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RESUMO

O fator de inicio de traducéo de eucariotos 5A (elF5A) caracteriza-se por ser a Unica
proteina conhecida que apresenta o aminoacido hipusina, formado a partir de uma
modificacdo poés-traducional chamada hipusinacdo. Apesar de originalmente elF5A
ter sido denominado como fator de inicio de traducéo, a funcédo de elF5A tém sido
relacionada principalmente com a etapa de elongagdo da traducdo. Desde 2013,
trabalhos importantes apresentaram evidéncias de que elF5A hipusinado possui um
papel fundamental na traducdo de mRNAs especificos de proteinas que contém
consecutivos residuos de aminoacidos prolina (PPP ou PPG). Tendo em vista estas
informacgdes, 0 objetivo principal deste trabalho consiste no estudo da dependéncia
de elF5A na traducdo da proteina ribosomal S6 kinase 2 (S6K2), pois a mesma
apresenta em sua extremidade C-terminal uma regido contendo cinco residuos
consecutivos de prolinas. Neste contexto, por meio da producdo de uma proteina
mutante (S6K2APro), substituindo a regido de poli-prolina de S6K2 pela sequéncia
correspondente da proteina homdloga ribosomal S6 kinase 1 (S6K1), foram
avaliadas a producao e habilidade fosforilativa da proteina mutante em comparacéao
com S6K2 selvagem. Observou-se que S6K2APro ¢é produzida e sua
superexpressdo aumenta o conteudo da proteina ribossomal S6 fosforilada, principal
alvo de fosforilacdo das proteinas S6Ks, assim como a superexpressdo das
proteinas S6K1 e S6K2. Analises de silenciamento génico em células Hela,
utilizando moléculas de siRNA para elF5A, mostraram que a proteina S6K2
enddgena ndo tem seu conteudo alterado em funcdo da deplecdo do conteudo de
elF5A nas condicdes avaliadas. Além disso, regulando a expressdo génica de
TIF51A (homolégo do gene EIF5A humano) em Saccharomyces cerevisiae foi
observado que a traducdo de S6K2 foi apenas levemente afetada pela reducdo do
contetdo de elF5A quando comparado a proteina LDB17, uma proteina com
conhecida dependéncia de elF5A para sua traducdo. Ademais, ensaios de
imunoprecipitagdo de S6K2 e S6K2APro seguido de identificacdo dos peptideos por
espectrometria de massas mostraram que a regido de poli-prolina influencia as
interagbes proteina-proteina de S6K2, visto que, com a mudanga da sequéncia
dessa regido, observou-se uma interferéncia no perfil de proteinas associadas, com
destaque para as proteinas com atividade transportadora. Dentre as proteinas
identificadas, os resultados indicam que a interacdo de S6K2 com o fator de
elongacédo 2 (eEF2) é influenciada pela regido de prolinas presentes no C-terminal
de S6K2.

Palavras-chave: S6K2, poli-prolina, elF5A, S6Ks



ABSTRACT

The eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A), which is highly conserved
among eukaryotes, contain the unusual amino acid hypusine, synthesized by a post-
translational modification called hypusination. Even though elF5A was first
denominated as an initiation factor, it has been related to elongation step of the
translation process. Since 2013, many studies proposed that elF5A acts on rescue
the ribosome stalling promoted by synthesis of poly-proline motifs containing PPP or
PPG sequences. The aim of this study is to evaluate the elF5A dependence on
Ribosomal S6 kinase 2 protein (S6K2) translation, once S6K2 contains a poly-proline
stretch on its C-terminus with five consecutive prolines (PPPPP). By producing a
mutant protein (S6K2Pro), replacing the polyproline motif on S6K2 for the same
region found on homologous protein Ribosomal S6 kinase 1 (S6K1), the content and
phosphorylation activity were evaluated. It was observed that S6K2APro is produced
by HelLa cells and its RPS6 phosphorylation ability, which is the mainly target of
S6Ks phosphorylation, is maintained. Analyzes using siRNA molecules for elF5A
gene silencing in HeLa cells have shown that the endogenous S6K2 protein does not
have its content altered as a function of the depletion of the elF5A content, under the
conditions evaluated. Furthermore, by regulating the TIF51A gene expression
(homologous of the human EIF5A gene) in Saccharomyces cerevisiae it was
observed that the translation of S6K2 was only slightly affected by the reduction of
the content of elF5A when compared to the poly-proline LDB17 protein, a protein
with known dependence of elF5A for its translation. In addition, immunoprecipitation
assays of S6K2 and S6K2APro followed by identification of the peptides by mass
spectrometry showed that the poly-proline region influences the protein-protein
interactions of S6K2, since it was observed an interference in the profile of
associated proteins, especially proteins classified as transport activity, in function of
poly-proline replacement. Among the identified proteins, the results indicate that the
interaction between S6K2 and the elongation factor 2 (eEF2) is influenced by the
poly-proline region present at the C-terminal of S6K2.

