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RESUMO

O fator de traducdo de eucariotos 5A (elF5A) é altamente conservado em arqueas e
eucariotos e sofre uma modificacdo pds-traducional Unica e essencial chamada hipusinacéo.
Embora tenha sido sugerida inicialmente uma funcéo para elF5A no inicio da traducdo, foi
na etapa de elongacédo que sua funcdo foi melhor demonstrada. Estudos prévios mostraram
que elF5A tem algum papel na translocacdo de proteinas pela via co-traducional e que
mutantes desse fator possuem niveis aumentados de proteinas envolvidas com o estresse de
reticulo endoplasmatico (RE). Desta forma, nesse trabalho, foi estudada a correlagdo entre
elF5A e a via de resposta ao estresse de RE (Unfolded Protein Response - UPR).
Considerando que o fator de transcricdo Hacl é um elemento essencial da via UPR em
Saccharomyces cerevisiae, foi inicialmente verificado se elF5A afetava o splicing
citoplasmatico do mRNA de HAC1, o qual é dependente da ativacdo de Irel, um sensor de
proteinas desenoveladas no interior do RE. Para isto, foi realizada a quantificacdo dos niveis
de mRNA maduro e imaturo de HAC1 por meio de ensaios de qPCR e RT-PCR
semiquantitativa, analises estas que ndo revelaram qualquer diferenca de comportamento do
mutante hyp2-3 de elF5A em relagdo ao selvagem. Por outro lado, diferentes mutantes de
elF5A mostraram sensibilidade a DTT e resisténcia a tunicamicina, um comportamento
ainda néo descrito na literatura e que difere de mutantes da via de SRP (via co-traducional
de translocacdo de proteinas para 0 RE). Além disso, este comportamento de mutantes de
elF5A ndo foi modificado pela superexpressdo dos componentes de SRP. Ainda, o fen6tipo
de mutantes de elF5A frente ao DTT e a tunicamicina difere daquele de linhagens que
apresentam nocaute de proteinas ribossomais, nocaute de um fator de biogénese de
ribossomo ou de um mutante dominante-negativo de eEF2 (translation elongation factor 2).
Assim, estes resultados sugerem que a sensibilidade ao DTT e a resisténcia a tunicamicina,
com a diminuig&o da fungéo de elF5A, néo esteja diretamente relacionada com a via de SRP
ou a um defeito geral na traducdo. Também foi demonstrado que o fendtipo de resisténcia a
tunicamicina dos mutantes de elF5A ndo depende de Irel ou Hacl. Para entender melhor
estes fendtipos dos mutantes de elF5A, foi realizada uma determinacao do perfil protedmico
(utilizando a estratégia de Synthetic Genetic Array e a colecdo GFP de S. cerevisiae) do
mutante hyp2-3 na presenca de DTT, tunicamicina ou na condi¢do controle sem tratamento.
A andlise destes resultados revelou proteinas que estdo diminuidas no mutante hyp2-3 em
relacdo ao selvagem e que podem contribuir para explicar os fenétipos observados. Por fim,
a analise deste perfil protedbmico, assim como de outros dados obtidos nesse trabalho, néo
sugerem uma pré-ativacdo de UPR perante a diminuicdo da funcdo de elF5A em S.
cerevisiae, como observado em um trabalho recente com células HeLa.

Palavras-chave: Ribossomo. Via secretoria. Unfolded Protein Response. DTT.
Tunicamicina. Synthetic Genetic Array.



ABSTRACT

The eukaryotic translation factor 5A (elF5A) is highly conserved in archaea and eukaryotes
and undergoes a unique and essential post-translational modification called hypusination.
Although a function for elF5A was initially suggested at the initiation of translation, it was
in the elongation step that its function was best demonstrated. Previous studies have shown
that elF5A has a role in protein translocation by the co-translational pathway and that
mutants of this factor have increased levels of proteins involved with endoplasmic reticulum
(ER) stress. Therefore, in this work, the correlation of elF5A with the stress response
pathway of ER (the Unfolded Protein Response - UPR) was studied. Considering that the
Hacl transcription factor is an essential element of the UPR pathway in Saccharomyces
cerevisiae, it was first verified whether elF5A affects the cytoplasmic splicing of the HAC1
mRNA, which is dependent on the activation of Irel, a sensor of unfolded proteins in the
RE. To test it, we did the quantification of the mature and immature mRNA levels of HAC1
by means of gPCR and semi-quantitative RT-PCR assays, which did not reveal any
difference in the behavior of the elF5A mutant hyp2-3 in comparison to the wild-type. On
the other hand, different mutants of elF5A show sensitivity to DTT and resistance to
tunicamycin, a behavior not yet described in the literature and that differs from mutants of
the SRP pathway (co-translocation pathway for RE) and also this behavior of eIF5A mutants
was not modified by overexpression of SRP. In addition, the elF5A mutant phenotype in
DTT and tunicamycin differs from that of knockout strains of ribosomal proteins, knockout
of a ribosome biogenesis factor or a dominant-negative mutant of eEF2 (translation
elongation factor 2). Thus, these results suggest that the sensitivity to DTT and resistance to
tunicamycin upon decreased elF5A function is not an effect related to the SRP pathway or a
general translation defect. Furthermore, the tunicamycin resistance phenotype of the elF5A
mutants has been shown to be Irel or Hacl independent. To better understand these UPR-
related elF5A phenotypes, we determined the proteome profile (using the Synthetic Genetic
Array strategy and the S. cerevisiae GFP colection) of the hyp2-3 mutant on treatment with
DTT, tunicamycin or in the untreated control condition. Analysis of these results revealed
proteins that are decreased in hyp2-3 when compared to the wild-type and that could
contribute to explain the phenotypes observed for this mutant. Finally, analysis of this
proteomic profile and other data from this study do not suggest a pre-activation of UPR with
the decrease of elF5A function, as observed in a recent work using HelLa cells.

Keywords: Ribosome. Secretory Pathway. Unfolded Protein Response. DTT. Tunicamycin.
Synthetic Genetic Array.
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1. INTRODUCAO

Tradicionalmente, a sintese proteica em eucariotos € dividida em trés etapas: inicio,
elongacdo e término. Resumidamente, na etapa de inicio, o ribossomo é posicionado no
codon de inicio com o Met-tRNAM® iniciador posicionado no sitio P através da aco de uma
série de proteinas denominadas fatores de iniciacdo de traducédo eucarioticos (elFs). Durante
a fase de elongacdo (Figura 1), fatores de elongacao eucariéticos (eEFs) facilitam a entrega
de aminoacil-tRNAs ao ribossomo, bem como a translocacdo deste ao longo do mRNA.
Quando o ribossomo alcanga um codon de parada, os fatores de liberacéo eucariodticos (eRFs)
liberam a cadeia polipeptidica juntamente com as subunidades 40S e 60S (MATEYAK;
KINZY, 2017).

O processo de traducao, assim como outros processos basicos da expressao génica,
apresenta componentes conservados ao longo da evolugdo (OUZOUNIS; KYRPIDES,
1996; OLSEN; WOESE, 1997). O fator de traducéo de eucariotos 5A (elF5A — eukaryotic
translation initiation factor 5A) corresponde a um exemplo desses fatores conservados
evolutivamente (BENNE; HERSHEY, 1978) (Figura 2), estando este presente tanto em
eucariotos quanto em arqueas, mas ndo em eubactérias (KLIER et al., 1993; PARK et al.,
1993; PARK et al., 1997), cujo homologo estrutural e funcional é o fator de elongagédo P
(EF-P) (BLAHA et al., 2009; ROSSI; KUROSHU, et al., 2014). Um exemplo dessa
conservacdo evolutiva entre eucariotos € que a proteina elF5A de Saccharomyces
cerevisiae e as duas isoformas de humano compartilham mais de 60% de identidade
(SCHNIER et al., 1991; CHEN; LIU, 1997). Além disso, ambas isoformas de humanos
sdo capazes de substituir a proteina de levedura, o que atesta que estas ndo sdo apenas
conservadas em sua sequéncia, mas também funcionalmente (SCHWELBERGER et al.,
1993).
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Figura 1 - Esquema dos mecanismos de elongagéo e terminagéo da traducéo.
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(A) A elongacdo da traducdo ocorre por intermedio do fator de elongacdo eEF1A, que
carrega 0s tRNAs aminoacilados para o ribossomo, e do fator eEF2, que promove a
translocacdo do ribossomo ao longo do mRNA. (B) Quando o codon de terminacdo é
atingido, o fator de liberacdo eRF1 se liga no sitio A do ribossomo, o fator eRF3 estimula a
hidrélise de GTP e a liberacdo da cadeia polipeptidica, juntamente com as subunidades 40S
e 60S. Fonte: DEVER; GREEN, 2012.
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Figura 2 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de elF5A de diferentes

organismos.
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Sequéncias de aminoacidos da proteina elF5A dos eucariotos Saccharomyces cerevisiae

(Sce), Schizosaccharomyces pombe (Spo), Drosophila melanogaster (Dme), Mus musculus

(Mmu), Homo sapiens (Hsa—isoformas | e II), Leishmania mexicana (Lme), Leishmania

braziliensis (Lbr) e Caenorhabditis elegans (Cel), respectivamente. O grau de conservagéo

entre os residuos é representado por cores diferentes, conforme indicado pelo numero (escala

arbitraria) dentro das caixas coloridas. Fonte: BARBOSA et al., 2016.
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Em Saccharomyces cerevisiae, a proteina elF5A possui 17 kDa e € codificada por dois
genes homologos TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1), expressos em condi¢des aerdbias e
anaerdbias, respectivamente. Estas proteinas apresentam 90% de identidade e sdo
intercambidveis funcionalmente (SCHWELBERGER et al., 1993). Sabe-se ainda que a
expressdo de pelo menos uma delas é essencial para a viabilidade celular (SCHNIER et al.,
1991; WOHL et al., 1993; VALENTINI et al., 2002).

Outro fato curioso sobre elF5A é que este fator sofre uma modificagcdo pos-traducional
especifica chamada hipusinacdo (Figura 3) (CHEN; LIU, 1997; PARK et al., 1997), que
ocorre atraves da transferéncia de um grupo aminobutil da espermidina para o grupo amino
livre de uma lisina especifica (K51 em S. cerevisiae; K50 em humano), pela desoxi-hipusina
sintase (Dys1 em S. cerevisiae; DHPS em humano). Em seguida, a hidroxila¢do deste grupo
pela desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em S. cerevisiae; DOHH em humano) termina a
maturacdo de elF5A (PARK et al., 2010). O alto grau de conservagdo dos residuos
flanqueadores do sitio de hipusinacdo de elF5A nas diferentes espécies confirma a grande
importancia deste aminoacido incomum (MAGDOLEN et al., 1994; CHEN; LIU, 1997).
Além disso, ambas enzimas modificadoras de elF5A s&o também conservadas evolutiva e
funcionalmente (CHEN; LI1U, 1997).

Figura 3 - Via da biossintese do residuo de hipusina no precursor de elF5A.

Spermidine Deoxyhypusine Hypusine
NH2 residue residue
CH2
CH
c':Hg NH2 NH2
CH> CH2 CH2
NH . SRR > e »> Cl2

(CH2)3 Deoxyhypusine CH2 Deoxyhypusine gEOH
NH2 synthase CH2 hydroxylase 2
li\lH NH
I
(CH2)4 (CH2)4

NH2

: | NHCH2CO NHCHZC(b
Lysine CH J
residue { | 2)4 Q C’
CHCHZC?

elF5A precursor elF5A intermediate elF5A
Inactive Mature, Active

Esquema simplificado da modificacdo pos-traducional de elF5A. A porcéo 4-aminobutil
proveniente da poliamina espermidina (regido sombreada) é transferida para o residuo de
lisina do precursor inativo de elF5A, por meio da agdo da enzima desoxi-hipusina sintase
(Dysl em S. cerevisiae). O intermediario resultante é posteriormente hidroxilado pela

enzima desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em S. cerevisiae). Fonte: PARK, 2006.
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O homologo estrutural de elF5A em bactéria (EF-P) também possui efeito
estimulatorio na formacao de ligagdes peptidicas (GLICK; GANOZA, 1975). Apesar de EF-
P ndo ser totalmente essencial para a viabilidade celular (BULLWINKLE et al., 2012), este
também € capaz de estimular a sintese de metionil-puromicina in vitro e tem sua funcéo
alterada por inibidores da atividade peptidiltransferase do ribossomo (GANOZA et al.,
2002), assim como elF5A (ZANELLI et al., 2006; FRIGIERI et al., 2008). Vale destacar
ainda que foi sugerido que EF-P esta envolvido no correto posicionamento do tRNAMé
iniciador, atuando na formacédo da primeira ligacdo peptidica (BLAHA et al., 2009), e de
outros tRNAs, como tRNAP™® e tRNACY, auxiliando assim na elongacio de sequéncias
especificas, ricas em prolina (PPP e PPG) (DOERFEL et al., 2013; UDE et al., 2013).

Resultados semelhantes foram observados para mutantes de elF5A em S. cerevisiae,
em gue foi demonstrado que reporteres contendo PPP e proteinas com sequéncias extensas
e/ou mdaltiplas de poliprolinas, como Bnil, Eapl, Ldbl7 e Vrpl, tém sua traducdo
dependente de elF5A e de hipusinacdo (GUTIERREZ et al., 2013; MEMIN et al., 2014).
Porém, um estudo mais recente mostrou que a deplecdo de elF5A gera defeitos de elongacao
e de término da traducdo global (PELECHANO; ALEPUZ, 2017; SCHULLER et al., 2017),
da seguinte forma: a) na elongacdo, esse fator alivia o stalling (atraso ou parada) dos
ribossomos em varios motifs peptidicos além das poliprolinas (Figura 4), facilitando a
formagcdo de ligacOes peptidicas que seriam mais dificeis para serem formadas pelo centro
peptidiltransferase do ribossomo; b) no término da traducéo, elF5A estimula a hidrolise da
ligacdo peptidil-tRNA mediada por eRF1. Sendo assim, elF5A foi inicialmente
caracterizado como um fator de inicio de traducdo, porém, ap6s 40 anos de estudo sabe-se
que ele se liga a ribossomos com o sitio E vazio (Figura 5), podendo assim participar do
inicio, elongacdo e término da traducdo. Esses papéis expandidos para elF5A ajudariam a
explicar sua natureza essencial e alta abundancia em eucariotos (PELECHANO; ALEPUZ,
2017; SCHULLER et al., 2017).
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Figura 4 - elF5A alivia o stalling dos ribossomos em varios motifs peptidicos além das
poliprolinas.
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29 principais motifs associados a pausa de ribossomos em células com deplecdo de elF5A.
Fonte: SCHULLER et al., 2017.

Figura 5 - Papel expandido para elF5A na traducéo.
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elF5A se liga a ribossomos com o sitio E vazio, podendo assim participar do inicio,
elongacdo e término da traducdo. Fonte: SCHULLER et al., 2017.
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O interesse em pesquisas sobre elF5A vem crescendo devido ao fato de que essa
proteina € altamente expressa em diferentes tipos de cancer (MATHEWS; HERSHEY, 2015;
NAKANISHI; CLEVELAND, 2016) e a evidéncias de um papel importante para elF5A na
modulacéo da replicacdo de virus, principalmente do HIV-1 (OLSEN; CONNOR, 2017).
Além disso, a deplecdo de elF5A resulta em fenotipos pleiotropicos, relacionados a
multiplos processos celulares, como, por exemplo, progressdo do ciclo celular, apoptose,
migracao celular e metéstase, translocacdo de proteinas pela via co-traducional e ativacdo da
UPR (Unfolded Protein Response) (ZANELLI; VALENTINI, 2005; MARRA et al., 2007;
PARK et al., 2010; ROSSI; GALVADQ, et al., 2014; FUJIMURA et al., 2015; MATHEWS;
HERSHEY, 2015; MANDAL et al., 2016; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016;
STRNADEL et al., 2017). No entanto, ainda ndo esta claro se elF5A atua de forma direta ou
indireta, através da traducdo, para afetar os processos citados.

Vale ressaltar ainda que ja foram identificadas diversas interagBes genéticas com
elF5A utilizando-se S. cerevisiae como organismo modelo (VALENTINI et al., 2002;
ZANELLI; VALENTINI, 2005; FRIGIERI et al., 2007; FRIGIERI et al., 2008; DIAS et al.,
2012). Neste contexto, uma interacdo genética interessante, que correlacionou elF5A com a
via secretdria, é a letalidade sintética causada pela mutacdo de ambos elF5A e Yptl
(FRIGIERI et al., 2008), proteina esta essencial para a fusdo de vesiculas do reticulo
endoplasmatico (RE) ao Golgi (SEGEV, 2001). Embora tenha sido demonstrado que elF5A
ndo atue diretamente no trafego de vesiculas, esse fator foi encontrado associado a
ribossomos ligados a membranas, implicando assim em uma fungdo para 0 mesmo na
traducdo no RE (FRIGIERI et al., 2008). Além disso, considerando-se o0s dados
manualmente curados e de larga escala sobre as interacdes genéticas de mutantes elF5A,
foram identificados varios genes envolvidos com a via secretoria e membrana plasmatica
(http://www.yeastgenome.org/locus/S000000760/interaction).

Posteriormente, outro estudo do nosso grupo revelou que elF5A afeta a translocagédo
de proteinas para 0 RE apenas pela via co-traducional (Figura 6) (ROSSI; GALVAOQ, et al.,
2014). Essas observagdes reforcam a hipotese de que elF5A atue como um fator de tradugéo
seletivo para um subgrupo especifico de mMRNAs (KANG; HERSHEY, 1994; PARK et al.,

1997), neste caso, os envolvidos com o processo de secrecdo e/ou estresse de RE.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da translocacdo de proteinas para o reticulo
endoplasmatico.
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(A) Via co-traducional. A sequéncia sinal sintetizada sinaliza para ligagdo com o complexo
SRP (signal recognition particle), que executa uma parada temporéria na elongacdo da
traducdo. Em seguida, SRP interage com seu receptor na membrana do RE e promove a
interacdo ribossomo-translocon. Uma vez ligado ao translocon, o ribossomo re-inicia a
elongacdo da traducéo e a proteina recém-sintetizada € direcionada ao Iimen do RE, onde
assume sua conformacdo tridimensional adequada. (B) Via pos-traducional. Chaperonas
ligam-se a cadeia polipeptidica enquanto a mesma esta sendo sintetizada. Apos o término da
traducdo, o polipeptideo é direcionado para o RE e, através do translocon, a proteina passa
para o limem do RE onde € corretamente enovelada. Fonte: ROSSI; GALVADO, etal., 2014.

De forma semelhante aos trabalhos anteriores do nosso laboratério (FRIGIERI et al.,
2008; ROSSI; GALVADO, et al., 2014), um estudo recente realizado em celulas de mamiferos
HeLa correlacionou elF5A com a via secretoria, sugerindo uma ativagédo da via de resposta
ao mal enovelamento de proteinas dentro do RE (Unfolded Protein Response — UPR) e

aumento na expressdo de chaperonas mediante a deplecdo de elF5A (MANDAL et al.,
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2016). Cabe aqui destacar que, em eucariotos superiores, 0 acimulo de proteinas sem o
correto dobramento dentro do RE promove a ativagio de trés vias paralelas que empregam
mecanismos Unicos de transducdo de sinal e compreendem coletivamente a UPR (Figura 7),
cujo intuito é reestabelecer a homeostase do RE (WALTER; RON, 2011). Os sensores trans-
membrana residentes no RE que atuam como transdutores de UPR em eucariotos superiores
incluem IRE1 (inositol-requiring transmembrane kinase and endonuclease), PERK (protein
kinase RNA-like ER kinase) e o fator de transcricdo com ziper de leucina ATF6 (activating
transcription factor 6). IRE1 corresponde a um mondémero inativo em condicdes celulares
normais, mas forma aglomerados ativos na membrana do RE em resposta ao estresse de RE
(KIMATA et al., 2007; KORENNYKH et al., 2009). Os oligbmeros de IRE1 se auto-
fosforilam para ativar seu dominio RNase. Este, por sua vez, cliva o pre-mRNA de XBP1 e
uma RNA ligase liga os dois éxons, resultando assim no splicing citoplasmatico de XBP1.
Ap0s esse processo, XBP1 € traduzida e translocada para o nlcleo para ativar a transcri¢do
de genes responsivos a UPR (YOSHIDA; MATSUI, et al., 2001; CALFON et al., 2002).
PERK possui uma estrutura semelhante a de IRE1, porém, seu dominio citosélico contém
apenas a funcdo quinase. Em condicGes de estresse, PERK se oligomeriza e fosforila o fator
de iniciagdo elF2a, resultando na sua inativagdo e consequente atenuacgao da traducao, o que
evita 0 acimulo adicional de proteinas mal enoveladas no RE. J& ATF6 é constitutivamente
sintetizado como uma proteina transmembrana no RE. Apds a inducdo do estresse, esta se
realoca no Golgi, onde sofre clivagem. O fragmento citoplasmatico resultante, ATF6-p50, é
direcionado para o nicleo para ativar a transcricdo de seus genes alvo (YOSHIDA et al.,
2000; YOSHIDA; OKADA, et al., 2001).
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Figura 7 - Mecanismo de acdo dos trés principais bragos da via UPR em eucariotos
superiores.
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O acumulo de proteinas mal enoveladas dentro do Iimen do RE desencadeia a UPR. Existem
trés principais sensores de estresse na membrana do RE: IRE1, PERK e ATF6. Esses
sensores geram respostas especificas, coordenadas através da regulacéo de varios fatores de
transcricdo, como ATF4, XBP1s (spliced XBP1) e ATF6-p50. ERAD: Endoplasmic
Reticulum associated degragation; RIDD: regulated Irel-dependent decay. Fonte:
PLUQUET et al., 2015.
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Dentre esses transdutores de sinal citados anteriormente, apenas IRE1 é conservado
em Saccharomyces cerevisiae, sendo este o Unico responsavel pela ativacdo da UPR neste
organismo (COX et al., 1993; MORI et al., 1993), em um mecanismo semelhante ao descrito

anteriormente, sendo que ao inves de XBP1, Hacl é o efetor desta resposta (Figura 8).

