mais recentemente, foi mostrado que Tae2 promove o recrutamento do
tRNA de alanina e treonina, desencadeando a formacédo de uma pequena cadeia
peptidica contendo repeticdes destes dois aminoacidos e de maneira
idependente de mRNA ou da subunidade 40S do ribossomo. Esta cadeia
peptidica induzida por Tae2 pode ser responsavel por identificar o ribossomo
que sofreu stalling e otimizar o processo de controle de qualidade da célula
(Shen et al., 2014) (Figura 3). Apos Ltn1 ser recrutada, esta induz a
ubiquitinacdo do peptideo nascente. Apds ser ubiquitinado, o peptideo nascente
€ removido do tunel de saida do 60S pela ATPase Cdc48 e, entdo, degradado
pelo proteassomo (Brandman et al., 2012; Defenouillere et al., 2013; Verma et
al., 2013)
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Figura 3- Modelo de funcionamento do complexo RQC. Apds ocorrer a parada na
traducdo do 80S, a subunidade 40S se dissocia. Ltn1 e Tae2 reconhecem uma
sinalizagdo do complexo peptideo nascente - tRNA - 60S e ligam-se na subunidade
60S com a fungao de ubiquitinar (Ub) o peptideo nascente que emerge no tunel de
saida. Cdc48 e seus co-fatores Npl4 e Ufd1 tém a fungdo remover o peptideo
nascente da subunidade 60S e disponibiliza-lo para degradagéo pelo proteassomo.
Tae2 liga-se no complexo sitio P — tRNA e inicia a elongacdo de uma cadeia
peptidica denominada cauda CAT pelo recrutamento de tRNA Ala (IGC) e tRNA Thr
(IGU) para o sitio A. A tradugéo desta cauda é modulada por Tae2 e ndo necessita
a presencga da subunidade 40S do ribossomo (adaptada de Shen et al., 2015).
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5. CONCLUSOES

5.1. Andlise da interagdao fisica entre elF5A e eEF2

elFS5A nao interage fisicamente de forma direta com eEF2 através de
ensaios de duplo-hibrido.

A interacdo fisica entre elF5A e eEF2 é dependente de complexos
ribossomais.

elF5A e eEF2 n&o se ligam simultaneamente ao mesmo ribossomo ou se

ligam mas ndo ocupam o mesmo ribossomo por muito tempo.

5.2. Andlise da interagao funcional entre elF5A e a proteina ribossomal L1

Os genes TIF51A e RPL1B possuem forte interagdo genética sintética
negativa, demonstrada pelo impacto no crescimento celular e no perfil
polissomal.

A presenca de L1 é possivelmente requerida para a correta interagdo de

elF5A no ribossomo.

5.3. Analise da interagcdo funcional entre elF5A e o complexo RQC
(Ribosome Quality Control)

O gene TIF51A interage geneticamente com os genes LTN1 e TAEZ2.

O complexo RQC néo é recrutado em stalling de poliprolinas.

elF5A é necessaria para a formagao de agregados proteicos causados
por poli-K (K12).

elF5A pode desempenhar um papel no funcionamento do RQC em

stalling de polilisinas.
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