Keywords: S6K2, polyproline, elF5A, S6Ks
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1 INTRODUCAO

1.1 O mecanismo de inicio da sintese proteica

O mecanismo de sintese proteica consiste em um processo altamente
regulado e complexo que ocorre de maneira coordenada com a atuagdo de uma
série de proteinas denominadas elF’s, do inglés eukaryotic Initiation Factors, que
sdo os fatores de inicio de tradugcdo eucaridticos. A iniciagdo do processo de
traducéo ocorre com a formacao do complexo de pré-iniciacdo 43S. O complexo 43S
€ composto pelo aminoacido metionina ligada a seu t-RNA (Meti-tRNA) associado ao
fator elF2 ligado a uma molécula de GTP (elF2-GTP) e a subunidade menor
ribossomal 40S. A formacdo deste complexo conta com a participacdo de outros
fatores de inicio de traducdo como elF3, elF1, elF1A, elF5, que se associam a esse
complexo (HINNEBUSCH AND LORSCH, 2012).

Em sequéncia, o complexo 43S reconhece e se liga a extremidade 5 de um
RNA mensageiro, em um processo facilitado pela presenca de fatores de inicio de
traducdo associados ao quepe, como elF4B, elF4H e o complexo elF4F, formado
pelos fatores elF4E, elF4G e elF4A (HINNEBUSCH AND LORSCH, 2012). A
presenca destes fatores associados ao mRNA é um dos mecanismos de controle do
processo de traducdo, visto que o complexo elF4F interage simultaneamente ao
quepe, através de elF4E, e a cauda de poli-A pela ligacdo de elF4G com as
proteinas ligantes da cauda de poli-A (PABP) e elF4E (Figura 1), desta forma
estabilizando a estrutura do mMRNA (TARUN AND SACHS, 1996; WAKIYAMA et al.,
2000). Com isso, antes de iniciar a sintese proteica € verificado se ambas as
extremidades do mMRNA encontram-se intactas, além de permitir a manutencéo da
conformacao circular do mRNA para que a traducdo ocorra de maneira eficiente
(PESTOVA et al., 2007).

A seguir, o complexo 43S se transloca ao longo do RNA mensageiro na
direcdo 5 para 3’, até identificar o cédon de iniciacdo, sendo a facilidade de
reconhecimento determinada pela sequéncia consenso kozak A/GXXAUGA/G
(KOZAK, 1981). O correto pareamento de bases entre o anti-codon do tRNA e o
cédon do mRNA permitindo que Met-tRNA fiqgue presente no sitio P ribossomal é o

evento inicial do reconhecimento do codon de iniciacdo. ApOs este reconhecimento,
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ocorre a conversao elF2-GTP em elF2-GDP, que neste estado por apresentar baixa
afinidade pelo Met-tRNA é dissociado (KAPP AND LORSCH, 2004), assim como 0s
outros fatores, e é recrutada a subunidade maior do ribossomo 60S, completando a
montagem da estrutura ribossomal 80S, com auxilio do fator elF5B (PESTOVA et al.,
2000).