Figura 8 — Ativacao da via UPR por Hacl em Saccharomyces cerevisiae.
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(A) Em condi¢Bes normais, o dobramento de proteinas no RE ocorre eficientemente.
Mondmeros de Irel, uma proteina transmembrana, apresentam-se inativos e 0 mRNA de
HAC1 ndo processado inibe sua propria tradugdo citoplasmatica. (B) Em condi¢bes de
estresse de RE, ocorre acimulo de proteinas sem o correto dobramento no RE. Esse evento
sinaliza para oligomerizagdo e auto-fosforilacdo de Irel. Uma vez ativa, Irel é capaz de
clivar o intron do mRNA de HAC1, e a proteina é sintetizada. No nucleo, Hacl é capaz de

ativar a transcricéo de genes alvos da resposta ao estresse de RE. Fonte: NICCHITTA, 2009.
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Nexte contexto, considerando que: a) existem evidéncias do envolvimento de elF5A
na translocacdo de proteinas pela via co-traducional e que seus mutantes tém niveis
aumentados de proteinas envolvidas no estresse de RE (ROSSI; GALVADO, et al., 2014); b)
um estudo recente realizado em mamiferos sugeriu uma ativacdo da UPR e aumento na
expressao de chaperonas mediante a deplecédo de elF5A (MANDAL et al., 2016); e ¢) dados
preliminares de nosso laboratdrio indicam uma redugdo no splicing de HAC1 em mutantes
condicionais de elF5A; é interessante investigar se ha uma correlacéo entre elF5A e a via de
resposta ao estresse de RE em S. cerevisiae, na tentativa de explicar ndo somente os efeitos
biol6gicos observados para mutantes de elF5A, como também seu papel na traducdo de

subgrupos de mRNAs ligados a via secretoria e/ou estresse de RE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a existéncia de uma correlagéo entre elF5A e a via de resposta ao estresse
de RE, usando como organismo modelo a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os resultados
obtidos neste trabalho poderdo contribuir significativamente para o entendimento do papel

bioldgico de elF5A na tradugdo de possiveis subgrupos de mRNAsS.
2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Analise dos niveis de mRNA de HAC1 em um mutante de elF5A por PCR
quantitativa em tempo real (QPCR)

Como apresentado na Introducdo, existem dados indicativos de que elF5A possa
participar de maneira direta e especifica na regulacdo da traducéo de fatores envolvidos no
estresse de RE e secrecdo. Resultados preliminares obtidos no nosso laboratério indicaram
um papel para elF5A na maturacdo do mRNA de HACL1 e, portanto, na ativacdo da via UPR.
Através da analise do mRNA de HAC1 por qPCR foi revelada uma reducéo no splicing desse
mMRNA em mutantes condicionais de elF5A (hyp2-3 e hyp2-S149P) (Danuza Rossi; dados
ndo publicados). Sendo assim, foi proposta a quantificagdo do mRNA de HAC1 (antes e apds

o splicing) nas linhagens selvagem e mutante de elF5A (hyp2-3).

2.2.2. Analise de interacao genética de Hacl e Irel com mutantes de el F5A

A andlise de interacBes genéticas corresponde a uma importante estratégia para o
estudo de correlac@es funcionais no modelo S. cerevisiae e ja colaborou com a determinacéo
da funcédo de proteinas, bem como na correlacdo entre vias celulares (GUARENTE, 1993).
A busca por interacdes genéticas entre mutantes de elF5A e outros fatores celulares ja
contribuiu em nosso laboratério para um grande avango no entendimento da funcéo celular
de elF5A (VALENTINI et al., 2002; ZANELLI; VALENTINI, 2005; FRIGIERI et al.,
2007; FRIGIERI et al., 2008; GREGIO et al., 2009; DIAS et al., 2012; ROSSI; GALVAO,
et al., 2014). Para entender melhor a correlacdo de elF5A com via secretoria e a resposta ao
estresse celular, foi proposto verificar a existéncia de interacGes genéticas entre mutantes de
elF5A e genes que codificam as proteinas Hacl e Irel. Essas linhagens foram testadas em

relacdo aos fenotipos de crescimento e sensibilidade a drogas que causam estresse de RE.
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2.2.3. Perfil protedmico celular utilizando a colegdo de ORFs-GFP de S. cerevisiae e
Synthetic Genetic Array (SGA)

Esta analise utiliza a fluorescéncia in vivo de GFP (Green Fluorescent protein) para
determinar os niveis de uma determinada proteina com uma fusdo C-terminal de GFP (ORF-
GFP), sob controle transcricional endégeno. Desta forma, as mudancas nos niveis totais de
uma proteina em uma dada condi¢do ou background genético podem ser determinados pela
medida de fluorescéncia de GFP. Uma vez dispondo da colecdo de genes de S. cerevisiae
com fusdo C-terminal de GFP (ORFs-GFP), esta estratégia pode ser utilizada para
determinar o perfil protebmico celular in vivo (TKACH et al., 2012; BREKER;
SCHULDINER, 2014; SMITH; BURKE, 2014). Esta cole¢do contém 4.159 linhagens,
gerando uma cobertura de 75% do proteoma desse organismo. Apesar da fusdo C-terminal
poder interferir com os niveis totais da proteina a qual esta fundida, a grande maioria (80%,
com base na analise de proteinas essenciais) permanece funcional. Além disso, mesmo
quando a fusdo com GFP influencia na abundéncia, as alteragdes relativas podem ser
determinadas com precisdo (NEWMAN et al., 2006).

Para utilizar essa estratégia em um background com mutacdo em elF5A, foi utilizada
a metodologia de cruzamento em larga escala Synthetic Genetic Array (SGA) (TONG et al.,
2001) para a geracao de linhagens haploides contendo ao mesmo tempo a fusdo ORF-GFP
e a mutacdo de elF5A (hyp2-3). Apds a geracdo das linhagens haploides de interesse, as
medidas de fluorescéncia da colecdo completa foram obtidas em meio de cultura sélido em

escaner Typhoon.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

As linhagens utilizadas nesse trabalho possuem background de linhagens BY, as quais
possuem o gene SSD1 funcional, o que gera um fendtipo de menor suscetibilidade para os
mutantes de elF5A em comparagdo com 0s mesmos mutantes no background de W303
(dados ndo publicados; ZANELLI; VALENTINI, 2005). O background BY foi escolhido
pois as colecdes utilizadas neste trabalho apresentam esse background. Ainda, foi utilizada
como padréo a notacdo do gene de elF5A como HYP2, por ser o nome oficial do gene e ser
0 nome que aparece nas analises de bioinformatica envolvendo o YeastMine e Yeastract.
Desta forma, os mutantes também passaram-se a ser chamados pela mesma notacao
anteriormente utilizada, substituindo-se tif51A por hyp2. Todos os mutantes de elF5A
utilizados neste trabalho sdo condicionais, sensiveis a temperatura e induzem a diminuigéo
da proteina elF5A mutada na temperatura restritiva, como hyp2-3 (VALENTINI et al.,
2002), ou possuem elF5A mutada estavel na temperatura restritiva, como hyp2K®®* e
hyp2Q22HILSSF (DIAS et al., 2008).



Tabela 1 - Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.
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Linhagem Gendtipo Origem
MATo canl::STE2pr-Sp_his5* lypl his3 leu2 A L
VZL1256 ura3 metls HYP2::natMx4 Colecéo do laboratorio
MATa canl::STE2pr-Sp_his5* lypl his3 leu2 x -
VZL1258 ura3 metl5 hyp2-3::natMx4 Colecéo do laboratorio
MATa canl::STE2pr-Sp_his5* lypl his3 leu2 < L
VZL1259 ura3 met15 hyp2<soA::natMx4 Colecéo do laboratorio
MATo canl::STE2pr-Sp_his5* lypl his3 leu2 « L.
VZL1260 ura3 metls N2QIBHILGEF. . ainiwa Colecéo do laboratorio
MATo canlpr::TDH3pr-E2Crimson::Hph::canl4::
VZL1363 STE2pr-LEU2** lypl his3 leu2 ura3 metl5 Colecéo do laboratorio
HYP2::natMX4
Mato. canlpr::TDH3pr-E2Crimson::Hph::canl4::
VZL1364  STE2pr-LEU2** lypl his3 leu2 ura3 metl5 hyp2- Colecéo do laboratorio
3::natMX4
VZL1365 MATa ura3 his3 leu2 metl5 hacl::kanMX4 Colecéo de nocautes
VZL1366 MATa ura3 his3 leu2 metl5 irel::kanMX4 Colecéo de nocautes
srp54-PH srp54-PH::kanR his3 leu2 ura3 metl5 Colecéo de mutantes TS
srpl01-47 srpl01-47::kanR his3 leu2 ura3 metl5 Colecdo de mutantes TS
srpl102-510 srpl102-510::kanR his3 leu2 ura3 metl5 Colecdo de mutantes TS
Arpl22a MATa his3 leu2 ura3 metl5 rpl22a::kanMX4 Colecéo de nocautes
Arpp2b MATa his3 leu2 ura3 metl5 rpp2b::kanMX4 Colecéo de nocautes
Areil MATa his3 leu2 ura3 metl5 reil::kanMX4 Colecdo de nocautes
Colecéo MATa his341 leu240 met1540 ura340 ORFs-
GFP GFP(S65T)::HIS3MX6 (HUH etal., 2003)

* STE2pr-Sp_his5 corresponde ao gene selvagem his5 de Schizosaccharomyces pombe,

controlado pelo promotor do gene STE2 de S. cerevisiae (ativo apenas em linhagens do tipo

MATa); Sp_his5 complementa o nocaute de HIS3 de S. cerevisiae.

** STE2pr-LEU2 corresponde ao gene selvagem LEUZ2 de S. cerevisiae, controlado pelo

promotor do gene STE2 de S. cerevisiae (ativo apenas em linhagens do tipo MATa), que

complementa o nocaute de LEU2 de S. cerevisiae. Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 2 - Plasmideos utilizados neste trabalho.

Plasmideo Caracteristicas Origem
pSV64 2U, LEU2 Colecéo do laboratorio
pSV364 21, URA3 Colecdo do laboratério
pSV374 21, LEU2 Colecdo do laboratério
pSV1104 eft2Ho%%K 21, LEU2 Colecéo do laboratorio

pVZ1359 SECG65, SRP21, SRP72, 211, URA3 Colin J. Stirling

pVZ1360 SCR1, SRP14, SRP54, SRP68, 2, LEU?2 Colin J. Stirling

Fonte: elaborada pela autora.

3.2. Métodos

A manutencao e o cultivo das linhagens de S. cerevisiae, a composicao e o preparo dos
meios de cultura e solugdes, assim como os protocolos das técnicas utilizados neste trabalho
seguiram procedimentos padrdo descritos em manuais de laboratério (GUTHRIE; FINK,
1991; AUSUBEL, 2004; AMBERG, 2005).

3.2.1. Anadlise dos niveis de mMRNA de Hacl em um mutante de elF5A por PCR
quantitativa em tempo real (QPCR)

3.2.1.1. Extracdo de RNA de S. cerevisiae para validacdo e otimizacdo dos primers

As linhagens de interesse, VZL1256 (selvagem; HYP2) e VZL 1258 (mutante; hyp2-3) foram
cultivadas overnight em YPD a 25°C. Apds esse periodo, a cultura saturada foi diluida para
atingir a densidade optica (D.O.s00nm) de 0,1, sendo entéo cultivada até a fase logaritmica de
crescimento (D.O.soonm de 0,4). Em seguida, 10 mL de cada cultura foram tratados por 1 h
com ditiotreitol (DTT) na concentracdo final de 32 mM para induzir o estresse de RE
(OSLOWSKI; URANO 2011). Também foram separados 10 mL de cada cultura que
receberam o veiculo do DTT (acetato de sodio 0,01 M, pH 5,2), correspondendo esta a
condicdo ndo tratada. Cabe aqui ressaltar que foram utilizadas trés replicatas bioldgicas

independentes por condicao.
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Apo6s uma hora de incubacdo a 30°C, as células foram coletadas por centrifugacéo e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, 0 RNA total das amostras
foi extraido utilizando-se a técnica de purificacdo por kit RNeasy Mini (QIAGEN). Apés a
extracdo, as amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotometria a 260 nm em
NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific) e, para a avaliagdo da qualidade de RNA,
as mesmas foram submetidas a uma corrida eletroforética capilar utilizando o equipamento

Agilent 2100 Bioanalyzer, conforme as instrucdes do fabricante.

3.2.1.2. Tratamento com DNase |

A uma solucdo contendo 5 pug de RNA em 8 pL de agua, foi adicionado 1 pL de
Reaction Buffer 10x e 1 pL de DNase I, Amplification Grade, 1 unidade/pL (Sigma-Aldrich).
Essa mistura foi homogeneizada gentilmente e incubada por 15 min & temperatura ambiente.
Em seguida, foi adicionado 1 pL de Stop Solution em cada amostra. Por fim, essa mistura
foi aquecida a 70°C por 10 min para desnaturacdo de ambos DNasel e RNA, sendo esta

mistura mantida em gelo até a realizacdo da proxima etapa.

3.2.1.3. Transcricdo Reversa

Apbs tratamento com DNase I, o volume das amostras foi ajustado para 35 pL e estas
foram submetidas a reacdo de transcricdo reversa, utilizando-se o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription, Applied Biosystems, sendo que em cada amostra foram adicionados
5 pL de tampéo 10x, 2 uL de dNTPs (concentracdo de estoque de 100 mM), 5 uL de primers
(oligonucleotideos iniciadores) hexameros randémicos 10x e 3 pL de trancriptase reversa
(50 U/pL). As amostras foram incubadas em termociclador (Applied Biosystems™
GeneAmp PCR System 9700) da seguinte forma: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 85°C

por 5 min.

3.2.1.4. Desenho, otimizacao e validacdo dos primers para gPCR

Os primers para 0s mMRNAs alvos deste estudo (HAC1 maduro e imaturo) foram
desenhados utilizando-se a sequéncia do gene de HAC1 presente no banco de dados

Saccharomyces Genome Database — SGD (http://www.yeastgenome.org/) e o software


https://www.thermofisher.com/
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online Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi), considerando-se
0S seguintes parametros:

o Tamanho do amplicon: entre 80 e 150 pares de bases;

o Tamanho dos primers: entre 19 e 21 nucleotideos;

o Conteldo de CG: entre 50% e 60%;

o Temperatura de hibridizagéo: 60°C.

As sequéncias dos primers utilizados para as analises de gPCR estdo apresentadas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncias dos primers utilizados para as analises de qPCR.

Gene Oligonucleotideo F (5'- 3") Oligonucleotideo R (5'- 3")

HAC1 maduro ATTTGTTTGATGCGGTGGCC CAAACCTGACTGCGCTTCTG

HAC1 imaturo CAATTGGCGTAATCCAGCCG CCCCATCAGAGAACCACGAC

Fonte: elaborada pela autora.

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizando-se SYBR Green (Power SYBR Green
PCR Master Mix, Applied Biosystems) em um equipamento Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR System. Todas as rea¢des foram montadas de acordo com as seguintes condigdes:
o 10 pL de SYBR Green Master Mix;
o 1L de cDNA;

o 9 UL de solucdo dos pares de oligonucleotideos.

Condig0es de temperatura:

Ciclos Tempo Temperatura
1 2 min 50°C
1 10 min 95°C
15s 95°C
40 1 min 60°C*

* leitura da fluorescéncia
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Foram realizados ensaios de otimizacdo da concentragcdo dos pares de primers e
observacdo de amplificacdo especifica. Nesta etapa do experimento, foi utilizada uma
solucdo de cDNA de 10 ng/pL em 20 pL de reacédo final, contendo aliquotas de todas as
situacBes amostrais (linhagens selvagem e mutante hyp2-3 tratadas e ndo tratadas com DTT).
Nesta etapa, além das condicdes de ciclagem de temperatura descritas acima, foi adicionada
uma fase para determinagéo da curva de dissociagdo: 15 s a 95°C, 1 min a 60°C e 15 s a 95°C,
com leitura de fluorescéncia durante toda a fase, para confirmacdo dos tamanhos dos
amplicons obtidos.

Foram testadas as concentragdes de 0,10 uM, 0,25 pM, 0,40 uM, 0,50 uM e 0,70 uM
para todos os pares de primers. Neste teste, foram considerados os dados de amplificacdo
dos fragmentos de interesse, bem como a curva de dissociacdo, escolhendo a concentracédo
de pares de oligonucleotideos que resultavam em uma curva de amplificacdo de menor cycle

threshold (Ct) e com curva de dissociagdo Unica.

3.2.1.5. Avaliacdo da eficiéncia das reacoes de gPCR

Para a validacédo das reacOes de gPCR, foi feita uma dilui¢do seriada, composta por
cinco diferentes concentracGes de cDNA, partindo-se da concentracao inicial de 100 ng/pL
de uma mistura de aliquotas de todas as situacGes amostrais. Nesta fase do experimento, a
concentracdo dos pares de primers na reacao foi constante.

Ao final da validacdo, esperou-se encontrar uma curva padrdo (Ct x Quantidade de
cDNA inicial), com slope entre -3,0 e -3,6, resultando em eficiéncias de reagéo entre 90% e
110% e R? (coeficiente de determinagio) maior ou igual a 0,99 (recomendagcdes do fabricante

do equipamento).

3.2.1.6. Andlises de gPCR

Foram utilizadas amostras de cDNA provenientes das linhagens selvagem e mutante
hyp2-3, ambas sob a condicao de tratamento com DTT ou com a auséncia de tratamento. Os
valores de Ct de cada amostra foram utilizados para calculos dos niveis de splicing de HAC1,
da seguinte forma: foi feita a razéo entre o Ct de mMRNA maduro e imaturo de HAC1 para
cada condicgdo, sendo esse valor posteriormente corrigido pelo selvagem ndo tratado
(ajustado para 100%) (ELIZALDE et al., 2014; VAN ANKEN et al., 2014).
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3.2.2. Deteccgao do splicing de HAC1 por RT-PCR

Esse procedimento foi realizado baseando-se em trabalhos anteriores (BICKNELL et
al., 2007; BROWN et al., 2013; LABUNSKYY et al., 2014; CUI et al., 2015): As linhagens
de interesse, VZL1363 (selvagem; HYP2) e VZL1364 (mutante; hyp2-3) foram cultivadas
overnight em meio SC a 25°C. Apds esse periodo, a cultura saturada foi diluida para atingir
a densidade optica (D.O.s00nm) de 0,1, sendo entdo cultivada até a fase logaritmica de
crescimento (D.O.e00nm de 0,4). Em seguida, 10 mL de cada cultura foram tratados com 4mM
de DTT ou com 2ug/mL de tunicamicina para induzir o estresse de RE (OSLOWSKI;
URANO 2011). Ap6s uma hora de incubacdo a 30°C, as células foram coletadas por
centrifugacdo e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, 0 RNA
total das amostras foi extraido utilizando-se a técnica de purificagdo por kit RNeasy Mini
(QIAGEN). Apds esse processo as amostras foram submetidas ao tratamento com DNasel e
a transcri¢do reversa nas condic@es descritas anteriormente.

Em seguida, o cDNA produzido na etapa anterior foi amplificado por uma reacao de
PCR, sendo que esta foi montada da seguinte forma:

o 1x tampéo

o 1 pL de uma mistura de desoxirribonucleotideos (10 mM de cada)
o 1 mM de MgSOg4

o 1 uM de primer Forward (5’ ACAGGGATTTCCAGAGCACG3’)
o 1 uM de primer Reverse (5°CGCGTCAGTCCAAACTTAAG3’)
o 5 pL de cDNA molde

o 1 U daenzima Platinum Tag DNA Polimerase

o H20 Milli-Q g.s.p. 50 pL

Condic0es de temperatura:

Ciclos Tempo Temperatura
1 5 min 94°C

30s 94°C
25 30s 55°C

1 min 72°C

1 7 min 72°C
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Entdo, os produtos desta reagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,2% (m/V) em TAE (Tris 40 mM, &cido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM), contendo
0,5 pg/mL de brometo de etidio. A 20 uL do DNA, foi adicionado tampao de amostra (azul
de bromofenol 0,125%, xileno cianol 0,125% e glicerol 50%) e essa solucdo foi aplicada no
gel. O gel foi submetido a voltagem de 100 V. O DNA foi visualizado utilizando luz
ultravioleta e a imagem documentada utilizando o aparelho Alphalmager 2200 (Alpha

Innotech Corporation).