Figura 1 — Mecanismo de inicio da sintese proteica em eucariotos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

1.2 A etapa de elongacgéo da traducéo

Apbs o reconhecimento do coédon de iniciacdo e consequente montagem do
ribossomo eucaridtico 80S, o préximo aminoacido a ser incorporado na cadeia
polipeptidica ligado a seu t-RNA, é trazido ao sitio A ribossomal “escoltado” pelo
fator eEF1A-GTP (DEVER AND GREEN, 2012). O reconhecimento do cédon pelo
tRNA gera a hidrolise de GTP do fator eEF1A, liberando este fator e permitindo que
o aminoacil-tRNA se acomode ao sitio A ribossomal (BROWNE AND PROUD,
2002). Apos o correto pareamento, a ligacao peptidica é rapidamente formada entre

0 aminodacido presente no sitio-P e o aminoacido do sitio A, sendo este mecanismo
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altamente conservado entre eucariotos e procariotos (Figura 2) (BEN-SHEM et al.,
2010; KLINGE et al., 2011). A sequir, o fator eEF2-GTP realiza a transloca¢ao do
ribossomo ao préximo codon (BROWNE AND PROUD, 2002). A translocacao ocorre
inicialmente com a movimentacdo da subunidade maior ribossomal 60S na direcéao
5 para 3’, fazendo com que os tRNAs permanecam momentaneamente em sitios
hibridos P/E e A/P. Em sequéncia, a subunidade menor ribossomal 40S também se
transloca no mesmo sentido, o que faz com que o sitio A fique novamente livre para
receber o tRNA ligado ao proximo aminoacido a ser incorporado (DEVER AND
GREEN, 2012). O fator eEF1B € responséavel por realizar a troca da molécula de
GDP do fator eEF1A inativo por uma de GTP (Figura 2), tornando-o ativo e
restaurando sua capacidade de ligacdo ao aminoacil-tRNA, dando continuidade ao
processo de elongacdo da cadeia polipeptidica (RODNINA AND WINTERMEYER,
2009). Estes fatores apresentados sdo denominados de fatores de elongacdo da
traducao gerais, no entanto, existem fatores especializados como o fator elF5A, que

sera apresentado a seguir.

Figura 2 — Mecanismo de elongacédo da traducao de eucariotos.
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1.3 O fator de inicio de traducao de eucariotos 5A (elF5A)

O fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A) é uma proteina de
aproximadamente 17 kDa altamente conservada entre eucariotos e seus homoélogos
em archaeas (KLIER et al., 1993a; KLIER et al., 1993b; PARK et al., 1997; PARK et
al., 1993). As sequéncias de elF5A de Saccharomyces cerevisiae e de humanos
compartilham 63% de identidade, sendo que a proteina humana é capaz de
substituir a de levedura, indicando que elF5A de humano e de leveduras atue em
processos celulares similares, como na sintese proteica (SCHNIER et al., 1991,
CHEN AND LIU, 1997). elF5A € a Unica proteina descrita que apresenta o residuo
do aminoacido hipusina, formado a partir de uma modificacdo pdés-traducional
denominada hipusinagéo (CHEN AND LIU, 1997; PARK et al., 1997). A hipusinagdo
ocorre em duas etapas enzimaticas, em que na primeira etapa o radical amino-butil
proveniente da poliamina espermidina é incorporado ao aminoacido lisina (K50, em
humanos) pela enzima deoxihipusina sintase (DHS), em sequéncia o intermediario
deoxyhipusina € hidroxilado pela enzima deoxihipusina hidroxilase (DOHH),
formando a hipusina (PARK et al., 1993) (Figura 3). Da mesma forma, em
procariotos uma modificacdo pdés-traducional correlacionada com a hipusinacéo
ocorre com o ortélogo de elF5A encontrado em bactérias, o fator de elongacao P
(EF-P), em que apresenta no residuo de lisina da regido correspondente a
modificacdo denominada lisinagao (ROSSI et al., 2014).

Figura 3 — Mecanismo de hipusinacao da proteina elF5A.
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A proteina elF5A por ser a Unica proteina eucaridtica que contém a hipusina,
tém-se sugerido que este fator pode atuar em processos biolégicos fundamentais.
Inicialmente, foi proposto a atuacdo de elF5A na etapa da iniciacdo da traducao na
qual a presenca da hipusinacdo € essencial para sua atividade, visto que elF5A
humana recombinante, ndo hipusinada, foi incapaz de estimular a sintese in vitro de
metionil-puromicina, ensaio que avalia a formacdo da primeira ligacdo peptidica
(PARK, 1989; SMIT-MCBRIDE et al., 1989). elF5A foi identificado associado a
complexos de ribossomos durante a traducéo, fortalecendo sua correlacdo com a
sintese proteica (JAO AND CHEN, 2006, ZANELLI et al., 2006). Ademais, em
ensaios de co-purificagdo seguidos de identificagdo por espectrometria de massas
mostraram que elF5A interage com componentes da maquinaria de traducdo como
as proteinas ribossomais RPP0O, RPS5, RPL11 e com o fator eEF2 (ZANELLI et al.,
2006). O fator elF5A também ja foi relacionado com a degradacdo de RNAs
mensageiros com mutacdes sem sentido como codons de terminacao precoce (PTC)
pelo mecanismo do NMD (Nonsense-mediated Decay) (SCHRADER et al., 2006),
além de ter sido associado ao transporte de macromoléculas pelo complexo do poro
nuclear (NPC) (ROSORIUS et al.,, 1999) destacando-se sua participagdo como
cofator da proteina REV do virus HIV-1 (BEVEC et al., 1996; KLIER et al., 1995;
RUHL et al., 1993). Também foi demonstrado a atividade antirretroviral de farmacos
gue induzem a apoptose preferencial de células infectadas por HIV-1, através da
inibicdo da reacdo de hidroxilagdo associada ao processo de hipusinacdo de elF5A
(HANAUSKE-ABEL et al., 2013). Mais ainda, sugere-se que a inibicdo da
hipusinacao e reducdo do contetdo de poliaminas pode ser utilizado como terapia
antiviral de infeccdes causadas pelos virus HIV-1, ebola (EBOV) e flavivirus como
dengue e Zika (OLSEN AND CONNOR, 2017). Além disto, alguns estudos atestam
que elF5A esta correlacionada com o desenvolvimento de algumas doencas como
diabetes, malaria, e diferentes tipos de céncer, sendo apontada como um possivel e
promissor alvo terapéutico por meio da utilizacdo de drogas inibidoras da
hipusinacao (KAISER, 2012).

A partir de 2013, alguns estudos em leveduras apresentaram evidéncias de
que elF5A possui um papel fundamental na etapa de elongacdo da traducao de
proteinas contendo sequéncias com regifes ricas em aminoacidos prolina. Isto se