3.2.3. Cruzamento, esporulacdo e selecdo de haploides de interesse para o teste de
sensibilidade a drogas indutoras de estresse de RE

As cepas haploides de S. cerevisiae de interesse foram cruzadas (Ahacl ou Airel
versus hyp2-3, hyp2K56A ou hyp2922H/L93Fy na superficie de agar YPD e incubadas overnight
a 25°C. A selecdo dos diploides foi realizada pela transferéncia, com veludo estéril, do
crescimento obtido na placa de YPD para a placa de meio seletivo duplo (SC +
nourseotricina + G418). Posteriormente, as placas foram incubadas a 25°C e os diploides
obtidos nessa etapa foram isolados no meio seletivo duplo citado anteriormente.

Os diploides foram entdo crescidos em meio S-SPO liquido (2,5 g de extrato de
levedura; 15 g acetato de potassio; 40 mg de adenina, uracil e tirosina; 20 mg de histidina,
leucina, lisina, triptofano, metionina e arginina; 100 mg de fenilalanina e 350 mg de treonina
em 1 L de agua destilada) a 25°C, sob agitacdo, até a formacédo de ascos.

Apbs 10 dias de incubacdo, foram centrifugados momentaneamente 200 pL da cultura
submetida a esporulacdo. Apos a remogdo do sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em 100 pL de sorbitol 20%. A quebra de parede do asco se deu pela adicdo de 5 pL de
zimoliase (10 mg/mL) e incubacéo da reacéo a temperatura ambiente por 10 min. Entdo, foi
adicionado 1 mL de sorbitol 20% para diluir e consequentemente interromper reagdo de
digestdo, sendo esta mistura submetida a agitacdo vigorosa por 1 min. Posteriormente, 200
uL foram plagueados em um meio super-seletivo (SC - Arg -Lys - His + canavanina +
tialisina + nourseotricina + G418) para haploides desse background em estudo, o qual foi
incubado a 25°C até a obtencdo de col6nias. O genotipo das células haploides obtidas foi
caracterizado utilizando diferentes meios de cultura seletivos de acordo com as marcas de
selecdo das linhagens em estudo. As células com os genotipos adequados seguiram para as

analises de interesse.
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3.2.4. Teste de sensibilidade a drogas indutoras de estresse de RE ap0s diluicéo seriada

As linhagens de levedura de interesse foram crescidas em 5 mL de YPD a 25°C até
atingirem aproximadamente 1-2x107 células/mL. As células foram coletadas por
centrifugacdo a 3.000 xg por 10 min e ressuspendidas para a concentragdo final de 2,5x108
células/mL. Apds esse processo, 200 pL da suspensao foram transferidos para um pocgo de
microplaca e 5 diluicdes seriadas de 1:10 foram realizadas em meio liquido apropriado.
Utilizando um pipetador multicanal, 4 pL da suspensdo original e das diluicbes foram
aplicados nos meios de cultura de interesse. A seguir, as placas foram incubadas como

descrito nas figuras.

3.2.5. Transformacéo de leveduras

A transformacdo de leveduras seguiu protocolos previamente estabelecidos no
laboratério, onde, resumidamente, uma coldnia da levedura de interesse foi inoculada em
5mL de meio YPD e incubada overnight a 30°C sob agitagcdo. Entdo, as culturas foram
diluidas para a concentracdo de 5,0x10° células/mL e incubadas novamente até a
concentracio de 2,0x107 células/mL. A seguir, as culturas foram centrifugadas a 3.000 xg
por 5 min, lavadas com PBS estéril e suspendidas em 1 mL de acetato de litio a 100 mM.
Ap0s esse processo, as células foram incubadas a 30°C por 15 min, sendo posteriormente
centrifugadas a 3.000 xg por 5 min. Apds a remogao do sobrenadante, foram adicionados
sobre as células 480 pL de PEG 4000 50%, 72 pL de acetato de litio 1M, 50 uL de DNA
carregador (DNA de esperma de salmédo a 2mg/mL), 1 ug de cada plasmideo e agua Milli-
Q estéril g.s.p 720 pL. Entdo, o tubo foi agitado vigorosamente para homogeneizagdo da
suspensdo, e as células foram incubadas a 30°C por 30 min sob agitacdo. A entrada passiva
do plasmideo na célula ocorreu pelo choque térmico a 42°C por 20 min, sendo o0s tubos
agitados a cada 5 min. As células foram entdo centrifugadas como descrito acima e
ressuspendidas em 150 pL de agua Milli-Q estéril. Por fim, as células foram plaqueadas em
meio seletivo e incubadas a 25°C até a obtencdo de colbnias.

Apds esse processo, os transformantes foram submetidos ao teste de sensibilidade a
drogas indutoras de estresse apés diluicdo seriada, de acordo com o procedimento descrito

anteriormente.
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3.2.6. Determinacdo do perfil protedbmico celular utilizando a cole¢do ORFs-GFP e
Synthetic Genetic Array (SGA)

Essa parte do trabalho foi realizada no laboratorio da Dra. Brenda J. Andrews
(University of Toronto, Toronto - Canada), com quem nosso laboratorio possui uma
colaboracdo estabelecida, durante o estagio de pesquisa no exterior concedido pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP, processo nimero:
2016/15621-9) no periodo de novembro de 2016 a abril de 2017.

Resumidamente, a técnica SGA envolve a utilizacdo de uma linhagem com
background especifico para as analises. Esta deve conter 0 gene de interesse, conhecido
como gene query, no caso, HYP2 ou hyp2-3, os quais foram marcados (Fabio Carrilho
Galvéo; dados ndo publicados) com um cassete para resisténcia a nourseotricina
(natMX4) (TONG et al., 2001). Ainda, a linhagem deve apresentar os genes CAN1 e
LYP1 nocauteados, 0s quais servirdo como marcas recessivas para a selecdo, apos
cruzamento e esporulagdo, de linhagens haploides. CAN1 e LYP1 codificam,
respectivamente, arginina e lisina permeases de membrana plasmatica e suas delecdes
conferem resisténcia a canavanina e tialisina, respectivamente. A linhagem query deve
possuir também o repdrter STE2pr-LEU2, o qual promovera a expressao do gene LEU2
apenas em linhagens haploides do mating type a em meio de cultura sintético sem leucina.

Além disso, a linhagem query possui a construcdo integrada no cromossomo TDH3pr-
E2Crimson::hphMX (resisténcia a higromicina), o que garante a producdo do normalizador
interno de fluorescéncia. Como normalizador interno de fluorescéncia geralmente é

empregada uma RFP (Red Fluorescent Protein), sendo que neste experimento foi utilizada
a variante E2Crimson da RFP de Discosoma striata (STRACK et al., 2009).

Cabe aqui ressaltar ainda que a outra linhagem de partida correspondia a cada uma das
4.159 linhagens da colecdo ORFs-GFP (http://yeastgfp.yeastgenome.org). Neste trabalho, a
mesma apresentava-se organizada conforme descrito anteriormente (KAINTH et al., 2009):
em 14 placas, com 384 linhagens agrupadas em duplicata em dois grids separados que
possuiam 16 linhas x 24 colunas, produzindo assim um array com 768 colonias por placa
(Figura 9). Cada placa foi delimitada por uma linhagem com a capacidade de crescer em
meio sintético sem histidina para evitar o “efeito de borda” durante o rastreamento, pois as
col6nias da borda apresentam uma vantagem de crescimento em relacdo as outras col6nias
devido a maior disponibilidade de nutrientes nessa regido (TONG; BOONE, 2007).
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Figura 9 - Organizacéo da placa 1 da colecdo GFP.
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As linhagens foram agrupadas em duplicata (representadas pelos retangulos pretos), em dois
grids que possuem 16 linhas x 24 colunas, produzindo assim um array com 768 coldnias por
placa. Fonte: elaborada pela autora.

3.2.6.1. Synthetic Genetic Array (SGA)

Os rastreamentos foram  realizados conforme  descrito  anteriormente
(BARYSHNIKOVA; COSTANZO; DIXON, et al., 2010) (Figura 10): cada linhagem query
(VZL1363 e VZL1364, selvagem e mutante hyp2-3, respectivamente) foi cruzada
individualmente em meio YPD com as linhagens da colecdo ORFs-GFP utilizando-se um
robd especifico para essa funcdo (S&P Robotics BioMatrix BM5). Apds esse processo, as
placas foram incubadas a 25°C por dois dias. Os diploides foram entdo selecionados em
meio contendo a droga nourseotricina (clonNAT) 100 pg/mL e sem histidina, sendo
posteriormente incubados a 25°C por dois dias. Apés a repeticdo da etapa de selecdo de
diploides, as células foram transferidas para um meio com baixa concentracdo de fontes de
carbono e nitrogénio para induzir a formacéo dos esporos (meio de esporulacdo: 1% de

acetato de potéssio, 0,1% de extrato de levedura, 0,05% de glicose, suplementado com 0,014
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g/L de uracila e histidina e 0,071 g/L de leucina e um quarto da concentracdo padrédo de
antibidtico, no caso, 25 pg/mL de clonNAT para retardar o crescimento de fungos
filamentosos), sendo entdo incubadas por 7 dias a 25°C. Ap0s essa etapa, 0s esporos foram
transferidos para um meio sintético sem leucina, arginina e lisina e com canavanina 50
pg/mL e tialisina 50 pg/mL, permitindo, desta forma, a sele¢do dos haploides de mating type
a, sendo posteriormente incubadas a 25°C por 3 dias. As células foram em seguida
transferidas para 0 meio de selecéo final que continha as drogas nourseotricina 100 pg/mL,
canavanina 50 pg/mL, tialisina 50 pg/mL e higromicina 300 pg/mL e a auséncia dos
aminoacidos histidina, leucina, arginina, lisina, permitido assim a selecdo de haploides
contendo os genes de interesse (query e GFP array) e o normalizador interno de

fluorescéncia (E2Crimson).
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Figura 10 - Esquema ilustrativo da metodologia Synthetic Genetic Array (SGA)
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(A) A linhagem contendo o gene query (circulo preto cheio) fusionado a marca de resisténcia
a nourseotricina, natMX4; os reporteres para 0 SGA Acanl, Alypl e STE2pr-LEUZ2,
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conferindo, respectivamente, resisténcia a canavanina, tialisina e permitindo o crescimento
na auséncia de leucina; e a construcdo TDH3pr-E2Crimson::hphMX (resisténcia a
higromicina; ndo representado na figura, porém esta no mesmo locus que Acanl - Tabela 1)
para a producdo do normalizador interno de fluorescéncia (E2Crimson) foi cruzada com a
colecdo ORFs-GFP (gene array). Na colecdo ORFs-GFP, cada gene individualmente
(circulo vermelho cheio) apresenta a marca que permite o crescimento na auséncia de
histidina (HIS3MX6). (B) A transferéncia das linhagens cruzadas para 0 meio contendo
clonNAT e ausente em histidina proporciona a selecao de linhagens diploides. (C) Apoés a
repeticdo da etapa anterior, o diploide heterozigoto resultante foi replicado para um meio
com baixa concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio para induzir a formacdo dos
esporos. (D) Os esporos foram transferidos para um meio sintético sem leucina, com
canavanina e tialisina, permitindo, desta forma, a selecdo dos haploides de mating type a.
(E) As células foram entdo transferidas para o meio de selecéo final que contém a adicdo das
drogas e omissdo de amino&cidos que proporciona a selecéo de haploides contendo o0s genes
de interesse (query e GFP array) e o normalizador interno de fluorescéncia (E2Crimson).
(F) Apds a geracdo das linhagens haploides de interesse, as medidas de fluorescéncia da
colecdo completa foram obtidas em trés condigdes: controle (auséncia de droga indutora de
estresse de RE), 1,75 pg/mL de tunicamicina e 2,5mM de DTT (indugéo estresse de RE).
Também foram adquiridas imagens, no comprimento de onda visivel, de todas as placas,
processo esse necessario para a etapa de andlise de dados. Fonte: KAINTH et al., 2009;
BARYSHNIKOVA; COSTANZO; KIM, et al., 2010.

3.2.6.2. Medida da fluorescéncia e aquisicdo de imagens das placas

Apo0s geracdo das linhagens haploides de interesse (um conjunto da colecdo ORFs-
GFP com background selvagem e outro mutante hyp2-3 de elF5A), as medidas de
fluorescéncia das placas foram obtidas através do detector de fluorescéncia Typhoon FLA
9500 (GE Healthcare), apds trés dias de incubagdo na temperatura semipermissiva de 30°C
em trés condicdes: auséncia de droga indutora de estresse de RE (controle), 1,75 pg/mL de
tunicamicina e 2,5 mM de DTT (Figura 4). Cabe aqui ressaltar que essas concentragdes
correspondiam as maiores concentracfes dessas drogas que permitiam o crescimento das

células, condicédo essa necessaria para 0 escaneamento, e que causavam a morte da linhagem
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que contém o knockout de Hacl (VZL1365), fato esse que indica a ativacdo da UPR (dados
n&o mostrados).

A superficie do escaner permitia a deteccdo da fluorescéncia de 6 placas por
escaneamento e, considerando que haviam 84 placas no total, foi necessaria a realizacdo de
14 escaneamentos. Para coletar os dados de fluorescéncia das col6nias, as tampas das placas
foram removidas e as mesmas foram invertidas de modo que as col6nias estivessem voltadas
para a superficie do escaner. As placas foram afixadas no escaner através de uma fita
transparente para evitar movimentos durante a digitalizacdo. Para estimular e medir as
intensidades de fluorescéncia dos fluor6foros GFP e RFP (E2Crimson), foram empregadas
as seguintes configuracGes: modo de aquisigéo: fluorescéncia; deteccdo de GFP: Laser Blue
LD (473 nm) e filtro de emissdo LPB (510LP); deteccdo de RFP: Laser Green SHG (532
nm) e filtro de emissdo LPG (575LP); tamanho do pixel: 100 microns.

As voltagens do tubo fotomultiplicador (PMT) foram escolhidas empiricamente de
modo que as intensidades de GFP e RFP estivessem abaixo da saturacdo, sendo que foram
usados 0s PMTs de 300 e 400 para a deteccao de GFP e de 350 para RFP. Cabe aqui ressaltar
que essa variacdo no PMT para GFP foi feita para evitar que as intensidades de fluorescéncia
detectadas a partir das col6nias ficassem abaixo ou acima dos limites de detecgéo linear do
Typhoon.

Também foram adquiridas imagens de todas as placas apds o escaneamento, processo
esse necessario para a etapa de analise de dados, da seguinte forma: As placas foram

fotografadas individualmente utilizando o SPImager (S&P Robotics).

3.2.6.3. Extracdo de dados de tamanho de colénia pelo SGA Tools

Com as imagens .jpeg obtidas pela fotografia de cada uma das 84 placas (descrita no
item 3.2.6.2), os diametros das col6nias foram convertidos em namero de pixels pelo
software de anélise de imagens SGA Tools (WAGIH et al., 2013), gerando assim um valor

de “raw colony size”.

3.2.6.4. Extracdo de dados de fluorescéncia através do GenePix

Essa etapa foi realizada como descrito anteriormente (KAINTH et al., 2009): As

imagens resultantes da fotodocumentagdo no Typhoon foram quantificadas utilizando-se o
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software GenePix Pro versdo 3.0. Para isso, os arquivos GFP.gel e RFP.gel foram abertos
simultaneamente no software, sendo atribuidos para cada uma das imagens o comprimento
de onda adequado, ou seja, 473 nm para as imagens GFP.gel e 532 nm para RFP.gel.

Apbs o desenho de um bloco contendo circulos que contornavam todas as colonias
(Figura 11), a selecdo da opgao “Analyse” gerou uma planilha contendo a quantificacdo dos
dados de fluorescéncia, sendo que a partir desta, foi utilizada a mediana da intensidade de
fluorescéncia para o foreground e background local, tanto de GFP quanto de RFP, para cada

uma das linhagens analisadas.

Figura 11 - Exemplo de bloco do GenePix para delimitar a obtengédo de fluorescéncia

de cada col6nia.

Imagem de sobreposicdo de verde e vermelho gerada a partir das intensidades de
fluorescéncia de GFP e de RFP da placa selvagem 1 da colecdo na condicdo controle,
ilustrando o gabarito desenhado para extragao das respectivas fluorescéncias da imagem.

Fonte: elaborada pela autora.

3.2.6.5. Andlise dos dados de crescimento celular

Cabe aqui destacar que col6nias muito pequenas devem ser eliminadas das analises,
considerando que essas geram resultados ndo confidveis por se tratarem de colonias doentes,
em que possivelmente a fusdo de GFP aquela ORF resultou em alguma desestabilizacdo da

funcdo da proteina ou interagdo genética com hyp2-3 (KAINTH et al., 2009).



46

Sendo assim, foram calculados os “Z-valor” para cada tamanho de colonia, ou seja, 0
ndmero de desvios padrdo que o tamanho de determinada colnia se encontra acima ou
abaixo da média. Assim, aquelas coldnias com tamanho significativamente abaixo da média,
considerando p<0.01 para uma distribui¢cdo normal, foram removidos da analise (KAINTH,
et al. 2009). Para isso, determinou-se o limite minimo para o tamanho do didmetro de coldnia
baseado na andlise de distribuicdo normal padrao, ou distribui¢do Z, para os valores de “raw
colony size” tanto para o array selvagem (1540 unidades de pixels) quanto para 0 mutante
hyp2-3 (847 unidades de pixels).

3.2.6.6. Analise dos dados de fluorescéncia

Essa etapa foi estruturada baseando-se em trabalhos anteriores (SMYTH; SPEED,
2003; KAINTH et al., 2009), em que, resumidamente, para cada condic&o foi calculada a
razdo das medianas das intensidades de fluorescéncia entre GFP e RFP para cada coldnia,
e entdo normalizadas pela mediana dos valores obtidos em cada condicdo, sendo feita
posteriormente uma conversdo dos valores resultantes para o logaritmo na base dois
(log2). A partir dos dados da razdo em log2, foi aplicada a normalizacgdo pelo algoritmo
de LOESS (CLEVELAND, 1979).

A normalizagdo pelo algoritmo de LOESS elimina as possiveis variagdes
dependentes da metodologia ao invés de variacdes bioldgicas das amostras. E importante
destacar ainda que as relagcdes log2 de GFP por RFP normalizadas por LOESS séo
reprodutiveis em arrays com repeticdo em placas diferentes e ndo sdo afetadas por
artefatos espaciais e pequenas variagdes no tamanho da colonia, quando este se enquadra
no limiar predeterminado descrito anteriormente (KAINTH et al., 2009). As etapas
necessarias para da analise dos dados de fluorescéncia estdo resumidas na Figura 12 e

descritas a seguir.



47

Figura 12 - Etapas utilizadas para a anélise dos dados de fluorescéncia.

Filtragem e selegao o NV
das colénias de Corregao do Normalizacao inicial
. > background » GFP/RFP
qualidade
Normalizacao pelo ) o Analise da
meétodo de LOESS | e CalcuI?Nclif Ate correlacado linear
(Cleveland, 1978) entre as replicatas

!

Teste estatistico —
ANOVA two way

Calculo do False
Discovery Rate-
FDR

Fonte: elaborada pela autora.

- Filtragem e selecéo das colbnias de qualidade

Primeiramente foi feita uma triagem das proteinas analisadas, de forma a escolher
somente aquelas que apresentaram medicéao do sinal de RFP positivo para todas as condigdes
testadas, sendo que os demais, que indicavam coldnias ausentes, foram descartados.
Descartou-se também os valores obtidos para as col6nias da borda e de qualquer proteina
que apresentasse valores de intensidade maiores do que 65.535, que € o limite maximo de
deteccdo do GenePix. Também foram retiradas das analises as colnias consideradas
pequenas demais, ou doentes (como descrito anteriormente).

Assim, apos esse passo, 3.973 proteinas foram mantidas para as proximas etapas.

- Correcéo do background

A corre¢do do background é feita primeiramente subtraindo as intensidades do
background local das intensidades do foreground para as medidas de GFP e RFP para cada
col6nia (KAINTH et al., 2009). Este calculo pode gerar valores negativos ou nulos para GFP
quando a expressdo da proteina fusionada a GFP possuir baixos niveis celulares. A
ocorréncia destes valores prejudica andlises posteriores, pois € um falso indicativo de

fluorescéncia negativa, o que ndo ocorre. Para corrigir tais valores, é inferido um namero
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inteiro positivo arbitrério (F) tal que seu produto com o valor de E2Crimson somado ao valor
de GFP, torne todos os valores negativos ou nulos positivos, ndo afetando assim, os valores

finais da razdo GFPcorrigido /E2Crimson.

GFP;orrigiao = GFP + (E2Crimson X F)

Esta transformacgdo matemaética € feita para todos os genes avaliados, mesmo aqueles
com valores positivos de GFP ap0s a subtracdo do background, para, assim, nao afetar a
analise estatistica final, pois todos os valores passam pela mesma modificacdo (SMYTH;
SPEED, 2003).

- Normalizacdo inicial

A partir dos dados de fluorescéncia corrigidos, calculou-se a razéo das intensidades de
GFPcorrigiso por E2Crimson e, em seguida, foi feita uma normalizagdo desta razéo pela
centralizacdo com a mediana. Esta normalizacdo consiste no célculo da mediana de cada
uma das condicdes de estudo, sendo que, posteriormente, cada valor de razéo é dividido pela

mediana de sua respectiva condicéo e transformados em logaritmo na base dois.