deve ao alivio da estagnacdo ribossbmica que ocorre durante a traducdo de
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sequéncias PPG ou PPP promovida por elF5A (GUTIERREZ et al., 2013). O mesmo
fato foi observado em seu ortoldégo bacteriano, o fator de elongacdo P (EF-P), que
também promove a formacado da ligacdo peptidica e estabiliza o RNA transportador
(tRNA) presente no centro catalitico do ribossomo. Além disto, verifica-se que na
auséncia de EF-P ocorre uma severa repressdo na producdo de proteinas com
longas extensOes de prolinas (DOERFEL AND RODNINA, 2013, DOERFEL et al.,
2013; UDE et al., 2013). Ademais, com a remocao de EF-P, também foi observado
uma estagnacéao ribossomal em motivos di-prolil, no qual verificou nestes casos que
a pausa ribossomal depende da natureza dos aminodcidos localizados antes e
depois da dupla de residuos de prolina (PEIL et al., 2013; WOOLSTENHULME et al.,
2013). Com isso, a presenca de duas prolinas ligadas no sitio P com o tRNA pode
ocasionar a formacao de uma conformacéo cis-trans ou de uma ligacao rigida entre
as prolinas (SAHA AND SHAMALA, 2012), fato que pode gerar o requerimento de
EF-P/elF5A para a sintese destas sequéncias. Entretanto, apesar destas
observacdes, a funcdo precisa de elF5A hipusinada para este cenario ainda néo
encontra-se plenamente estabelecida. Alguns autores sugerem que a ligacdo de
elF5A hipusinado ao sitio adjacente ao sitio P e a inser¢do da hipusina no centro
peptidil-transferase do ribossomo pode estericamente restringir a posicdo das
prolinas no sitio P, permitindo o alinhamento apropriado do substrato para que
ocorra a ligacédo peptidica (DEVER et al., 2014). Ou ainda, também sugere-se que
elF5A pode atuar como uma cis-trans isomerase de prolinas para corrigir a
geometria de di-prolinas no sitio P, para que as prolinas entrem no tunel de saida
ribossomal e formem a ligacdo peptidica com o substrato presente no sitio A
(DEVER et al., 2014).

Proteinas com regifes ricas em prolinas sdo comumente encontradas em
eucariotos (WILLIAMSON, 1994). Em humanos, observa-se em que 4,4% de todos
os residuos de prolina ocorrem em trimeros ou em sequéncias mais longas
(MORGAN AND RUBENSTEIN, 2013). Ja em bactérias, das aproximadamente 4000
proteinas existentes, cerca de 270 apresentam sequéncias com trés ou mais
prolinas sucessivas (DOERFEL et al.,, 2013). Proteinas ricas em prolinas estao
presentes em diversas funcbes celulares, entretanto, proteinas com sequéncias
consecutivas de seis ou mais prolinas foram associadas com o0 processamento do
DNA/RNA (MORGAN AND RUBENSTEIN, 2013). Recentemente, um trabalho de
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bioinformatica relacionou a frequéncia de motivos PPP e PPG com a complexidade
biolégica do organismo, mostrando que o alto nivel de poli-prolina associa-se a
alguns processos bioldgicos especificos, incluindo funcdes relacionadas a actina e
ao citoesqueleto, splicing de RNA, sinalizacao celular, entre outras. Neste contexto,
sugere-se que elF5A pode ter apresentado um importante papel durante a evolugéo
(MANDAL et al., 2014). Proteinas contendo regides ricas em prolinas estdo também
associadas a mecanismos de controle traducional, como por exemplo a proteina
Ribossomal S6 kinase 2 (S6K2), que apresenta cinco residuos de aminoacido

prolina em sua porgao C-terminal.

1.4 A proteina Ribossomal S6 kinase 2 (S6K2)

A proteina S6K2 pertence as S6Ks, que sao da classe de quinases do tipo
AGC, juntamente com PKA, PKG e PKC. Existem dois genes codificadores de S6Ks,
denominados de RPS6KB1 e RPS6KB2, que produzem proteinas com 83% de
identidade chamadas p70-S6K1 (70 kDa) e p54-S6K2 (54 kDa). As maiores
divergéncias entre as sequencias de S6K1 e S6K2 sdo encontradas nas regides N-
terminal e C-terminal, enquanto S6K1 contém um dominio de ligacdo PDZ
(denominado desta maneira devido as primeiras proteinas descritas contendo este
dominio serem PSD95, DIgA e zo-1) em sua regido C-terminal, jA S6K2 possui um
dominio rico em prolina (Pro) e um sitio de localizacdo nuclear (NLS) em seu C-
terminal (PARDO AND SECKL, 2013) (Figura 5). As proteinas S6Ks e o fator de
inicio de traducdo 4E binding protein (4E-BP) sao substratos do Complexol mTOR
(mammalian target of rapamycin), visto que suas ativacbes dependem da
fosforilacdo por mTOR (PARDO AND SECKL, 2013). A fosforilagdo dos alvos de
MTOR depende de trés proteinas associadas: i) Adaptador sensivel a rapamicina de
MTOR, ii) Proteina G da subunidade-semelhante-B (GBL), iii) proteina rica em
prolina kinase B (PKB) (KIM et al., 2002). A proteina mTOR funciona como um
sensor da disponibilidade de nutrientes na célula sendo estimulada por quantidades
elevadas de aminoacidos, ATP e insulina. Com isso, a via de insulina/IGF consiste
no principal ativador das S6Ks, via sinalizacdo por PI3K (phosphoinositide 3-
kinase)/Akt para ativar mTORC1. Além disto, mMTORC1 também pode ser ativado
pela via Ras/MAPK de maneira independente de PI3K (FOSTER AND FINGAR,

2010). Sendo assim, ambas contribuem para a ativagdo das S6Ks. Quando a
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disponibilidade de nutrientes é reduzida, mTOR é inibido e a autofagia passa a ser
estimulada, permitindo que ocorra menor competicdo nas células pelos nutrientes
escassos (EISENBERG-LERNER et al.,, 2009). Além disto, o complexo mTOR ¢é
fundamental em varios processos bioquimicos envolvidos com o0 metabolismo e
crescimento celular, tais como, traducdo, transcricdo, biogénese do ribossomo,
transporte de nutrientes e controle espacial da célula através do citoesqueleto
(HALL, 2008).

Figura 4 — Proteinas envolvidas na via de mMTOR/S6Ks.

Fatores de
crescimento, _ .
Horménios, Estresse, , Energia, e Nutrientes,
§ s ' A 3 Mitdégenos I —
Membrana celular Citocinas, etc Hipoxia  AMPIATP B Aminodcidos

Ras-Raf-MEK

D @ gerky pocoa ) [eiraE |

BAD Crescimentbl

@ celular

o - EF2
Sobrevivéncia e‘/
celular Elongagcdoda |niciagdo da tradugdo
tradugéo

Fonte: Retirado de Hurtado et al., (2013), modificado.



30

Apesar de regides divergentes nas sequéncias das S6Ks, varios aminoacidos
em regides regulatorias presentes em S6K1 sdo conservados em S6K2, como 0s
sitios de fosforilagdo dirigidos por prolinas (proline-directed), e os sitios de
fosforilacdo de mTOR e PDK1, o que sugere mecanismos de ativacdo similares
(LEE-FRUMAN et al., 1999). A regido C-terminal de S6K1 possui uma funcéo auto-
inibitéria pela interacdo com seu préprio N-terminal e desta forma, blogueia a
ativacdo do dominio de quinase da proteina (PRICE et al., 1991). O mecanismo de
ativacdo de S6K1 inicia com a fosforilacdo de quatro residuos de serina (Ser411,
Ser418, Ser421 e Serd424) presentes no dominio auto-inibitério, resultando na
exposicdo da regido interna da proteina e permitindo a fosforilagdo do residuo
Thr389 por mTORC1. De maneira similar, a ativacdo de S6K2 é iniciada com
fosforilacdes nos residuos Ser410, Serd4l7 e Ser423, expondo a regido interna para
que mTORCL1 fosforile S6K2 em Thr388 (Figura 5) (MAGNUSON et al., 2012; PHIN
et al., 2003). Entretanto, em trabalhos anteriores foi relatado que a ativagao de S6K2
pode sofrer influéncia de mecanismos independentes da fosforilacdo, como
acetilacao e ubiquitinacdo (WANG et al., 2008), destacando um possivel mecanismo
de regulacéo por interacBes proteina-proteina através da sua regido rica em prolina
na regiao C-terminal (GOUT et al., 1998). Esta regido pode facilitar a interagdo com
moléculas que contém os dominios Src homology 3 (SH3) (YU et al., 1994),
dominios WW (CHEN AND SUDOL, 1995) e outros dominios como EVH1 (BALL et
al., 2002), GYF (FREUND et al., 2003) e Profilina (MAHONEY et al., 1997).
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Figura 5 — Isoformas e dominios das proteinas S6K1 e S6K2 e os residuos de
ativacdo das proteinas via fosforilacdo pelo complexo mTORCL1 e PDK1.
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As proteinas S6Ks possuem como principal alvo de fosforilagdo a proteina
ribossomal S6 (RPS6), na qual ambas sédo necessarias para a completa fosforilacéo
da proteina, mas evidéncias indicam que S6K2 apresenta maior contribuicdo a esta
resposta (PENDE et al., 2004). Historicamente, a fosforilacdo de RPS6 foi a primeira
modificacdo pos-traducional descrita na literatura (GRESSNER AND WOOL, 1974).
Entretanto, apesar da exata funcdo desta fosforilagdo ainda nao estar bem
estabelecida, sabe-se que a ativacdo de RPS6 promove aumento na sintese
proteica e progressao do ciclo celular, levantando a hipotese de que as S6Ks
regulam o crescimento celular por afetarem positivamente a sintese proteica
(CHAUVIN et al., 2014; KOH, 2013). Além de RPS6, fatores controladores do inicio
da traducédo (PDCD4 e elF4B) e da elongacdo da traducdo (eEF2K) também séo
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alvos de S6K1 e colaboram com o estimulo da sintese proteica mediada pelas S6Ks
(MAGNUSON et al., 2012)