- Andlise da correlacdo linear entre as replicatas

Com os valores normalizados obtidos anteriormente foi possivel construir gréaficos de
dispersdo, comparando as duplicatas. Apds a construcdo dos graficos de dispersao, foi

escolhida a condicdo de referéncia para 0s proximos passos, no caso, selvagem controle.

- Calculo de “4” e “M”

“A” (add) representa o logaritmo na base dois da raiz quadrada da multiplicacdo da
condicéo de referéncia pela condicdo a ser comparada para cada proteina; e “M” (minus)
representa o logaritmo na base dois da divisdo da condigdo referéncia pela condicdo
comparada para cada proteina. Esses célculos permitem a centralizacdo do grafico de
dispersdo dos dados na abscissa. E uma forma de evitar os problemas advindos de métodos
globais de normalizacdo, sendo um passo necessario para normalizacdo pelo método de
LOESS.
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Como os valores de GFPcorrigidco /E2Crimson foram anteriormente convertidos para a
escala log2, para obter “A” foi necessario apenas calcular a média entre os valores de
referéncia e os valores das demais condigdes para cada proteina. E para “M”, subtraiu-se 0

valor de referéncia dos demais valores.

- Normalizagéo pelo método de LOESS

Para a realizacdo deste passo, primeiramente foi calculada a média moével para cada
proteina. Ela corresponde a média entre o valor “M” da proteina correspondente e os valores
“M” das quarenta proteinas consecutivas, organizados em ordem crescente pelo valor de
“A”. Obtida a média movel, foi calculado o valor M’, pela subtracdo da média movel do

valor “M” de cada proteina.

- Teste estatistico

Ap0s 0 processo acima, foi realizado um teste de analise de variancia com dois fatores
- two-way ANOVA utilizando os valores de M’ de cada proteina. No caso, foram
consideradas como variaveis dependentes a condicdo de selvagem e mutante e a condicéo
de tratamento com droga indutora de RE (Tunicamicina ou DTT) e auséncia de tratamento
com droga (controle). Os valores p obtidos foram entdo organizados em ordem crescente.
Posteriormente foi criado um indice “i”” de nimeros naturais (de um a 3.973) para os valores

organizados. O indice “i” foi dividido pelo tamanho amostral (i/3973).

- Diferenca nos niveis proteicos

Finalmente foi calculado o FDR (False Discovery Rate) para um valor a de 0,35,
através da multiplicacdo de o por i/tamanho amostral. A importancia do calculo de FDR
deve-se ao fato do mesmo excluir falsos positivos na obtencdo das proteinas com niveis
alterados. Cabe aqui destacar que as proteinas foram consideradas com niveis diferenciados
(ou hits - up ou down no mutante hyp2-3 em relagcdo ao selvagem) quando o valor de p era

menor ou igual ao valor do FDR calculado.
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- Anélises complementares

Foi feita a comparacao entre 0s niveis proteicos da condi¢do selvagem controle e 0s
selvagens tratados com DTT ou tunicamicina (indutores de estresse de RE) para avaliar se a
estratégia de determinacdo de perfil protedmico utilizada aqui foi capaz de detectar o
aumento nos niveis de proteinas induzidas pela UPR. A diferenca nos niveis proteicos entre
as duas condicdes (selvagem controle e selvagem tratado) foi testada por um teste t de
Student bicaudal para cada proteina utilizando os valores de M’. Em seguida, foi feita uma
comparacao da lista de proteinas cujo nivel aumentou mediante o tratamento com DTT ou
tunicamicina com uma lista de genes cuja expresséao € ativada por UPR (TRAVERS et al.,
2000; KIMATA et al., 2006). Ap6s a comparacao desses dados, foi realizado um teste de
Qui Quadrado (p < 0,05) com o intuito de identificar enriquecimento na condicdo de
tratamento para proteinas cujos niveis aumentam apds a inducdo de UPR. Adicionalmente,
foi realizada uma anélise de GO atraves do software web Saccharomyces Genome Database
YeastMine (https://yeastmine.yeastgenome.org/yeastmine/begin.do) com o intuito de
comparar as categorias de GO da lista de alvos de UPR com as listas de proteinas com niveis
aumentados no selvagem tratado em relacdo ao selvagem néo tratado para cada indutor de
estresse de RE.

Também foi investigada a a presenca dos motifs tripeptidicos associados a pausa dos
ribossomos em células com deplecédo de elF5A (SCHULLER et al., 2017) dentre os hits up
e down (no mutante hyp2-3 em relagédo ao selvagem) para os tratamentos com indutores de
estresse de RE, da seguite forma: foi feita uma busca através do software web
Saccharomyces Genome Database Yeast Genome utilizando a ferramenta de analise Pattern
Matching (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/PATMATCH/nph-patmatch) para as
proteinas que contém os 29 principais motifs associados a pausa de ribossomos em células
com deplecéo de elF5A. Essa lista foi comparada com as proteinas que compdem a colecéo
GFP e em seguida foi feita uma nova comparagdo com os hits down para o tratamento com
DTT e tunicamicina. Ap6s o cruzamento desses dados, foi realizado um teste de Qui
Quadrado (p < 0,05) com o intuito de identificar enriquecimento dentre os hits para proteinas
que possuem esses motifs.

Devido ao fato de que um estudo recente realizado em células de mamiferos sugeriu
uma ativacdo da UPR e aumento na expressdo de chaperonas mediante a deplecdo de elF5A
sem inducdo de estresse de RE (MANDAL et al., 2016), foi investigada a possibilidade da
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existéncia de uma ativacao prévia da UPR no mutante de elF5A em S. cerevisiae. Isso foi
feito através da andlise dos niveis proteicos do mutante hyp2-3 em relagdo ao selvagem na
condicdo controle, ou seja, sem a inducdo do estresse de RE, através de um teste t de Student
bicaudal, utilizando os valores de M’ para cada gene. A lista de proteinas hits up na condicéo
sem inducgéo de estresse foi comparada com uma lista de genes ativados por Hacl que foi
gerada no banco de dados Yeastract (Yeast Search for Transcriptional Regulators And
Consensus Tracking; www.yeastract.com). Além disso, também foi realizada uma busca por
esses genes ativados por Hacl dentre os hits up provenientes de duas analises de perfil
transcricional realizadas previamente no laboratério: a) perfil transcricional gerado por
RNA-seq do mutante dys1-1 (Tatiana Watanabe, dados ndo publicados), que é deficiente em
elF5A hipusinado (GALVAO et al., 2013) b) perfil transcricional gerado por anéalises de
microarray do mutante hyp2-1 (Cleslei Zanelli, dados ndo publicados). Apds a comparacao
desses dados, foi realizado um teste de Qui Quadrado (p < 0,05) com o intuito de identificar

enriquecimento nesses rastreamentos para proteinas cuja transcricdo € ativada por Hacl.

3.2.6.7. Andlise de Ontologia Genética

Foram analisados os resultados obtidos para o rastreamento com as drogas indutoras
de RE, ao nivel bioldgico, utilizando a abordagem do enriquecimento de ontologias
genéticas, neste caso, as identificacbes de GO (ontologia genética ou Gene Ontology), que
permite classificar e catalogar os genes segundo varios dominios, nomeados em relacéo ao
componente celular, processo biolégico e fungcdo molecular em um determinado organismo
(ASHBURNER et al., 2000).

Para tanto, foi utilizado o software web Saccharomyces Genome Database Slim
Mapper (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goSlimMapper.pl) para determinar as
classificactes de GO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analise da influéncia de elF5A no splicing de HAC1

4.1.1. Andlise dos niveis de mRNA de HAC1 em um mutante de elF5A por PCR
guantitativa em tempo real (qQPCR)

Como apresentado anteriormente neste projeto, dados recentes de nosso laboratério
mostraram a participacdo de elF5A na translocacdo de proteinas pela via co-traducional e
gue mutantes desse fator possuem niveis aumentados de proteinas envolvidas com estresse
de RE, como chaperonas de via secretéria (ROSSI; GALVAO, et al., 2014). Esses dados s&o
indicativos de que elF5A possa participar na regulacdo da traducéo de fatores envolvidos
com RE e secrecéo.

Resultados preliminares indicavam um papel para elF5A na maturacdo de Hacl e,
portanto, na ativacao da via UPR, pois, através da analise de mRNA de HAC1 por qPCR foi
revelada uma reducdo no splicing desse mMRNA nos mutantes condicionais de elF5A hyp2-
3 e hyp2-S149P (Danuza Rossi, dados ndo publicados; mutante hyp2-S149P também
chamado de ts1159 (ZUK; JACOBSON, 1998)). No entanto, esse dado necessitava ser
confirmado.

Para tanto, foi proposta a quantificacdo do mMRNA de HAC1 (antes e apos o splicing)

em uma linhagem selvagem e em uma mutante de elF5A (hyp2-3).

4.1.1.1. Obtencdo do cDNA para validacdo e otimizacdo dos primers

Os dados de quantificacdo das amostras de RNA total, bem como a razdo 260/280, que

indica a qualidade, em relacdo a contaminantes, estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Quantificagdo das amostras de RNA em triplicata utilizadas para esta etapa.

Amostra* (ng/uL) A260/A280
HYP2.1 NT 557,4 2,10
HYP2.2 NT 1901,0 2,09
HYP2.3 NT 566,7 2,03
HYP2.1DTT 1330,0 2,08
HYP2.2DTT 753,7 2,10
HYP2.3DTT 738,0 2,15
hyp2-3.1 NT 1758,0 2,10
hyp2-3.2 NT 935,5 2,07
hyp2-3.3 NT 670,9 2,10
hyp2-3.1 DTT 887,5 2,13
hyp2-3.2 DTT 1304,0 2,15
hyp2-3.3DTT 825,5 2,11

* NT=amostra ndo tratada; DTT=amostra tratada com 32mM de DTT. Fonte: elaborada pela

autora.

Com estes resultados, observou-se que a extracdo do RNA total de levedura pelo
método de purificacdo pelo kit RNeasy Mini foi eficiente e o material obtido foi puro, pois
a razdo 260/280 apresentou-se dentro dos valores esperados determinados pelo fabricante
(1,9-2,1).

Em seguida, para verificar a integridade do RNA obtido, essas amostras foram

submetidas a uma eletroforese capilar, como apresentado na Figura 13.
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Figura 13 - Analise de integridade do RNA purificado de S. cerevisiae.

e e e e e e 188

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Em que: 1-3 corresponde a VZL1256 (selvagem) ndo tratada com DTT; 4-6 corresponde a
VZL1256 (selvagem) tratada com 32 mM de DTT; 7-9 corresponde a VZL1258 (mutante
hyp2-3) nédo tratada com DTT; 10-12 corresponde a VZL 1258 (mutante hyp2-3) tratada com
DTT. As bandas destacadas correspondem aos RNAs ribossomais 25S e 18S. Fonte:

elaborada pela autora.

Apbs a corrida, as bandas dos rRNAs 25S e 18S ficaram claramente destacadas. A
banda de 25S apresentou uma intensidade cerca de duas vezes maior do que a banda de 18S,
sendo que esta proporcao de 2:1 (25S:18S) é um bom indicativo de que 0 RNA total possui
qualidade suficiente para o ensaio de gPCR. Vale destacar ainda que foi apresentado pouco
arraste entre essas duas bandas de rRNA.

Em seguida, as amostras de RNA total foram tratadas com DNase | para retirada de
qualquer contaminacdo com DNA gendmico e submetidas a transcri¢ao reversa, sendo que

0 cDNA obtido foi utilizado para a otimizagdao e validagédo dos primers.
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4.1.1.2. Desenho, otimizacdo e validacdo dos primers para gPCR

Para a amplificacdo diferenciada do cDNA proveniente do mMRNA de HAC1 imaturo
(antes do splicing), foi desenhado um primer Forward que anela no éxon 1 de HAC1 e um
primer reverse que anela no intron (Figura 14). Ja a estratégia empregada para a amplificagdo
especifica do cDNA proveniente do mRNA de HAC1 maduro (depois do splicing) foi
desenhar um primer Forward que anela no éxon 1 e um primer reverse que anelava na juncéo

éxonl- éxon2 (Figura 14).

Figura 14 - Regies de anelamento dos primers desenhados para o mRNA de HAC1,

"y
mRNA imaturo o— (R )
de HACI - "
"y
mRNA madro o— [N —— A
de HACI - "

A seta azul corresponde ao local aproximado de anelamento dos primers forward e a seta
verde corresponde ao local aproximado de anelamento dos primers reverse. Fonte:
Adaptado de DI SANTO et al., 2016.

Para a determinacao da eficiéncia de amplificagdo dos primers, foi utilizada uma curva
de concentracdo de amostras contendo diferentes concentracdes de cDNA. A partir dos
valores de slope das curvas de concentracdo, foi possivel calcular as eficiéncias de cada par
de primers (Tabela 5). Outra informacdo relevante é que todo os genes em estudo
apresentaram amplificacdo, sendo que houve a presenca de um tnico amplicon para cada par
de primers. Esta constatacdo se deu pela observacao da curva de dissociacdo dos amplicons
(fluorescéncia x temperatura), as quais apresentaram um Unico pico de fluorescéncia (dados

ndo mostrados).



Tabela 5 - Concentragéo e eficiéncia dos pares de primers nas reag0es de gPCR para o
gene em estudo.

MRNA em Concentracédo dos Primers Eficiéncia da R?
analise (LM) Reacdo (%)

HAC1 maduro 0,25 94 0,99

HAC1 imaturo 0,25 90 0,99

Fonte: elaborada pela autora.
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Como pode ser observado através da Tabela 5, os primers analisados apresentam uma

eficiéncia entre 90 e 110%. Ainda, o valor de R? para os mesmos foi de 0,99, sendo que este

pode variar entre 0 e 1, indicando assim o quanto que o modelo consegue explicar os valores

observados.

4.1.1.3. Anédlise de gPCR

Ap0s todo o processo de padronizacao da técnica de qPCR descrito anteriormente, foi

possivel utilizar os valores de Ct de cada amostra para calcular os niveis de splicing do

MRNA de HACL, através da razdo entre 0 mRNA maduro e imaturo de HAC1, corrigido pela
condicdo selvagem ndo tratado (ELIZALDE et al., 2014; VAN ANKEN et al., 2014). Os

resultados obtidos encontram-se na Figura 15.
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Figura 15 - Taxa de splicing do mRNA de HACL1 nas linhagem selvagem e mutante de
elF5A na auséncia ou presenca de 32 mM de DTT.
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Os dados sdo apresentados como média * desvio padrao de trés experimentos independentes,
em que a razao entre os niveis de HAC1 maduro e imaturo foram corrigidas pela condicéo
selvagem ndo tratado. *p <0,05 (linhagem tratada com DTT versus a mesma linhagem sem

tratamento). Fonte: elaborada pela autora.

Como mostrado na Figura 15, o tratamento com DTT provocou um aumento
estatisticamente significativo na taxa de splicing, tanto na linhagem selvagem (HYP2)
quanto na mutante (hyp2-3) em relagdo a condic¢do ndo tratada de cada linhagem, devido a
inducgdo do estresse, comprovando assim a eficiéncia do tratamento com DTT.

Através desse experimento, ndo foram observadas diferencas significativas entre a taxa
de splicing do selvagem e mutante tanto na condicéo tratada quanto na condi¢do néo tratada.
Sendo assim, os dados anteriores que sugeriam um papel para elF5A na maturacdo de mRNA

de HAC1 nao foram confirmados.
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4.1.2. Deteccéao do splicing de HAC1 por RT-PCR

Como a gPCR ndo confirmou os dados preliminares obtidos anteriormente no
laboratério (Danuza Rossi, dados ndo publicados), foi utilizada uma abordagem diferente
para testar a influéncia de elF5A sobre o splicing de HAC1. No caso, o emprego de uma RT-
PCR utilizando-se primers que anelem tanto no cDNA de HAC1 maduro quanto no imaturo
(Figura 16) (BICKNELL et al., 2007; BROWN et al., 2013; LABUNSKYY et al., 2014;
CUI et al., 2015). Sendo assim, a amplificacdo de HAC1 imaturo gera um amplicon maior
(616 pb) que o maduro (364 pb), devido a presenca do intron. A Figura 17 a seguir mostra

os resultados obtidos com esse experimento.

Figura 16 - Primers utilizados para a amplificacdo de HAC1 maduro ou imaturo.
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Tamanho de fragmento esperado para HAC1 imaturo: 616 pb; tamanho de fragmento
esperado para HAC1 maduro: 364 pb. Fonte: Adaptado de DI SANTO et al., 2016.
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Figura 17 - Detecc¢éo do splicing de HAC1 por RT-PCR.

(A) selvagem ndo tratado; (B) selvagem tratado com DTT 4 mM; (C) selvagem tratado com
tunicamicina 2 pg/mL; (D) mutante (hyp2-3) ndo tratado; (E) mutante (hyp2-3) tratado com
DTT 4 mM; (F) mutante (hyp2-3) tratado com tunicamicina 2 pg/mL. Fonte: elaborada pela

autora.

Como pode ser observado na Figura 17, tanto o selvagem quanto o mutante hyp2-3 na
condigdo ndo tratada apresentam predominantemente a amplificagdo de um fragmento
proximo a banda de 650 pb do padrdo de peso molecular, correspondendo essa banda a forma
imatura de HAC1. E evidente ainda que o tratamento com DTT ou com tunicamicina
induzem a conversdo de HAC1 imaturo para sua forma madura (fragmento proximo a 400
pb), tanto no selvagem quanto no mutante, o que demonstra, mais uma vez, que elF5A néo
influencia de forma relevante no splicing de HAC1. E importante mencionar que, apesar
desse experimento ser semiquantitativo, 0 mesmo &€ comumente usado para detectar o
splicing de HAC1 (BICKNELL et al., 2007; BROWN et al., 2013; LABUNSKYY et al.,
2014; CUl et al., 2015).
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4.2. Teste de sensibilidade a drogas indutoras de estresse de RE

As figuras mostradas aqui s@o resultados representativos de pelo menos triplicatas
bioldgicas feitas com mais de uma col6nia.

Inicialmente foram avaliados os fendtipos de crescimento das linhagens selvagem
(HYP2) e mutantes de elF5A (hyp2-3, hyp2X5eA ou hyp2???H/L93F) na presenca de DTT e
tunicamicina (Figura 18), que sdo drogas indutoras de estresse de RE (OSLOWSKI;
URANO, 2011).

Figura 18 - Mutantes de elF5A apresentam sensibilidade distinta a drogas indutoras

de estresse de RE.

SC SC + DTT 4mM SC + TUNICAMICINA 1 pg/mL

DiluicOes seriadas de 1:10 das linhagens foram plaqueadas em meio SC suplementado com
as drogas indicadas e cultivadas a 25°C durante 2 dias. Fonte: elaborada pela autora.

Esses resultados foram bastante interessantes pois 0s mutantes de elF5A possuem
fendtipos distintos na presenca de drogas indutoras de estresse de RE, sendo que apresentam
sensibilidade ao DTT e ndo sensibilidade a tunicamicina, ou até mesmo uma certa resisténcia
do alelo hyp2-3. Cabe aqui destacar que essas drogas induzem o estresse celular por
mecanismos diferentes. O DTT corresponde a um potente agente redutor que bloqueia a
formagdo de pontes dissulfeto, incluindo as de proteinas recém-sintetizadas no citosol, ndo
sendo assim um indutor especifico de estresse de RE (OSLOWSKI; URANO, 2011). Ja a
tunicamicina inibe a enzima UDP-N-acetil-glicosamina-dolicol fosfato N-acetilglicosamina-
1-fosfato transferase (GPT), que catalisa a etapa inicial de biossintese de glicoproteinas.
Dessa forma, o tratamento com tunicamicina inibe a N-glicosilagdo, o que resulta no
acumulo de proteinas mal enoveladas no limen do RE e na ativacdo da via UPR
(OSLOWSKI; URANO, 2011).

Como essas drogas afetam o dobramento de proteinas no RE e considerando que um
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trabalho anterior do laboratério descreveu a participagdo de elF5A na translocagdo de
proteinas para o RE pela via co-traducional (ROSSI; GALVADO, et al., 2014), foi realizado
um teste para analisar o fenotipo de crescimento na presenca de DTT e tunicamicina de
mutantes condicionais da via de SRP (Figura 19). Foram testados o mutante de uma
subunidade de SRP, srp54-PH, e mutantes do receptor de SRP no RE (srp101-47 e srp102-
510). Vale ressaltar que todos esses mutantes mencionados, relacionados a SRP, apresentam
defeito na translocacédo de proteinas para o0 RE (PRINZ et al., 2000).

Figura 19 - Teste de sensibilidade de mutantes de SRP a drogas indutoras de estresse
de RE.
SC SC+DTT 4mM SC + TUNICAMICINA 1 pg/mL

Selvagem

srp54-PH Q.‘\

prde © @ © i
H

nue O © & o . ® 2
A hacl ‘ . . ’ﬁ ‘e

Diluigdes seriadas de 1:10 das linhagens foram plaqueadas em meio SC suplementado com

as drogas indicadas e cultivadas a 25°C durante 2 dias. Fonte: elaborada pela autora.

Verificou-se que esses mutantes de SRP testados ou ndo apresentam sensibilidade
tanto ao DTT quanto a tunicamicina, como srp54-PH, ou apresentam certa sensibilidade, a
ambos indutores de estresse de RE, demonstrando, assim, um padréo diferente daquele dos
mutantes de elF5A (em comparacdo com a Figura 18).

Como ja foi descrito em um trabalho do nosso laborat6rio que a superexpressdo de
todos os componentes do complexo SRP suprimiu o fenétipo de sensibilidade a temperatura
do mutante hyp2-1 (tif51A-1) de elF5A (ROSSI; GALVADO, et al., 2014), foi testado se essa
superexpressdo alteraria os fendtipos apresentados pelo mutante hyp2-3 de elF5A na

presenca de drogas indutoras de estresse de RE (Figura 20).



Figura 20 - Superexpressdo dos componentes do complexo SRP.

SC SC+DTT 4mM SC + TUNICAMICINA 1 pg/mL

RSRo 0 004 iJ0 00
e 000, o 00

hyp2-3+ SRP

Diluicbes seriadas de 1:10 das linhagens selvagem (VZL1256) e mutante hyp2-3
(VZL1258), superexpressando todos os componentes do complexo de SRP (pVZ1359 +
pVZ1360) ou carreando vetores vazios (pSV364 + pSV374), foram plaqueadas em SC -leu,

-ura e cultivadas a 25°C durante 3 dias. Fonte: elaborada pela autora.

Como pode ser observado, o teste de superexpressdo dos componentes do complexo
SRP ndo alterou os fendtipos apresentados pelo mutante de elF5A hyp2-3 na presenca de
drogas indutoras de estresse de RE. Sendo assim, o comportamento diferencial de mutantes
de elF5A com relacdo a diferentes indutores de estresse de RE ndo deve estar diretamente
relacionado com a translocacgéo co-traducional de proteinas mediada por SRP.

Uma vez que mutantes de elF5A sdo resistentes a tunicamicina em algumas condicdes,
foi testado também se mutantes duplos de elF5A e de nocautes de HAC1 ou IRE1 possuem

comportamento diferente daqueles dos mutantes simples (Figura 21).
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Figura 21 - Analise de interacdo genética entre os mutantes de elF5A e nocautes de
HACL1 (Ahacl) ou Irel (Airel).
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Diluigdes seriadas de 1:10 das linhagens indicadas foram plaqueadas em meio SC adicionado

ou ndo de tunicamicina e cultivadas a 25°C e 37°C durante 2 dias (A) ou 25°C e a 33°

O

durante 3 dias (B). Fonte: elaborada pela autora.
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Como apresentado na Figura 21, os mutantes duplos de elF5A e de nocautes de HAC1
ou IRE1 apresentam crescimento melhor que os nocautes de HAC1 ou IRE1 isolados na
presenca de uma concentracdo menor de tunicamicina do que as testadas na Figura 18.
Apesar dessa supressdo ser pequena a 25°C, ela é reprodutivel e compativel com dados
similares de mutantes de proteinas ribossomais, sendo esta mais pronunciada nas
temperaturas semipermissivas.

Este resultado € bastante interessante, pois, sem Hacl ou Irel na célula a UPR néo é
ativada em resposta a estresse de RE. Desta forma, a supressao de fendtipo promovida pela
inativacdo da fungdo de elF5A na célula é independente de Hacl ou Irel, pois mesmo na
auséncia destes, ocorre melhora no crescimento de mutantes de elF5A na presenca de
tunicamicina (Figura 21).

De forma semelhante ao que foi observado no presente trabalho, um estudo prévio
demonstrou uma resisténcia a tunicamicina aumentada em mutantes com dele¢des nos genes
de proteinas ribossomais e de montagem de ribossomo, sendo esta independente do fator de
transcricdo Hacl. Estes dados suportam um modelo no qual a tradugdo reduzida é protetora
contra o estresse de RE por meio de um mecanismo distinto da via canénica de UPR
(STEFFEN et al., 2012). Porém, neste caso, ndo foi demonstrado o comportamento dessas
linhagens com delecdo de proteinas ribossomais ou responsaveis pela montagem do
ribossomo na presenca de DTT. Sendo assim, foi realizado um ensaio de sensibilidade a
DTT e tunicamicina apés diluicdo seriada com essas linhagens e os resultados encontram-se

na Figura 22.



Figura 22 - Mutante de elF5A apresenta comportamento distinto de linhagens com
delecdo de proteinas ribossomais na presenca de drogas indutoras de estresse de RE.
SC + DTT 4mM SC + TUNICAMICINA 2 pg/mL

HYP?
hyp2-3

250C A hacl
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wn
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DiluicGes seriadas de 1:10 das linhagens foram plaqueadas em meio SC suplementado com

as drogas indicadas e cultivadas a 25°C e 33°C durante 3 dias. Fonte: elaborada pela autora.

Como pode ser observado na Figura 22, a resisténcia a tunicamicina do mutante hyp2-
3 é ainda mais pronunciada (principalmente a 25°C) na presenc¢a de uma concentra¢do maior
desta droga. Essa concentracdo maior de tunicamicina foi utilizada nesse experimento pois
0s ensaios com linhagens que apresentam delecdes de proteinas ribossomais foram
realizados nessa condi¢do. De uma maneira geral, a resisténcia a tunicamicina ndo foi
demonstrada de forma muito evidente para essas linhagens, porém, os testes originais foram
realizados a 30°C. Apesar disso, o que ficou bem evidente é que o comportamento de
sensibilidade ao DTT do mutante hyp2-3, principalmente a 33°C, ndo € observado nas outras
linhagens da Figura 22, o que mostra que elF5A afeta a resposta a drogas que induzem o
estresse de RE de uma forma diferente que os mutantes de proteinas ribossomais e montagem
de ribossomo.

Ainda neste @mbito, com o intuito de confirmar se esse efeito supressor da
sensibilidade a tunicamicina de mutantes de elF5A corresponde a uma deficiéncia na
traducdo especifica de elementos da via secretoria (MANDAL et al., 2016) ou geral, as

linhagens selvagem (VZL1363), 4hacl e 4irel foram transformadas com o plasmideo que
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carreia 0 mutante dominante negativo de eEF2 (eft2H%%K) que ocasiona um defeito geral na
elongagéo da traducdo celular (ORTIZ; KINZY, 2005). Em seguida, foi avaliado se esse
mutante também desencadeia os efeitos observados para os mutantes de elF5A na presenca

de drogas indutoras de estresse de RE (Figura 23).

Figura 23 - Comportamento da linhagem selvagem transformada com o mutante
dominante negativo de eEF2 (eft2H6%°K) na presenca de drogas indutoras de estresse de

RE.
SC-LEU SC-LEU +DTT 4mM SC- LEU + TUNICAMICINA 2 pg/mL

vetor

HYP?

hyp2-3 | vetor

A hacl | vetor

DiluicOes seriadas de 1:10 das linhagens de interesse foram plaqueadas em SC-leu e

cultivadas a 25°C durante 3 dias. Fonte: elaborada pela autora.

Como pode ser observado na Figura 23, uma reducéo geral da elongacéo da tradugéo
ndo € capaz de proporcionar na célula selvagem para elF5A um comportamento semelhante
ao mutante desse fator na presenca de drogas indutoras de estresse de RE, permanecendo
esta com padrao de crescimento compativel com a linhagem de partida transformada com o
vetor vazio. Nessas condicdes, ndo foi possivel avaliar o efeito do dominante negativo de
eEF2 sobre as linhagens Adhacl e Airel, pois as mesmas ndo cresceram (dados néo
mostrados).

Considerando que os mutantes duplos de elF5A e dhacl e Airel apresentam
crescimento melhor que 4hacl e Airel separadamente, também foi testado se a combinagédo
da mutacdo de eEF2 com os nocautes de Hacl ou Irel proporciona alguma alteragdo no
crescimento (Figura 24).



Figura 24 - Andlise
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Diluicdes seriadas de 1:10 das linhagens indicadas foram plagueadas em meio SC adicionado

ou ndo de tunicamicina e cultivadas a 25°C e 33°C durante 3 dias. Fonte: elaborada pela

autora.
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Como pode ser observado na Figura 24, a reducdo geral da elongacéo da tradugéo néo
foi capaz de proporcionar a supressdo do defeito de crescimento dos nocautes de Hacl ou
Irel na presenca de tunicamicina, como é observado para os mutantes duplos dessas
proteinas e de elF5A, permanecendo estas com padrdo de crescimento compativel com a
linhagem de partida transformada com o vetor vazio, 0 que corrobora com um efeito
especifico de elF5A sobre essa supressdao do defeito de crescimento em tunicamicina,
independente de via de Hacl.

E necessario ainda chamar a atencdo para o fato de que mutantes duplos de elF5A e
de nocautes de Hacl ou Irel transformados com o dominante negativo de eEF2 mostram a
interacdo genética ja descrita para elF5A e eEF2 (DIAS et al., 2012), o que aumenta a

confiabilidade dos resultados.

4.3. Andlise do perfil protebmico do mutante hyp2-3 em resposta ao DTT e a
tunicamicina

4.3.1. Rastreamento com a colecdo de ORFs-GFP de S. cerevisiae

Para tentar entender melhor como elF5A estd envolvido na traducdo de genes
especificos e o0 motivo pelo qual mutantes de elF5A possuem fendtipos distintos na presenca
de drogas indutoras de estresse de RE: sensibilidade ao DTT e resisténcia a tunicamicina
(dados apresentados anteriormente), foi feita uma verificacdo da existéncia de diferencas nos
niveis de proteinas entre uma linhagem selvagem (VZL1363) e uma mutante (VZL1364 -
hyp2-3) de elF5A na presenca dessas drogas indutoras de estresse de RE.

Para isso, foi realizada uma andlise do perfil protedbmico de S. cerevisiae através da
quantificacdo de fluorescéncia in vivo utilizando-se versdes da colecdo de ORFs-GFP com
background selvagem e mutante de elF5A (hyp2-3), geradas através da metodologia SGA.
Como normalizador interno, foi utilizada uma variante da proteina fluorescente vermelha
(RFP) E2Crimson, sob o controle transcricional de um promotor constitutivo do gene de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH - TDH3 em S. cerevisiae). Um exemplo dos

resultados obtidos pode ser visto na Figura 25.
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Figura 25 - Resultado do escaneamento de uma placa da colecdo com o background
selvagem e mutante de elF5A (hyp2-3).

Combinacdo das imagens

Os paineis a esquerda demonstram as intensidades de fluorescéncia de GFP, os centrais de
RFP (E2Crimson) e os a direita representam a sobreposicao dessas imagens para a placa 1
da colecéo utilizada, com o background selvagem (superior) e mutante de elF5A (inferior).

Fonte: elaborada pela autora.

As medidas de fluorescéncia foram obtidas nas seguintes condicdes: auséncia de droga
indutora de estresse de RE (controle), 1,75 pg/mL de tunicamicina e 2,5mM de DTT para o
selvagem e o mutante de elF5A. O resultado da sobreposicdo das imagens obtidas para GFP
e RFP de um dos 14 escaneamentos, nas 6 condi¢fes de estudo, pode ser visualizado na

Figura 26.
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Figura 26 - Amostra dos resultados da sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia de
GFP e RFP obtidos ap6s escaneamento no Typhoon.

Controle Tunicamicina 1,75 pg/mL

[ Controles em todas as placas
As linhagens destacadas pelos retangulos brancos correspondem aos controles presentes em
todas as placas; as linhagens destacadas pelos retangulos azuis (primeira placa canto superior
esquerdo) correspondem a borda presente em todas as placas; e as coldnias destacadas pelo
retdngulo roxo correspondem a d duplicatas de diferentes ORFs-GFP. Fonte: elaborada pela

autora.

Como pode ser observado na Figura 26, cada placa foi delimitada por uma linhagem
com a capacidade de crescer em meio sintético sem histidina, pois as colonias da borda
apresentam uma vantagem de crescimento em relacdo as outras col6nias devido a maior
disponibilidade de nutrientes nessa regido (TONG; BOONE, 2007). Essa borda aparece mais
avermelhada que as demais col6nias pois a mesma produz apenas a proteina fluorescente
RFP. Os outros clones presentes na placa aparecem mais ou menos verdes, o que reflete os
diferentes niveis de proteinas fluorescentes que estdo sendo produzidas pelas mesmas (GFP
e RFP).

Em todas as placas também foram adicionadas 9 linhagens com diferentes niveis de
expressdo de GFP que funcionaram como controles para avaliar a variagéo de intensidade
do sinal de fluorescéncia entre as placas. Através de uma analise visual, foi constatado que

a coloracao das duplicatas dos controles eram bem parecidas dentro da mesma placa nas



71

diferentes condicOes e entre placas diferentes (Figura 27), assim como a coloragdo das
replicatas dos demais clones. Essa andlise visual também indicou que a maior parte das
linhagens analisadas apresentava a intensidade das proteinas fluorescentes para selvagem e
mutante nas diferentes condi¢des analisadas em um nivel semelhante, comportamento este

esperado para esse tipo de estudo.

Figura 27 - Semelhanca entre o comportamento dos controles em diferentes placas.

Os paineis demonstram a sobreposic¢ao das imagens obtidas para GFP e RFP das placas 1, 2
e 3 (da esquerda pra direita) na condigcdo controle/selvagem (sem DTT ou tunicamicina).

Fonte: elaborada pela autora.

Para comprovar que as duplicatas das diferentes linhagens nas diferentes condicGes
analisadas apresentavam niveis de proteinas fluorescentes semelhantes, o que reflete na
reprodutibilidade dos resultados, foi realizada a quantificacdo da intensidade da associacao
linear entre as replicatas através do calculo do coeficiente de correlacéo linear (R), utilizando
para isso os valores da razédo log2 GFP/RFP (KAINTH et al., 2009) (Figura 28).

Como pode ser observado na Figura 28, os coeficientes de correlagéo variaram de 0,85
(para a condicdo mutante tratado com 2,5 mM de DTT) a 0,99 (para a condi¢cdo selvagem
controle) demostrando assim que ha uma correlacdo positiva forte entre os valores das

replicatas do experimento.
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Figura 28 - Correlacéo linear entre as replicatas nas diferentes condic6es de estudo.
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(A) Condicao selvagem controle, cujo valor de R foi 0,99; (B) Condicdo mutante hyp2-3

controle, cujo valor de R foi 0,91; (C) Condicdo selvagem tratado com 2,5 mM de DTT,

cujo valor de R foi 0,93; (D) Condi¢do mutante hyp2-3 tratado com 2,5 mM de DTT, cujo

valor de R foi 0,85; (E) Condicéo selvagem tratado com 1,75 pg/mL de tunicamicina, cujo

valor de R foi 0,93; (F) Condi¢do mutante hyp2-3 tratado com 1,75 pug/mL de tunicamicina,

cujo valor de R foi 0,88. A correlagéo foi determinada comparando a razéo log2 GFP/RFP

para cada replicata nas diferentes condigOes. Fonte: elaborada pela autora.
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4.3.2. Andlise do efeito do tratamento com DTT e tunicamicina no selvagem

Primeiramente, no intiuto de avaliar se a estratégia de analise protedmica utilizada
nesse trabalho foi capaz de detectar o0 aumento nos niveis de proteinas induzidas por UPR,
foi realizada a comparacdo entre os niveis proteicos da condigdo selvagem controle e 0s
selvagens tratados com DTT ou tunicamicina. ApOs esse processo, as proteinas cujos niveis
aumentaram significativamente ap0s o tratamento com DTT ou tunicamicina foram
comparados com uma lista de 290 genes (considerando os presentes na cole¢cdo GFP - Anexo
1) que representa o perfil transcricional de ativacdo de UPR obtido com o tratamento com
DTT ou tunicamicina através de microarray (TRAVERS et al., 2000; KIMATA et al., 2006).

Apds essa comparacdo, foi feita uma analise de Qui Quadrado (p< 0,05) para avaliar
se havia um enriquecimento para esses genes da lista de referéncia de genes ativados por
UPR dentre as proteinas hits up no selvagem apds o tratamento com DTT ou com
tunicamicina. Como esse enriquecimento ndo foi observado, foi realizada uma analise de
ontologia genética (GO, Gene Ontology) para avaliar se os termos de GO enriquecidos da
lista de genes induzidos por UPR (TRAVERS et al., 2000; KIMATA et al., 2006)
apresentam coincidéncias informativas do efeito do tratamento com DTT ou com
tunicamicina nos hits up do selvagem (selvagem tratado em comparacdo com nao tratado).
As Tabelas 6 e 7 a seguir mostram os termos de GO de processo bioldgico e de componente
celular enriquecidos gque sdo coincidentes entre as listas de referéncia (genes induzidos por

UPR) e as listas de proteinas hits up no selvagem ap0s os tratamentos (Anexo 2).
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Tabela 6 - Correspondéncias entre os termos de GO enriquecidos da lista de alvos de UPR

em comparacdo com as proteinas com niveis aumentados na linhagem selvagem apos o

tratamento com DTT.

BIOLOGICAL PROCESS

GO term p value n. de
genes*
Cellular lipid biosynthetic process 0,05 8
Cellular lipid metabolic process 0,04 49
Cytoplasmic sequestering of protein 0,05 5
Ergosterol biosynthetic process 0,05 8
Ergosterol metabolic process 0,04 9
GPI anchor metabolic process 0,07 7
Protein retention in ER lumen 0,00 5
Lipid biosynthetic process 0,03 36
Lipid metabolic process 0,04 51
Maintenance of protein localization in endoplasmic reticulum 0,00 5
Maintenance of protein localization in organelle 0,03 5
Membrane lipid metabolic process 0,10 14
Phosphatidylinositol biosynthetic process 0,08 9
Phosphatidylinositol metabolic process 0,10 13
Protein folding in endoplasmic reticulum 0,09 4
Protein N-linked glycosylation 0,09 9
Vesicle fusion 0,06 10
CELLULAR COMPONENT
GO term p value n. de
genes*

Endoplasmic reticulum membrane 0,03 58
Golgi medial cisterna 0,03 3
Vacuolar membrane 0,04 41
Spindle 0,04 15
Microtubule 0,05 13
Nuclear outer membrane-endoplasmic reticulum membrane 0,06 58
network

Integral component of membrane 0,06 148
Vacuole 0,06 66
Endoplasmic reticulum part 0,08 58
Endoplasmic reticulum 0,08 87
Oligosaccharyltransferase complex 0,09 3

* Com niveis aumentados na linhagem selvagem apds o tratamento com DTT. Fonte:

elaborada pela autora.
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Tabela 7 - Correspondéncias entre os termos de GO enriquecidos da lista de alvos de UPR

em comparacdo com as proteinas com niveis aumentados na linhagem selvagem apos o

tratamento com tunicamicina.

BIOLOGICAL PROCESS

GO term p value n. de
genes*
Cell aging 0,00 19
Cellular response to external stimulus 0,00 25
Cellular response to extracellular stimulus 0,00 25
Establishment of protein localization to endoplasmic reticulum 0,07 9
Golgi organization 0,03 5
Localization within membrane 0,08 4
Posttranslational protein targeting to membrane 0,02 6
Posttranslational protein targeting to membrane, translocation 0,00 5
Protein desumoylation 0,06 3
Protein folding 0,08 20
Protein insertion into membrane from inner side 0,03 3
Protein localization to endoplasmic reticulum 0,02 13
Protein localization to endoplasmic reticulum exit site 0,07 2
Protein polyubiquitination 0,09 7
Protein targeting to ER 0,06 9
Regulation of glycolytic process 0,00 4
Replicative cell aging 0,04 11
Response to external stimulus 0,00 28
Signal peptide processing 0,09 3
Cellular component
GO term p value n. de
genes*
Sec62/Sec63 complex 0,00 4
Endoplasmic reticulum Sec complex 0,00 4
Signal peptidase complex 0,01 3
Membrane-bounded organelle 0,02 527
ESCRT Il complex 0,03 2
Rough endoplasmic reticulum 0,03 4
Rough endoplasmic reticulum membrane 0,03 4
BLOC-1 complex 0,05 3
Endoplasmic reticulum lumen 0,06 4

* Com niveis aumentados na linhagem selvagem apds o tratamento com tunicamicina.

Fonte: elaborada pela autora.
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Como pode ser observado atraves das Tabelas 6 e 7, existem diversas coincidéncias de
categorias de GO. Sendo assim, os resultados obtidos no presente trabalho possuem uma boa
concordancia com os resultados da literatura para genes ativados por UPR (TRAVERS et
al., 2000; KIMATA et al., 2006). Vale ressaltar que apesar dessa lista de genes ativados por
UPR ser muito utilizada na literatura como referéncia para esse tipo de comparac¢ao, a mesma
ndo engloba genes que classicamente foram definidos como alvos de UPR, como é o caso
de KAR2 e INOL1. Além disso, comparando essa lista de reféncia (290 genes da colecdo GFP)
com a lista de genes regulados positivamente por Hacl (137 genes na colecdo GFP; dados
provenientes do Yeastract - Anexo 3), € observada uma sobreposicdo de apenas 50% dos
genes, 0 que pode ter ocorrerido devido ao fato de que esses conjuntos de resultados séo

provenientes de experimentos em larga escala.

4.3.3. Analise geral dos hits gerados pelo rastreamento com drogas indutoras de estresse
de RE

Apos a analise dos dados provenientes das 84 placas nas diferentes condic6es, foram
entdo obtidas as proteinas que apresentavam niveis distintos entre 0 mutante de elF5A e o
selvagem na presenca de drogas indutoras de estresse de RE, sendo que essas receberam a
denominacdo de hit. Quando as mesmas apresentavam niveis reduzidos no mutante hyp2-3
em relacdo ao selvagem, estas receberam a denominacéo hit down e, quando os niveis eram
aumentados no mutante, estas receberam a denominacdo hit up. Cabe aqui ressaltar que o
foco deste trabalho foi tentar entender porque o mutante de elF5A apresenta fenotipos
distintos na presenca das drogas indutoras de estresse de RE, sendo assim, serdo exibidos o0s
resultados obtidos para as proteinas que apresentaram diferentes niveis entre 0 mutante de
elF5A e o selvagem na presenca destas drogas, sendo que o estudo das proteinas que se
encontram diferencialmente presentes na auséncia de drogas € parte do objetivo do projeto
da doutoranda Natalia Moreira Barbosa. Entretando, em um futuro proximo pretende-se
comparar os resultados obtidos no presente estudo com os dados provenientes do trabalho
da Natélia, para avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos através do escaneamento
com o Typhoon. A Tabela 8 a seguir resume 0 nimero de hits obtidos para as condi¢des de

tratameto com DTT e com tunicamicina (lista completa dos hits no Anexo 4).
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Tabela 8 - Numero de hits identificadas na analise protebmica por GFP/RFP.

Condicao Numero de hits Numero de hits Total
up down

DTT 205 256 461

Tunicamicina 112 186 298

Fonte: elaborada pela autora.

Como pode ser observado na Tabela 8, foram encontradas, ap0s o rastreamento, 461
proteinas com niveis alterados entre o mutante e o selvagem na presenca de DTT, sendo que
205 destas apresentavam os niveis aumentados e 256 os niveis reduzidos no mutante. J4 para
a condicdo de tratamento com tunicamicina, foram observados 298 proteinas com os niveis
diferentes do selvagem, sendo que 112 destas apresentavam os niveis aumentados e 186 0s
niveis reduzidos no mutante (Anexo 4).

Em seguida, foi realizada uma analise de ontologia genética (GO) separando-se 0s hits
up e down para cada droga, de acordo com as classificagcdes do banco de dados SGD de S.
cerevisiae. Estas andlises de GO revelam genes que fazem parte de um mesmo processo
bioldgico e que apresentam um aumento significativo na sua frequéncia, quando comparado
com sua frequéncia no genoma. Porém, como a cole¢cdo GFP nédo apresenta todos os genes
de S. cerevisiae, a frequéncia dos hits foi comparada com a frequéncia dos genes na colecéo
GFP. E importante mencionar que foi considerado que existia um enriquecimento de GO
guando a frequéncia dos hits em um determinado processo bioldgico fosse maior do que a
frequéncia dos genes de partida nesse processo.

As Figuras 29 e 30 mostram os resultados obtidos com a analise de GO para os hits
obtidos para o tratamento com DTT e tunicamicina, respectivamente. Como pode ser
observado, em ambas condi¢Oes de estudo existem enriquecimentos de GO para processos
cujo envolvimento de elF5A ja foi descrito anteriormente, tais como: progressao do ciclo
celular, organizacao do citoesqueleto de actina, trafego vesicular/secrecéo e tradugdo (PARK
et al.,, 1993; PARK et al., 1997; ZANELLI; VALENTINI, 2005; JAO; CHEN, 2006;
ZANELLLI et al., 2006; FRIGIERI et al., 2007; FRIGIERI et al., 2008). Uma analise mais
aprofundada dos genes presentes nessas categorias precisa ser realizada para o entendimento

de como a mutagdo de elF5A pode estar influenciando na diferenga dos fenotipos.



Figura 29 - Resultado da anélise de GO para a condicéo de tratamento com DTT.
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Figura 30 - Resultado da analise de GO para a condicéo de tratamento com tunicamicina.
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Para tentar explicar o fendtipo de resisténcia a tunicamicina e de sensibilidade ao
DTT a partir dos resultados obtidos neste rastreamento, foram comparados os hits down
para tratamento com tunicamicina e DTT com genes ja descritos na literatura cujos
nocautes geram resisténcia a tunicamicina ou sensibilidade a DTT (busca no SGD, na
categoria Phenotypes, utilizando os termos "resistance to tunicamycin: increased” ou
"resistance to 1,4-dithiothreitol: decreased"), respectivamente. Os resultados obtidos

com essas comparacdes estdo representados na Tabela 9.

Tabela 9 - Correspondéncias entre 0s genes descritos na literatura cujo nocaute gera
resisténcia a tunicamicina ou sensibilidade a DTT com os hits desse trabalho.

Categoria do hit o )
Fendtipo associado ao nocaute do

ORF Gene no perfil )
orotedmico gene, na literatura
YJR145C RPS4a  tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YORO001W  RRP6*  tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YPLO47W  SGF11  tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YGL195W GCN1*  tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YGL147C RPL9a* tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YHRO041C SRB2 tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YOR259C RPT4 tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YGR135W  PRE9 tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YMLO072C  TCB3 tunicamicina down resisténcia a tunicamicina
YNLO025C SSN8 DTT down sensibilidade aDTT
YOLO081W IRA2 DTT down sensibilidade a DTT
YAL047C  SPC72 DTT down sensibilidade a DTT
YDR245W MNN10* DTT down sensibilidade aDTT
YGR167W  CLC1* DTT down sensibilidade a DTT
YGR284C ERV29* DTT down sensibilidade aDTT
YILO017C VID28 DTT down sensibilidade a DTT
YIL042C PKP1 DTT down sensibilidade a DTT
YIL065C FIS1 DTT down sensibilidade a DTT
YJLO53W PEP8 DTT down sensibilidade aDTT

YLRO25W  SNF7* DTT down sensibilidade a DTT
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YLR447C  VMAG DTT down sensibilidade a DTT
YML121W  GTR1 DTT down sensibilidade a DTT
YOL105C  WSC3* DTT down sensibilidade a DTT
YOR132W  VPS17 DTT down sensibilidade a DTT

*Genes selecionados para futura confirmacdo por western blot. Fonte: elaborada pela

autora.

Apo0s esssa comparagdo, foram encontradas 9 correspondéncias entre genes cujos
nocautes levam a resisténcia a tunicamicina, sendo que desses, RRP6, GCN1 e RPL9A
foram escolhidos para serem confirmados por western blot, pois ja foi demonstrado que
mutantes de proteinas ribossomais e outras proteinas relacionadas com sintese de
ribossomo e traducdo de uma maneira geral levam a este fenétipo (KAPITZKY et al.,
2010; STEFFEN et al., 2012; DELANEY et al., 2013).

Ja para os hits down de DTT, foram encontradas 15 correspondéncias com genes
cujos nocautes geram sensibilidade a DTT, sendo que desses, MNN10, ERV29, SNF7 e
WSC3, foram escolhidos para serem, futuramente, confirmados por western blot por se
tratarem de genes importantes para a resposta celular ao DTT. Como a interacdo genética
entre elF5A e WSC3 ja foi descrita (VALENTINI et al., 2002; ZANELLI; VALENTINI,
2005), também serdo analisados os genes WSC2 e MID2, cuja fun¢édo esta relacionada
com WSC3 (RODICIO; HEINISCH, 2010).

Ainda, dentre os hits down obtidos nesse rastreamento com drogas, foram
encontrados componentes do sistema de degradacdo associado ao RE (ERAD): CDC48,
HUL5, DFM1, RPT4, SHP1. Os membros desse grupo foram escolhidos pois tém uma
participacdo impotante na resposta UPR (TRAVERS et al.,, 2000; SCHUBERTH,;
BUCHBERGER, 2005; SATO; HAMPTON, 2006).

Em seguida, foi feita a investigacao da presenca dos motifs tripeptidicos associados
a pausa dos ribossomos em células com deplecdo de elF5A (SCHULLER et al., 2017),
dentre os hits down (mutante hyp2-3 tratado em comparacdo com selvagem tratado). Para
isso, foi feito um levantamento das proteinas que contém os 29 principais motifs
associados a pausa de ribossomos em células com deplecdo de elF5A, totalizando 2.726
proteinas presentes na cole¢cdo GFP. Apds a comparacao dos hits down com essa lista de
2.726 proteinas, foi constatado que 170 das 256 proteinas down no tratamento com DTT

e 130 das 186 proteinas down em tunicamicina apresentaram esses motifs. No entanto,
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nenhum desses grupos apresentou enriquecimento estatisticamente significativo para
algum motif devido a alta representatividade de proteinas com algum dos 29 motifs na
colecdo GFP. Portanto, uma andlise mais precisa precisa ser feita para avaliar se de
alguma forma esses motifs sdo responsaveis pela alteracdo nos niveis proteicos na
comparagao entre linhagem mutante hyp2-3 e selvagem. Por exemplo, sera feita uma nova
andlise dos dados obtidos em perfis ribossomais de deplecdo de elF5A (SCHULLER et
al., 2017; PELECHANO; ALEPUZ, 2017) para determinar quais mMRNAs devem estar
menos traduzidos na auséncia de elF5A (busca pelos MRNAS a que pertencem as reads
mais frequentemente protegidas pelo ribossomo, ou seja, aquelas envolvidas em eventos
de stalling).

Por fim, é importante destacar ainda que um trabalho recente sugere que a presenca
de diferentes elementos de atenuacdo da elongacdo da traducdo pode contribuir para o
aumento de ligagdo de SRP a polirribossomos e seu direcionamento ao RE. Esses
elementos de atenuacgdo da elongacdo da tradugdo poderiam ser codons raros e stalling
motifs, como sequéncias ricas em amino &cidos carregados positivamente ou ricas em
prolina (CHARTRON et al.,, 2016). Uma vez que esta observacdo pode estar
correlacionada com a influéncia da fungdo de elF5A para a traducdo associada ao RE,
nosso laboratorio estabeleceu colaboracdo com a Dra. Judith Frydman no intuito de
entender melhor o impacto de elF5A na traducdo de mRNAS associados a RE ou a SRP,

através de perfil ribossomal (estagio BEPE de doutorado da aluna Natélia Barbosa).

4.3.4. Avaliacdo da ocorréncia de pré-ativacdo de UPR em Saccharomyces cerevisiae

Um estudo recente realizado em células HelLa sugeriu uma ativagdo da UPR
(aumento de ATF4 e seu efetor downstream CHOP; aumento de fosfo-IRE1; aumento de
ATF6-p50) e aumento na expressaio de chaperonas (HSPD1; HSP90BI;
HSPA5/GRP78/BiP, homdlogo de Kar2; HSPA1B, homdlogo de Ssa3-4; homologo de
Hsp60; P4AHB, homologo de Pdil; calreticulina, homologo de Cnel; calnexina, homologo
de Cnel) mediante a deplecdo de elF5A (induzida por sShRNA) sem a inducéo de estresse
de RE (MANDAL et al., 2016). Desta forma, tornou-se necessaria a investigagdo da
existéncia de uma ativacdo prévia de UPR no mutante de elF5A em S. cerevisiae. Uma
ativacdo da UPR prévia a indugdo do estresse de RE no mutante de elF5A ajudaria a

explicar o fendtipo de resisténcia a tunicamicina, considerando que a ativagdo constitutiva
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da sinalizac&o da UPR pode levar a uma maior resisténcia ao estresse de RE induzido
farmacologicamente (LABUNSKYY et al., 2014).

Para isso, foi realizada a analise dos niveis proteicos do mutante hyp2-3 em
comparacao ao selvagem na condicédo controle, ou seja, sem a inducédo do estresse de RE,
em que foram observadas 869 proteinas com niveis distintos entre 0 mutante e o
selvagem, sendo 448 hits up e 421 hits down. Dentre essas proteinas hits up no mutante,
19 correspondem a alvos de Hacl, de um total de 137 proteinas alvos de Hacl presentes
na colecdo GFP, valor este que ndo é estatisticamente significativo de acordo com o teste
de Qui Quadrado a um valor de 5% de significancia. Além disso, também foi realizada
uma busca por esses genes ativados por Hacl dentre os hits up provenientes de de duas
analises de perfil transcricional realizados previamente no laboratério: a) perfil
transcricional gerado por RNA-seq do mutante dys1-1 (deficiente em elF5A hipusinado)
b) perfil transcricional gerado por analises de microarray do mutante hyp2-1. Também
nestes perfis transcricionais ndo foi observado um enriquecimento para alvos de Hacl.

Além do mais, também nédo foram encontrados indicios de pré-ativacdo de UPR nos
experimentos de gPCR: ndo foi observado um aumento significativo na taxa de splicing
do mutante em relacdo ao selvagem na condic¢do sem tratamento com DTT (vide Figura
14); ou no experimento de RT-PCR: n&o foi observada uma banda consideravel para o
MRNA de HAC1 maduro em comparacao ao imaturo no mutante hyp2-3 na auséncia de
tratamento (vide Figura 16). Somado a isso, ja é bem descrito que mutantes que levam a
pré-ativacdo de UPR em S. cerevisiae, como por exemplo, mutantes de Kar2, apresentam
letalidade sintética com nocautes de Irel e/ou Hacl (KIMATA et al., 2003;
SCHULDINER et al., 2005), o que ndo é observado para elF5A.

Sendo assim, ndo foi verificada a ocorréncia de uma pré-ativacdo de UPR em
mutantes de elF5A em S. cerevisiag, como ocorre em mamiferos. Uma possivel
explicagdo para a existéncia de uma pré-ativacdo de UPR em células de mamiferos com
deplecdo de elF5A é que, em eucariotos superiores, a resposta a UPR & muito mais
complexa e tem uma acdo mais direta sobre o controle da tradugdo do que em S.

cerevisiae.
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5. CONCLUSOES

Os dados preliminares que sugeriam um papel para elF5A na maturagdo do mRNA
de HAC1 néo foram confirmados.

Os resultados apresentados mostraram um comportamento diferencial de mutantes
de elF5A com relacgdo a diferentes indutores de estresses de RE e que estas respostas néo
estdo diretamente relacionadas com a translocacao co-traducional de proteinas mediada
por SRP ou a um possivel defeito geral na elongacdo da tradugdo de mutantes de elF5A.

A supressdo do fendtipo de sensibilidade a tunicamicina dos nocautes de Hacl ou
Irel promovida pela inativacéo parcial da fungdo de elF5A na célula é independente de
Hacl ou Irel.

Os resultados obtidos no rastreamento em larga escala de sensibilidade a drogas
indutoras de estresse de RE (DTT e tunicamicina) possibilitaram a indicacdo de uma série
de proteinas cuja traducdo pode estar comprometida em mutantes de elF5A, o que
explicaria o fenotipo de sensibilidade a DTT e resisténcia a tunicamicina observados
nesses mutantes.

Néo foi verificada a ocorréncia de uma pré-ativacdo de UPR em mutantes de elF5A

em S. cerevisiae, como ocorre em mamiferos.
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Lista de genes que representa o perfil transcricional de ativacdo de UPR (TRAVERS et al. 2000;

KIMATA et al. 2006) presentes na colecdo GFP.

YKLO019W
YCLO30C
YDR528W
YGL250W
YJR009C
YIL068C
YBR095C
YOR131C
YMRO078C
YJL154C
YOR236W
YBR261C
YALOQ07C
YOL108C
YKL165C
YORO099W
YER156C
YDRO093W
YML114C
YNL108C
YLR380W
YDL189W
YFR044C
YDL236W
YKLO73W
YBL105C

YGL137W
YJR041C
YBLO051C
YDR411C
YKL022C
YML108W
YMR149W
YMR112C
YDRO0O47W
YNRO026C
YOLO055C
YMR308C
YDL212W
YKLO024C
YGL023C
YOLO57W
YHRO003C
YHRO098C
YHR102W
YOR288C
YMR296C
YOR239W
YIL109C
YMR163C
YBR223C
YFR041C

YJR117W
YLLO28W
YPRO79W
YDRO098C
YLR413W
YCLO044C
YMR153W
YNL142W
YDR503C
YLRO95C
YDR400W
YCRO067C
YMLO012W
YHR114W
YBR093C
YGR271W
YJRO073C
YKLO96W
YKL173W
YBR264C
YMLO28W
YGL222C
YCR048W
YBR092C
YMLO79W
YLR354C

YOR129C
YFLO62W
YDR453C
YERO68W
YALO023C
YGL253W
YGR028W
YHR175W
YLR187W
YOLO031C
YERO003C
YMRO79W
YJR113C
YHR123W
YBR235W
YHRO72W
YMRO58W
YLR199C
YDR437W
YLR335W
YJL091C
YHR129C
YKR021W
YOR172W
YDR384C
YOLO30W



YGL127C
YIL156W
YALO17W
YOR344C
YOR251C
YLR430W
YGR163W
YMRO70W
YBR166C
YALO43C
YNL245C
YDL203C
YNL124W
YGR284C
YDLO084W
YDR210W
YOLOSOW
YGRO037C
YLR350W
YKL206C
YPLO51W
YALO014C
YML102W
YMR225C
YEL002C
YBR238C
YPL094C
YMLO13W
YDR182W

YGR244C

YAROQ002C-A

YHLO032C
YERO27C

YBR162W-A

YMR184W
YGL200C
YDRO044W
YDR320C
YDR405W
YBR233W
YNRO75W
YLR386W
YBL074C
YFR028C
YDL248W
YDR301W
YBL082C
YALO026C
YDL108W
YGLO73W
YGR161C
YNL271C
YDRO73W
YNLO15W
YLLO29W
YCR024C
YNLO049C
YMLO31W

YLR188W
YGRO008C
YNLO36W
YPL141C
YKL204W
YDRO069C
YGL043W
YLR113W
YBR176W
YBR135W
YDR217C
YBR272C
YIL044C
YDL235C
YMRO067C
YMR315W
YBR197C
YDL211C
YGR133W
YDR295C
YGL126W
YML132W
YIL108W
YGL128C
YMLO76C
YFLO045C
YFLO49W
YOR324C
YKLO74C

YJLO74C
YDL160C
YLR450W
YBR245C
YNRO27W
YLR120C
YMLO29W
YOR188W
YBL014C
YCRO88W
YLR240W
YGL234W
YOR321W
YGR156W
YMR272C
YELO47C
YFRO051C
YHRO73W
YDL125C
YKRO054C
YMLOS5W
YOR176W
YHRO043C
YPLO85W
YGL014W
YORO002W
YDRO027C
YBRO067C
YELO31W

95



YHR117W
YMR252C
YERO017C
YLR131C
YLROO5SW
YDR238C
YDL123W
YDR439W
YMR212C
YGRO010W
YBRO070C
YER147C
YHLO028W
YGL022W
YDR540C
YMLO74C
YKRO27W
YGR062C

YJL196C
YHR179W
YJRO89W
YGL216W
YJR131W
YBR137W
YPLO19C
YBLO033C
YJL222W
YNL212W
YGR255C
YBLO08W
YJLOG62W
YKL105C
YDL124W
YIL002C
YHLO048W
YKL042W

YOR092W
YDR362C
YERO87C-A
YLR292C
YOR289W
YBL107C
YJL183W
YLR126C
YBR145W
YCRO65W
YKL106W
YFR0O21W
YMR281W
YLR423C
YLR424W
YPLOO8W
YDR519W
YDR407C

YDLO095W
YDL052C
YNLO71W
YDR103W
YOR375C
YBR302C
YOLO088C
YJRO06W
YDL146W
YBLO37W
YNLO76W
YBR171W
YELO022W
YORO085W
YERO033C
YGRO015C
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Proteinas com os niveis alterados no selvagem apds o tratamento com DTT ou

tunicamicina.

Tratamento com DTT

YDL119C
YLLO60C
YNL194C
YMLO27W
YMLO16C
YLRO17W
YLR154C
YBR143C
YGR271C-A
YLR438C-A
YMR166C
YDRO005C
YBR025C
YDLO046W
YOLO082W
YBR230C
YOR354C
YOLO068C
YIL161W
YBL080C
YMR239C
YPL198W
YIL111W
YLLO39C

YJLO30W
YOR104W
YDR405W
YKL146W
YNL142W
YBRO055C
YOR187W
YJL029C
YBR187W
YLR376C
YOR346W
YNL153C
YBR159W
YGL226C-A
YNL138W
YKRO27W
YLR347C
YJL191W
YBR251W
YBR177C
YDL213C
YDRO006C
YMLO94W
YGLO004C

YMLO60OW
YLR103C
YHR175W
YLR263W
YOR297C
YKLO95W
YKLO047W
YBR211C
YOR377W
YMR305C
YKL108W
YBRO070C
YPL254W
YERO061C
YMR240C
YDL139C
YLR183C
YELO17C-A
YJR016C
YJL197W
YARO03W
YLR319C
YDR297W
YGL254W

YOLO042W
YNL217W
YCLO57W
YGR283C
YKL191IW
YBR119W
YKR022C
YCLO028W
YLR387C
YDR519W
YDR288W
YILO77C
YDL128W
YHRO15W
YPLO11C
YDRO072C
YBR137W
YDR243C
YJR136C
YPR107C
YOL098C
YPL107W
YOR355W
YGRO071C

YNRO13C
YKL125W
YJRO010C-A
YLR181C
YMLO56C
YDR226W
YMLO23C
YLR364W
YLR270W
YERO088C
YORO034C
YDRO76W
YPROS7W
YMRO009W
YKR052C
YPRO65W
YPL069C
YKLO75C
YGR179C
YDR361C
YDL043C
YOR226C
YILO15W
YGR0O93W



YFRO41C
YDR231C
YLLO38C
YKRO036C
YER140W
YDR343C
YDR190C
YGL231C
YMR308C
YILO35C
YHLO36W
YJL065C
YGL200C
YFL029C
YER169W
YMR307W
YHRO37W
YCRO028C
YDL156W
YKL113C
YHRO062C
YLR408C
YGR092W
YER134C
YBL034C
YGR166W
YKLO059C
YNL104C
YPRO74C
YOR118W

YMR268C
YDR299W
YGLO9OW
YBLO97W
YNLOS5C
YFRO27W
YDLO72C
YMLO008C
YBL033C
YPLO18W
YPR105C
YJLO11C
YORO026W
YLR401C
YFRO14C
YHR172W
YFL002C
YHR202W
YPL213W
YBR212W
YOL138C
YGR233C
YLR166C

YCRO024C-A

YDR183W
YHR0O66W
YDR193W
YKLO091C
YOR266W
YDR410C

YDRO040C
YOL102C
YDR434W
YGLO010W
YKL187C
YLR002C
YLLO10C
YKL105C
YPLO1OW
YBR158W
YKL212W
YPROO1W
YJROS7W
YHR112C
YOR317W
YLR417W
YOLO081W
YMR114C
YPL246C
YDR222W
YKRO0O7W
YBR161W
YCRO067C
YBR236C
YDR194C
YJR041C
YGLO095C
YGR217W
Y LR448W
YMR102C

YDR511W
YJR119C
YJRO53W
YIR018W
YDR411C
YPL155C
YMR297W
YDRO090C
YBR242W

YLR390W-A

YBR194W
YGR157W
YDR451C
YPR131C
YOR044W
YKRO049C
YLR447C
YOR236W
YJRO50W
YNL257C
YCLO30C
YGR261C
YIL156W
YAL029C
YERO013W
YKLO33W
YOR172W
YMR255W
YPR101W
YBLO026W

YMR124W
YDL090C
YBR253W
YLR144C
YHR119W
YJL143W
YMR169C
YOLO17/W
YDR469W
YPR104C
YNL278W
YKLO51W
YBR235W
YCRO090C
YBRO080C
YJLOG6OW
YKL103C
YDRS503C
YILO16W
YBR123C
YHLO09C
YDR276C
YFLO17C
YBR102C
YPLOO6W
YHRO031C
YMR149W
YPLO47W
YDR227W
YBLO95W
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YML131W
YMLO034W
YJRO74W
YLR016C
YMLO043C
YNL168C
YPRO55W
YFLO27C
YDR125C
YHRO034C
YGL020C
YPLO83C
YGL163C
YMR198W
YJL179W
YGR263C
YDR444W
YLRO45C
YDL105W
YKLO78W
YLR332W
YGL157W
YLRO9OW
YORO073W
YKLO81W
YER176W
YDR213W
YDR363W
YERO003C
YDRO051C

YPL219W
YGL241W
YDR283C
YMLOO1IW
YDL209C
YDRO0O47W
YOR228C
YFLO025C
YDR487C
YJLO044C
YKRO026C
YDR122W
YDR245W
YLR204W
YDR484W
YKL117W
YER052C
YGLO19W
YHR190W
YKLO77W
YLROOSW
YDR414C
YHRO069C
YJL186W
YNL113W
YML032C
YOL151W
YGR205W
YDR452W
YPRO11C

YFLOO6W
YCRO084C
YOR315W
YPRO033C
YMR208W
YORO046C
YDL107W
YOR252W
YGL244W
YDL203C
YOR217W
YOR209C
YLR290C
YMR167W
YNRO11C
YDRO084C
YALO60W
YBR132C
YJR096W
YNRO18W
YLLO61IW
YGLO083W
YLR188W
YKLO74C
YERO021W
YMLO58W
YER128W
YMR200W
YPL170W
YOLO064C

YNLO042W
YHR129C
YLR121C
YBR109C
YNL322C
YKL149C
YGRO008C
YKR029C
YDRA423C
YPL109C
YJR105W
YMR280C
YJL104W
YDRO032C
YLR248W
YILO36W
YKR103W
YOL124C
YNL254C
YPR143W
YBRO057C
YOR363C
YDRO039C
YMR192W
YCRO004C
YGR062C
YHRO023W
YOLO013C
YOR262W
YNL323W

YLR168C
YMR113W
YORO085W
YBRO061C
YLR382C
YBR221C
YDR436W
YNLO76W
YGL173C
YPR179C
YDR308C
YELO46C
YLR344W
YBR281C
YLR360W
YFR015C
YNL234W
YBR179C
YMR257C
YGR112W
YNL172W
YORO040W
YOR245C
YKL208W
YOR320C
YMR153W
YOLO027C
YML104C
YPLO76W
YFRO31C-A



YMR284W
YBR023C
YOL134C
YJL201W
YMRO042W
YJLO88W
YKRO031C
YMRO029C
YLLO36C
YPRO003C
YGL105W
YCLO014W
YLRO094C
YBL098W
YOL136C
YHRO83W
YOR128C
YOL112W
YOR344C
YDR392W
YDR0O60W
YNLOO6W
YILOOSW
YCRO53W
YPR161C
YBLO054W
YJR127C
YDRA458C
YOL123W
YNL246W

YHR156C
YDR483W
YCRO79W
YKLO001C
YPL166W
YOL069W

YHRO39C-A

YPR163C
YHRO67W
YGLO76C
YML109W
YNL148C

YBR233W-A

YDL219W
YELO38W
YOR196C
YFRO48W
YKL222C
YPR190C
YPLO45W
YBR111C
YMLO18C
YMR287C
YLR258W
YNLO73W
YELO039C
YHRO008C
YGL156W
YORO052C
YNLOO03C

YPR115W
YBR171W
YILO37C
YKRO096W
YLR265C
YGR175C
YJR015W
YDR216W
YML125C
YBR176W
YMR043W
YIL026C
YLR427W
YKL110C
YBR208C
YNL304W
YGL181W
YPR152C
YDL155W
YLR240W
YKR100C
YGL098W
YMR310C
YGR091W
YJL084C
YGL180W
YIL137C
YHR127W
YPL188W
YPL241C

YGLO75C
YKR099W
YPRO36W
YDL134C
YEL063C
YBL090W
YORO060C
YNL213C
YBR120C
YLL052C
YFR052W
YOR285W
YJR149W
YDRO044W
YER151C
YALOS3W
YJL183W
YGL028C
YDR253C
YGLO023C
YMRO073C
YJR084W
YPL139C
YDR465C
YIL112W
YMR218C

YDRO79C-A

YDLO30W
YOR062C

YKRO35W-A
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YOLO080C
YNRO40W
YDR169C
YDR450W
YGR161C
YIL114C
YNL218W
YMR162C
YNL139C
YERO35W
YPLO68C
YPRO71W
YGR116W
YBRO56W
YJL125C
YORO099W
YMR281W
YOR205C
YGLO070C
YNLO024C
YGL141W
YMR115W
YKL165C
YLR430W
YMLO79W
YOR147W
YDR197W
YMRO30W
YIR010W
YOL148C



YLLO014W
YBR289W
YOR358W
YPL154C
YLR289W
YOR276W
YILO061C
YLR215C
YLR356W
YGRO085C
YGR177C
YDR409W
YNL255C
YNL223W
YDR357C
YER157W

YLR390W
YHR147C
YMR275C
YNLO36W
YDR523C
YLLO54C
YMRO59W
YDL180W
YGR185C
YERO32W

YARO002C-A

YIRO37W
YNL312W
YGRO030C
YLLO31C
YNL201C

YPL141C

YMR251W-A

YORO058C
YFLO49W
YHRO090C
YMRO015C
YMLOO5SW
YOR279C
YGR209C

YERO048W-A

YGR106C
YBLO56W
YOR293W
YILO70C
YGL249W
YBLO27W

YIR017C
YMR264W

YBRO85C-A

YDL211C
YPR185W
YDR513W
YGL255W
YDR474C
YGLO001C
YKL162C
YDR111C
YDLO51W
YDR204W
YDL192W
YNRO029C
YOR349W

YOR259C
YNLO022C
YDR479C
YLLOS5W
YPL190C
YPL118W
YMR164C
YNLOS8C
YGL202W
YBR042C
YHR045W
YHR144C
YDRO096W
YBR166C
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Tratamento com tunicamicina

YLR369W
YMR157C
YDR361C
YCRO002C
YGR239C
YLR292C
YPL139C
YOR344C
YLRO39C
YDR167W
YPLO24W
YNL198C
YDR357C
YER169W
YPR148C
YBROO3W
YPLO83C
YHLO038C
YMRO097C
YORO074C
YMLO34W
YDRO020C
YPRO74C
YKL222C
YPL104W
YIL114C
YMLO06C
YOL125W
YIR005W

YOR254C
YPLO58C
YILO53W
YMR263W
YOLO080C
YHRO008C
YDR457W
YOLO043C
YPLO87W
YCRO046C
YKL140W
YJLO65C
YMR135C
YIRO18W
YKRO031C

YGR271C-A

YMRO049C
YHLO020C
YJL151C
YPL116W
YMR153W
YLLO60C
YGLOSOW
YOR248W
YLR203C
YNLO66W
YORO060C
YKL110C
YLR332W

YMRO037C
YHRO090C
YFLO027C
YPRO73C
YKLO85W
YPL141C
YERO020W
YKL176C
YPR161C
YPLO70W
YKRO082W
YOLO044W
YDR474C
YDR222W
YKLO78W
YGL233W
YOR197W
YJL168C
YOL147C
YOLO054W
YDR508C
YNRO13C
YKL149C
YPR180W
YDLO56W
YDR436W
YMR308C
YKR063C
YERO061C

YPLO75W
YBR215W
YDR456W
YNLO40W
YOLO022C
YOLO93W
YFLO025C
YHLO17W
YLRO73C
YIL062C
YMLO32C
YDL170W
YLR383W
YIL122W
YBR251W
YHRO027C
YBR171W
YMR252C
YDR363W
YGL032C
YLR397C
YOR205C
YPL219W
YERO013W
YOR332W
YKR046C
YCRO009C
YDR266C
YPLO43W
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YIL161W
YPLO18W
YOR304C-A
YPL263C
YGL219C
YDL156W
YMR149W
YGR263C
YDRO040C
YLR253W
YBRO065C
YPL133C
YOR226C
YNL181IW
YLR094C
YGR280C
YPL221W
YJLO30W
YOLO089C
YNRO56C
YLR145W
YJL190C
YLLOO7C
YJL002C
YMR285C
YOR092W
YFRO046C
YJR121W
YHRO034C



YBR211C
YMR212C
YBLO98W
YFLO62W
YDLO045C
YDRA423C
YHR187W
YDLO002C
YERO038C
YCLO55W
YGR062C
YIR001C
YGL175C
YALO60W
YLR364W
YDR299W
YBLO054W
YPR171W

YNL162W-A

YLR239C
YPRO86W
YDRO0O47W
YJRO010C-A
YGL040C
YILO36W
YMR110C
YLLO31C
YOR118W
YDLO72C
YOR363C

YJR136C
YLR188W
YFR050C
YPR108W
YGL163C
YLRO66W
YPR169W
YPLO29W
YIL154C
YER122C
YDLO043C
YLR265C
YLR413W
YMR297W
YDR398W
YJR084W
YDR450W
YIL112W
YPL170W
YDR092W
YGL162W
YBL033C
YGRO044C
YOR228C
YNL221C
YJLO6IW
YGL140C
YPR143W
YIL092W
YKLO065C

YDR337W
YBL029W
YNROO4W
YNL230C
YGL244W
YLR451W
YPL069C
YMR307W
YOLO062C
YKR026C
YDL224C
YLR195C
YPLO74W
YOLO051W
YLLO022C
YBLO35C
YBR179C
YKL117W
YNL111C
YPL154C
YGL095C
YBR242W
YKLO33W

YMR244C-A

YKL208W
YMR162C
YLR417W
YDR478W
YER105C

YDR262W

YGL141W
YGR202C
YBR172C
YNL152W
YDRO088C
YJRO77C
YPL270W
YDL090C
YGRO001C
YGR283C
YJRO15W
YOL136C
YGL254W
YIR022W
YIL042C
YJR127C
YCLO014W
YOR276W
YOLO013C
YNL330C
YKL108W
YMLO79W
YPL155C
YPL181W
YFRO17C
YDR245W
YKRO79C
YKLOO7W
YGLO037C
YDL174C
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Y1L065C
YMR192W
YDR258C
YKL125W
YIL156W
YLR176C
YBR167C
YKLO028W
YCRO090C
YAR002W
YBR225W
YMR166C
YKL046C
YLR121C
YGR092W
YNLO86W
YELOQO9C
YOLO042W
YNL213C
YPR135W
YNRO35C
YDR385W
YDR407C
YKLO75C
YNLOQ95C
YNLOS51IW
YMR201C
YDR517W
YPL168W
YLLO52C



YPL212C
YLR409C
YMR275C
YGLO79W
YDR421W
YFRO41C
YDR493W
YBR200W
YBR118W
YLR126C
YMR129W
YHRO097C
YJLO66C
YJL125C
YDR345C
YJR119C

YDL130W-A

YORO034C
YDR169C
YMRO098C
YCLO034W
YLR200W
YPL228W
YPL188W
YKRO018C
YBLO014C
YMLO85C
YBL086C
YKLO38W
YLR370C

YPLO51W
YNL287W
YBRO39W
YBLO057C
YMR219W
YOR113W
YORO052C
YMR271C
YDR213W
YDR452W
YDR231C
YFLOO7W
YLR387C
YLLO38C
YBR152W
YFR048W
YDR503C
YML028W
YDL128W
YER124C
YER154W
YBL055C
YFLO16C
YGR244C
YHRO046C
YDR497C
YDR492W
YKR048C
YMR276W
YOR104W

YJL084C
YMR299C
YNL325C
YOLO082W
YBR066C
YER171W
YFL048C
YDL175C
YGLO023C
YER167W
YJL148W
YNL267W
YBR254C
YPR134W
YHLO009C
YBR068C
YHRO057C
YKL146W
YDR313C
YOLO039W

YMR251W-A

YELO38W
YDR476C
YDR443C
YHLO008C
YORO040W
YDR463W
YNRO15W
YLR319C
YMR171C

YOR266W
YDR152W
YHRO062C
YLRO034C
YKLO73W
YGL240W
YOLO045W
YDL160C
YDR283C
YDR434W
YHR179W

YKRO35W-A

YOR209C
YPL118W
YPL002C
YKLO77W
YLRO80W
YCRO93W
YBR236C
YKLO021C
YBR252W
YNRO11C
YGR277C
YORO046C
YPR029C
YNLO15W
YBRO058C
YBL025W
YDR216W
YLR204W
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YBR237W
YKL113C
YMRO032W
YDL119C
YNRO28W
YMR111C
YLR143W
YNLO83W
YFLO47W
YML112W
YNL148C
YNL304W
YPR186C
YKL213C
YLR327C
YNL286W
YIL026C
YER157W
YMR208W
YBL082C
YNL142W
YJRO50W
YHR200W
YKLO042W
YDR414C
YPL175W
YDLO083C
YMR102C
YMLO004C
YHL002W



YOLO088C
YGL161C
YPLO094C
YDLO30W
YGL151W
YORO75W
YDL123W
YDR298C
YFROO1W
YLR385C
YDRO77W
YGR217W
YJR149W
YGR106C
YFRO52W
YDL189W
YDR392W
YORO001W
YDR204W
YOR136W
YPLO13C
YGL082W
YGRO019W
YCRO018C
YHR118C
YOLO049W
YMR200W
YLLO54C
YGRO033C
YMR137C

YDLO046W
YPR0O34W
YDR179C
YDR540C
YBRO055C
YDR122W
YERO59W
YOR326W
YBL095W
YPR101W
YML120C
YIL111W
YIL022W
YCRO083W
YKL166C
YILO21W
YILO56W
YGRO021W
YFLO033C
YHRO024C
YORO042W
YCRO51W
YGR233C
YOR206W
YOR147W
YBR255W
YOLO047C
YBR0O10W
YORO061W
YMLO56C

YOR305W
YERO021W
YORO027W
YFR044C
YBRO057C
YKR103W
YKL116C
YBLO032W
YKRO023W
YBLO69W
YNRO049C
YLR024C
YOLO007C
YPLO28W
YMRO016C
YERO056C
YDRA465C
YEROG69W
YKLO67W
YDR233C
YOR274W
YORO37W
YIR035C
YIR021W
YOL138C
YDR184C
YML115C
YHRO018C
YHRO098C
YBRO47W

YMR115W
YJR110W
YGR117C
YDR295C
YPLOG66W
YMR167W
YBR281C
YPL241C
YDR333C
YDR410C
YNL234W
YKR100C
YMLO27W
YDRO090C
YMR132C
YBR253W
YLR346C
YFRO27W
YJR053W
YKRO99W
YLLO39C
YER163C
YLR191W
YBR263W
YLR020C
YHR129C
YDRO62W
YHR196W
YALO11W
YMR193W

YNL211C
YOR288C
YNRO17W
YNL118C
YBR166C
YARO03W
YKRO27W
YNL129W
YCRO023C
YNL167C
YOR386W
YDL134C
YALOS3W
YPR107C
YDR116C
YPL110C
YLR356W
YGR281W
YOR334W
YBRO73W
YMLO0SW
YNL278W
YHR138C
YJR133W
YOR286W
YGRO042W
YMR231W
YPRO70W
YGL197W
YJR111C

105



YNLO81C
YPL109C
YDR469W
YDRO087C
YOR241W
YDRO006C
YCRO11C
YMR196W

YORO028C
YMR214W
YNLOO4W
YMR239C
YIL034C
YHRO15W
YNL322C
YML094W

YGR152C
YORO007C
YPR174C
YORO004W
YFR024C
YNL309W
YKRO014C
YER159C

YDR365C
YMR125W
YLR183C
YDR135C
YHR167W
YBLO0SW
YMR310C
YPL105C
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YNL123W
YDRO044W
YNLO85W
YKL103C



ANEXO 3
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Lista de genes regulados positivamente por Hacl presentes a colecdo GFP.

YDR528W
YGL250W
YBR066C
YJR022W
YOR236W
YALO07C
YKL165C
YORO099W
YER156C
YOLO013C
YJL153C
YKLO73W
YOLO019W
YJR161C
YDR411C
YMR112C
YNRO026C
YELO59C-A
YOLO055C
YJLO71W
YOR288C
YFR041C
YPRO79W
YCLO044C
YDR503C
YBR296C
YDR400W

YNLO44W
YALO012W
YBR093C
YNRO30W
YILO48W
YJRO73C
YMLO28W
YGR295C
YFLO62W
YDR453C
YAL023C
YGR028W
YOLO031C
YJLO069C
YBL093C
YNLO062C
YNL111C
YOLO30W
YGL127C
YOR344C
YIL093C
YALO036C
YARO003W
YGR284C
YDR210W
YGRO037C
YCRO018C-A

YLR350W
YALOQ14C
YDR476C
YPL094C
YGR244C
YAROQ002C-A
YBR162W-A
YMR184W
YDR376W
YBR233W
YDR434W
YHR142W
YNRO75W
YALOOSW
YMRO11W
YALO34W-A
YERO72W
YDL248W
YGR161C
YNLO15W
YCRO054C
YMRO0O90W
YALO049C
YGRO008C
YNLO36W
YLR451W
YDR281C



YJLO35C
YBR286W
YDR217C
YALOOOW
YKL187C
YJRO55W
YMR214W
YGL126W
YML132W
YNL336W
YIL108W
YJL198W
YNRO61C
YLR120C
YFLO30W
YOR321W
YGR111W
YLR220W
YDL125C
YHRO043C
YFRO48W
YIR022W
YORO002W

YNRO34W-A

YNL217W
YIRO15W
YPR183W
YBROO5SW
YOR213C

YDR540C
YMLO74C
YHR179W
YBR137W
YPLO19C
YBLO033C
YGR255C
YBR014C
YDL124W
YOR262W

YLR312W-A

YHLO048W
YJR024C
YLR292C
YORO058C
YBL107C
YAL032C
YLR126C
YALO53W
YLR423C
YDR519W
YDLO095W
YOR375C
YBR302C
YDL146W
YLR100W
YPLO10W
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ANEXO 4

Hits identificados na analise protebmica de GFP/RFP. As ORFs destacadas em negrito

correspondem aos genes cuja expressdo € induzida por UPR.

ORF Proteina Categoria
YARO009C YARO009C DTT up
YBL032W Hek?2 DTT up
YBL055C YBLO055C DTT up
YBLO59W YBLO59W DTT up
YBL082C Alg3 DTT up
YBLO85W Boil DTT up
YBRO30W Rkm3 DTT up
YBRO057C Mum2 DTT up
YBRO059C Akl1 DTT up
YBRO069C Tatl DTT up
YBRO070C Algl4 DTT up
YBRO095C Rxt2 DTT up
YBR105C Vid24 DTT up
YBR111C Ysal DTT up

YBR162W-A Ysy6 DTT up
YBR212W Ngrl DTT up
YBR218C Pyc2 DTT up
YBR221C Pdbl DTT up

YBR233W-A Dad3 DTT up
YCL030C His4 DTT up
YCLO031C Rrp7 DTT up
YCLO045C Emcl DTT up

YCRO009C Rvs161 DTT up



YCRO038C

YDLOO3W
YDLO10W
YDLO012C

YDLO76C

YDLO080C

YDL146W
YDL182W
YDL201W
YDL203C
YDL226C

YDL230W
YDRO012W
YDRO026C

YDRO036C

YDRO0O41W
YDRO75W
YDRO80OW
YDR118W
YDR137W
YDR152W
YDR217C
YDR227W
YDR229W
YDR234W
YDR258C

YDR331W
YDR358W
YDR367W

Bud5
Mcdl
Grx6
YDLO012C
Rxt3
Thi3
Ldbl7
Lys20
Trm8
Ackl
Gesl
Ptpl
Rpl4b
Nsil
Ehd3
Rsm10
Pph3
Vps4l
Apca
Rgpl
Gir2
Rad9
Sird
vyl
Lys4
Hsp78
Gpi8
Ggal
Keil

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YDR379W
YDR399W
YDR440W
YDR444W
YDRA453C
YDR507C
YDR532C
YELO15W
YEROG69W
YER129W
YER172C
YFLO21W
YFLO31IW
YFL034C-B
YFRO37C
YGL028C
YGLO31C
YGLOS3W
YGL120C
YGL225W
YGL229C
YGR024C
YGRO058W
YGRO061C
YGR132C
YGR173W
YGR189C
YGR204W
YGR206W

Rga2
Hptl
Dotl
YDR444W
Tsa2
Gin4
Kre28
Edc3
Args
Sak1l
Brr2
Gatl
Hacl
Mob2
Rsc8
Scwll
Rpl24a
Prm8
Prp43
Vrg4
Sap4
Thgl
Pefl
Adeb
Phbl
Rbg2
Crhl
Ade3
Mvb12

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YGR231C
YGR264C
YHLOO1IW
YHLO027W
YHLO38C
YHRO37W
YHRO59W
YHRO85W
YHR105W
YHR132C
YHR147C
YHR166C
YHR172W
YHR194W
YHR202W
YHR206W
YILO10W
YILO21W
YIL063C
YIL109C
YIL155C
YIR002C
YIR010W
YJLO069C
YJL074C
YJLO88W
YJLO97W
YJL112W
YJL154C

Phb2
Mesl
Rpl14b
Rim101
Chp2
Put2
Fyv4
Ipil
Ypt35
Ecm14
Mrpl6
Cdc23
Spc97
Mdm31
YHR202W
Skn7
Dot5
Rpb3
Yrb2
Sec24
Gut2
Mphl
Dsnl
Utp18
Smc3
Arg3
Phsl
Mdv1l
Vps35

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YJR014W
YJR031C
YJR041C
YJR138W
YJR147W
YJR148W
YKLO017C
YKLO059C
YKLO71W
YKLO86W
YKL160W
YKL189W
YLRO55C
YLR095C
YLR113W
YLR127C
YLR187W
YLR218C
YLR333C
YLR345W
YLR372W
YLR373C
YLR404W
YMLO018C
YML022W
YMLO35C
YMLOGOW
YMLO78W
YMLO79W

Tma22
Geal
Urb2
Iml1
Hms2
Bat2
Hcsl
Mpel
YKLO71W
Srx1
Elfl
Hym1l
Spt8
loc2
Hogl
Apc?2
Skg3
Coa4d
Rps25b
YLR345W
Sur4
Vid22
Fld1
YMLO18C
Aptl
Amdl
Pob3
Cpr3
YMLO79W

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YML105C
YMRO19W
YMRO067C
YMR127C
YMR129W
YMR135C
YMR138W
YMR183C
YMR188C
YMR273C
YMR296C
YNLO049C
YNLO68C
YNL106C
YNL110C
YNL136W
YNL137C
YNL155W
YNL166C
YNL176C
YNL185C
YNRO23W
YNRO024W
YNRO31C
YNRO55C
YOL027C
YOLO041C
YOLO052C
YOL096C

Sec65
Stb4
Ubx4
Sas2

Pom152
Gid8
Cind
Sso02

Mrps17/
Zds1
Lcbl
Sfh2
Fkh2

Inp52

Nop15
Eaf7
Nam9

YNL155W
Bni5
Tda7

Mrpl19
Snf12
Mpp6
Ssk?2
Holl

Mdm38

Nop12
Spe2
Cog3

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YOL111C
YOL121C
YORO57W
YOR110W
YOR143C
YOR224C
YOR247W
YOR265W
YOR350C
YPLO79W
YPLO89C
YPL138C
YPL144W
YPL151C
YPL225W
YPRO033C
YPRO34W
YPRO62W
YPRO063C
YBR207W
YBR214W
YBR274W
YCRO004C
YERO084W
YGLO010W
YGLO71W
YGL164C
YILO79C
YIL148W

Mdy2
Rps19a
Sgtl
Tfc7
Thi80
Rpb8
Srl1
Rbl2
Mnel
Rpl21b
Rim1
Sppl
Poc4
Prp46
YPL225W
Htsl
Arp7
Fcyl
YPR063C
Fthl
Sds24
Chk1
Ycp4d
YER084W
YGLO10W
Aftl
Yrb30
Airl
Rpl40a

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
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YJLO25W
YJL146W
YLR357W

YLR390W-A

YMRO047C

YMR149W

YNL214W
YPRO75C
YDL105W
YDL119C
YDL150W
YDL170W
YDR127W
YDRA411C
YDR434W
YEROQ003C

YERO087C-A

YER176W
YFLO62W
YGLO023C
YGL162W
YGR135W
YGR238C
YIR038C
YLR098C
YLR397C
YMR193W
YNLOO03C
YNLO25C

Rrn7
lds2
Rsc2
Ccwl4
Nupll6
Swpl
Pex17
Opy2
Nsed
YDL119C
Rpc53
Uga3
Arol
Dfml
Gpil7
Pmi40

YERO087C-A

Ecm32
Cos4
Pib2
Sutl
Pre9
Kel2
Gttl
Cha4
Afg2

Mrpl24
Pet8
Ssn8

DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up
DTT up

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down

DTT down
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YNLO37C
YNL129W
YNL211C
YNL213C
YNL312W
YOLO081W
YOR148C
YOR320C
YPL141C
YALO47C
YARO003W
YBL023C
YBLO036C
YBL095W
YBR028C
YBRO72W
YBR152W
YBR166C
YBR215W
YBR230C
YBR247C
YBR281C
YBR287W
YBR289W
YBR290W
YCLO034W
YCRO021C
YCRO51W
YDLO046W

Idhl
Nrkl
YNL211C
Rrg9
Rfa2
Ira2
Spp2
Gntl
Frkl
Spc72
Swdl
Mcm?2
YBL036C
YBL095W
Ypk3
Hsp26
Spp381
Tyrl
Hpc2
Om14
Enpl
Dug2
Zspl
Snf5
Bsd2
Lsb5
Hsp30
YCRO51W
Npc2

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YDLO56W
YDLO59C
YDLO097C
YDL099W
YDL104C
YDL126C
YDL161W
YDL189W
YDL204W
YDL236W
YDRO001C
YDRO014W
YDRO081C
YDR179C
YDR245W
YDR297W
YDR324C
YDR330W
YDR335W
YDR363W
YDR390C
YDR400W
YDR451C
YDR465C
YELO002C
YELO17W
YERO021W
YER025W
YERO35W

Mbpl
Rad59
Rpn6
Bugl
Qri7
Cdc48
Entl
Rbsl
Rtn2
Phol3
Nthl
Rad61
Pdc2
Csn9
Mnn10
Sur2
Utp4
Ubx5
Msn5
Esc2
Uba2
Urhl
Yhpl
Rmt2
Whbpl
Gtt3
Rpn3
Gced11
Edc2

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YERO054C
YERO72W
YERO088C
YER123W
YER134C
YER150W
YER156C
YER166W
YER169W
YER173W
YFLO27C
YFRO46C
YGLO011C
YGL019W
YGL046W
YGLO9OW
YGL0O93W
YGL098W
YGL163C
YGL207W
YGL210W

YGL226C-A

YGL255W
YGRO052W
YGR123C
YGR129W
YGR166W
YGR167W
YGR178C

Gip2
Vicl
Dot6
Yck3
YER134C
Spil
YER156C
Dnfl
Rphl
Rad24
Gyp8
Cnnl
Scl1
Ckb1
YGLO46W
Lifl
Spcl05
Usel
Rad54
Sptl6
Ypt32
Ost5
Zrtl
Fmp48
Pptl
Syf2
Trs65
Clcl
Pbpl

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YGR195W
YGR211W
YGR239C
YGR241C
YGR268C
YGR279C
YGR284C
YHRO012W
YHRO034C
YHR118C
YHR133C
YHR141C
YHR187W
YHR200W
YHR205W
YHR216W
YIL004C
YILO15W
YILO17C
YIL042C
YIL065C
YIL107C
YIL145C
YIR011C
YJL002C
YJLO17W
YJL021C
YJLO53W
YJLO65C

Ski6
Zprl
Pex21
Yap1802
Hual
Scw4
Erv29
Vps29
Pihl
Orcb6
Nsgl
Rpl42b
Ikil
Rpn10
Sch9
Imd2
Betl
Barl
Vid28
Pkpl
Fisl
Pfk26
Pan6
Stsl
Ostl
YJLO17W
YJL021C
Pep8
Dls1

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YJLO70C
YJL162C
YJL171C
YJL190C
YJL196C
YJRO011C
YJRO53W
YJRO77C
YJR127C
YKLO47TW
YKL103C
YKL146W
YKL154W
YKL165C
YKR022C
YKRO026C
YLLO022C
YLLO60C
YLRO02C
YLRO016C
Y LRO25W
YLRO73C
YLR136C
YLR149C
YLR183C
YLR188W
YLR204W
YLR375W
YLR383W

YJLO70C
Jjj2
YJL171C
Rps22a
Elol
YJR011C
Bfal
Mirl
Rsf2
Anr2
Apel
Avt3
Srpl02
Mcd4
Ntr2
Gen3
Hifl
Gtt2
Noc3
Pmll
Snf7
Rful
Tisll
YLR149C
Tos4
MdI1
Qri5
Stp3
Smcb6

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YLR447C
YLR453C
YMLO27W
YMLO43C
YML098W
YML121W
YMRO080C
YMRO089C
YMRO097C
YMR102C
YMR131C
YMR134W
YMR143W
YMR163C
YMR164C
YMR166C
YMR171C
YMR189W
YMR198W
YMR199W
YMR201C
YMR208W
YMR227C
YMR239C
YMR240C
YMR259C
YMR277W
YMR305C
YMR313C

Vma6
Rif2
Yox1
Rrn1l
Tafl3
Gtrl
Nam7
Ytal2
Mtgl
YMR102C
Rrbl
YMR134W
Rpsl6a
Inp2
Mss11
YMR166C
Earl
Gev2
Cik1
Cinl
Rad14
Ergl2
Taf7
Rntl
Cusl
Trm732
Fcpl
Scw10
Tol3

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YNLOO6W
YNLO022C
YNLO71W
YNLO084C
YNLO98C
YNL157W

YNL162W-A

YNL168C
YNL194C
YNL230C
YNL246W
YNL254C
YNL275W
YNL278W
YNRO13C
YNRO17W
YNRO61C
YOLO013C
YOLO17W
YOLO034W
YOLO064C
YOL105C
YOL112W
YOL124C
YOL136C
YORO016C
YORO037W
YORO059C
YORO065W

Lst8

YNLO022C

Latl
End3
Ras2
Igol

YNL162W-A

Fmp41l

YNL194C

Elal
Vps75
Rtc4
Borl
Caf120
Pho91
Tim23

YNRO61C

Hrdl
Esc8
SmcS
Met22
Wsc3
Msb4
Trm11
Pfk27
Erp4
Cyc2

YORO059C

Cytl

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YOR094W
YOR132W
YOR157C
YOR201C
YOR236W
YOR239W
YOR279C
YOR285W
YOR288C
YOR293W
YOR296W
YOR315W
YOR352W
YOR362C
YPLO18W
YPLO026C
YPLO47TW
YPLO76W
YPLO91IW
YPL140C
YPL166W
YPL175W
YPL181W
YPL190C
YPL234C

YPL249C-A

YPL269W
YPL271W
YPRO0O03C

Arf3
Vpsl7
Pupl
Mrml
Dfrl
Abp140
Rfm1
Rdl1
Mpd1
Rps10a
YOR296W
Sfgl
Tfb6
Prel0
Ctf19
Sksl
Sgfll
Gpi2
Glrl
Mkk?2
Atg29
Spt14
Cti6
Nab3
Vmall
Rpl36b
Kar9
Atpl5
YPRO03C

DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
DTT down
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YPRO55W
YPRO65W
YPR131C
YIL063C
YLR406C
YJL194W
YFRO32C-A
YPLO38W
YDR528W
YPL271W
YJR148W
YOR214C
YML111W
YGLO31C
YKLO86W
YNRO23W
YDR453C
YGR264C
YELO036C
YDLO089W
YER116C
YDR423C
YIL129C
YDRO75W
YKL181W
YGR231C
YOL108C
YJR085C
YOR335C

Sec8
Rox1
Nat3
Yrb2
Rpl31b
Cdc6
Rpl29
Met31
Hirl
Atp15
Bat2
YOR214C
Bul2
Rpl24a
Srxl
Snf12
Tsa2
Mesl
Anpl
Nurl
SIx8
Cadl
Tao3
Pph3
Prsl
Phb2
Ino4
YJR085C
Alal

DTT down

DTT down

DTT down
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up

Tunicamicina up
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YDR118W
YNLOS5C
YDR471W
YLR396C
YIR002C
YDRO036C
YDL105W
YNL176C
YDL173W
YKLO19W
YHR202W
YCR082W
YBRO057C
YNRO53C
YCRO028C
YARO015W
YMLO79W
YKLO71W
YLRO75W
YBL039C
YKR094C
YLR153C
YBR092C
YLRO044C
YBR269C
YBR114W
YMR171C
YMRO062C
YOR205C

Apcd
Porl
Rpl27b
Vps33
Mphl
Ehd3
Nsed
Tda7
Par32
Ram2
YHR202W
Ahc2
Mum?2
Nog2
Fen2
Adel
YMLO79W
YKLO71W
Rpl10
Ura7
Rpl40b
Acs2
Pho3
Pdcl
Fmp21
Rad16
Earl
Arg7
Gep3

Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up

Tunicamicina up
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YNL136W
YNRO12W
YMR138W
YALO012W
YOR110W
YIL155C
YBR103W
YHRO012W
YOR143C
YBR179C
YGR204W
YFRO13W
YPL129W
YKL182W
YDR227W
Y LR345W
YELOS9C-A
YJL128C
YMR173W
YILO19W
YMLO93W
YER102W
YILO39W
YIRO10W
YGL140C
YHLO018W
YBR218C
YELO46C
YDR172W

Eaf7
Urkl
Cin4
Cys3
Tfc7
Gut2
Sif2
Vps29
Thi80
Fzol
Ade3
loc3
Tafl4
Fasl
Sird
YLR345W
Som1l
Pbs2
Ddr48
Fafl
Utp14
Rps8b
Ted1
Dsnl
YGL140C
YHLO18W
Pyc2
Glyl
Sup35

Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up

Tunicamicina up
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YJL207C
YOR304W
YBR160W
YLR342W

YJLO36W
YOR112W
YMLO97C
YGRO10W

YJL151C
YNLO96C
YDR138W
YGRO60W
YOR229W
YNL158W
YLR357W

YILO77C
YNLO53W

YDLO76C
YMLO30W
YMRO61W
YDR229W

YKLO53C-A

YORO070C
YDRO77W
YGR175C
YOR181W
YIL145C
YFLO049W
YERO003C

Laal
Isw2
Cdc28
Fksl
Snx4
Cex1
Vps9
Nma2
Sna3
Rps7b
Hprl
Erg25
Wtm?2
Pgal
Rsc2
YILO77C
Msg5
Rxt3
Rcfl
Rnal4
vyl
Mdm35
Gypl
Sedl
Ergl
Lasl7
Pan6
Swp82
Pmi40

Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up
Tunicamicina up

Tunicamicina up

Tunicamicina down
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YLLO022C

YLR176C

YPR108W
YER141W
YGR239C
YDL189W
YPL145C

YBRO72W
YNL168C

YJR145C

YMR164C
YDLO66W
YBR211C
YPLO51IW
YER123W
YDLO01IW
YNLO98C
YORO001W
YLR397C
YNL223W
YPL120W
YKLO51W

YGR271C-A

YKLO75C
YBR215W
YOR315W
YKLO046C
YJL065C
YPR171W

Hifl
Rfx1
Rpn7
Cox15
Pex21
Rbsl
Kesl
Hsp26
Fmp41l
Rpsda
Mss1l
ldpl
Amel
Arl3
Yck3
Rmd1
Ras2
Rrp6
Afg2
Atgd
Vps30
Sfkl
Efgl
YKLO75C
Hpc2
Sfgl
Dcwl
Dls1
Bspl

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YMR313C
YNL252C
YGL167C
YMR189W
YORO046C
YPLO47TW
YNRO17W
YML125C
YDR245W
YLLO60C
YGRO027C
YDRO74W
YDR194C
YORO052C
YGR241C
YPL139C
YHRO049W
YHR196W
YNLO44W
YMR239C
YMRO002W
YDR171W
YMR199W
YGLO011C
YER122C
YKRO006C
YML107C
YCRO51W
YOL147C

Tgl3
Mrpll7
Pmrl
Gev2
Dbp5
Sgfil
Tim23
Pga3
Mnn10
Gtt2
Rps25a
Tps2
Mss116
YORO052C
Yap1802
Umel
Fshl
Utp9
Yip3
Rntl
Micl7
Hsp42
Cinl
Scl1
Glo3
Mrpl13
PmI39
YCRO51W
Pex11

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YJL183W
YBLO95SW
YGR129W
YMLO8OW
YDR451C
YKRO063C
YNL278W
YDL126C
YNRO28W
YCLO034W
YGL195W
YLR222C
YOL112W
YLR148W
YDRO11W
YDR335W
YGL147C
YNL267W
YHRO041C
YBR287W
YHR170W
YNLO025C
YHR187W
YJL190C
YPL150W
YGRO80W
YER169W
YGR118W
YORO033C

Mnnll
YBL095W
Syf2
Dusl
Yhpl
Lasl
Caf120
Cdc48
Cpr8
Lsh5
Genl
Utpl3
Msh4
Pep3
Sng2
Msn5
Rpl9a
Pikl
Srb2
Zspl
Nmd3
Ssn8
Ikil
Rps22a
YPL150W
Twfl
Rphl
Rps23a
Exol

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YJL166W

YOL124C

YOLO034W
YLR188W
YOLO30W
YCRO009C

YPLO66W
YBR152W
YDRO081C

YLR390W-A

YOR227W
YDL208W
YLR136C
YDL123W
YLR413W
YDR390C
YNLO95C
YOR259C
YPRO79W
YKR026C
YORO059C
YOR045W
YPRO73C
YDL204W
YMR131C
YML115C
YNL326C
YMLO062C
YDL195W

Qcr8
Trm1l
Smc5
Mdl1
Gasb
Rvs161
Rgll
Spp381
Pdc2
Ccwl4
Herl
Nhp2
Tisll
Sna4
YLR413W
Uba2
YNLO095C
Rpt4
Mrll
Gen3
YORO059C
Tom6
Ltpl
Rtn2
Rrbl
Vanl
Pfa3
Mftl
Sec3l

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YDRO059C
YDR400W
YDR167W
YDR465C

YDR170C

YDL225W
YPR029C

YGR135W
YGLO023C

YKLO64W
YGL221C

YBR290W
YGR209C

YHR200W
YNL258C

YBLO051C

YER157W
YDL134C

YDL119C
YMR208W
YDRO087C

YOR286W

YHR143W-A

YOR187W
YLR110C
YNRO56C
YELO002C
YMR193W
YKL142W

Ubc5
Urhl
Taf10
Rmt2
Sec7
Shs1
Apl4
Pre9
Pib2
Mnr2
Nif3
Bsd2
Trx2
Rpn10
Dsl1
Pin4
Cog3
Pph21
YDL119C
Ergl2
Rrpl
RdI2
Rpcl0
Tufl
Ccwl?2
Bio5
Whpl
Mrpl24
Mrp8

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YBL082C
YBLO58W
YGRO0O46W
YPL141C
YJLO66C
YKL130C
YDL185W
YOR129C
YERO088C
YMR201C
YKRO046C
YPR169W
YLR407W
YELO50C
YGR244C

YNL162W-A

YNLO15W
YGR195W
YOR305W
YGL068W
YGL141W
YDR258C
YDRO062W
YNL218W
YOR138C
YIL156W
YMR125W
YILO74C
YPL175W

Alg3
Shpl
Tam41l
Frkl
Mpm1l
She2
Vmal
Afil
Dot6
Rad14
Pet10
Jip5
YLR407W
Rml2
Lsc2

YNL162W-A

Pbi2
Ski6
Rrg7
Mnpl
Hul5
Hsp78
Lcbh2
Mgsl
Rupl
Ubp7
Stol
Ser33
Spt14

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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YDR434W
YOR241W
YMRO097C
YMLO72C
YNLOO4W
YGL162W
YDL236W
YDR226W
YNLO77W
YER107C
YNL213C

Gpil7
Met7
Mtgl
Tcb3
Hrbl
Sutl

Phol3
Adk1
Apjl
Gle2
Rrg9

Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down
Tunicamicina down

Tunicamicina down
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