Diversas publicacbes apresentaram evidéncias de que as proteinas S6Ks
desempenham papéis importantes em diferentes patologias, incluindo obesidade,
diabetes, envelhecimento e cancer (FENTON AND GOUT, 2011). Além disto, a
desregulacdo da via mTOR/S6K tem sido relatado como um evento que pode
predispor a evolucdo de carcinomas. Porém, entre as S6Ks, a S6K2 possui maior
evidéncia em relagdo a progressdo de tumores, pois foi demonstrado sua
importancia na proliferacdo e sobrevivéncia celular em resposta a ativagdo de
MTORCL1, ndo envolvendo S6K1 (SRIDHARAN AND BASU, 2011). Outro trabalho
identificou que a superexpressado de S6K2 em tecidos com cancer é mais frequente
que a de S6K1, como nos canceres de mama e endométrio (PARDO and SECKL,
2013).

A proteina S6K2 possui em sua extremidade C-terminal uma regido rica em
prolina, que contém cinco residuos de aminoacidos prolina consecutivos,
diferentemente da isoforma S6K1 que apresenta nesta mesma posi¢cao a sequéncia
de residuos de aminoacidos VTMSG (Figura 6). Além disto, observa-se através do
alinhamento local da sequéncia de aminoacidos proteina S6K2 humana com
diferentes espécies, que esta regido € conserva em outros primatas e mamiferos
(Figura 7). Embora S6K2 apresente semelhangas a S6K1 quanto a sua ativacdo, as
possiveis interacdes proteina-proteina através da sua regido rica em prolina na
cauda C-terminal ja foram citadas como um possivel mecanismo de regulacdo
(GOUT et al., 1998). Contudo, ainda ndo ha relatos que descrevam tal mecanismo.
Além disto, tendo em vista as evidéncias apresentadas na literatura de que a
traducdo de proteinas contendo sequencias trés ou mais prolinas (PPP ou PPG)
dependem de elF5A, buscou-se avaliar se a traducdo da proteina S6K2 também
ocorre neste contexto, uma vez que S6K2 contém um motivo contendo cinco

residuos de prolinas consecutivas.
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Figura 6 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das regiées C-terminal de
S6K1 e S6K2 humanas, com destaque para a sequéncia contendo cinco residuos de
prolinas consecutivas.

S6K1 Hs REKKTIDKILKCKLNLPPYLTQEARDLLKKLLKRNAASRLGAGPGDAGEVQAHPFFRHINW
S6K2 Hs RKKTMDKIIRGKLALPPYLTPDARDLVEKFLKRNPSQRIGGGPGDAADVORHPEFRHMNW

Khkkokkke s kk kkkkkk skkkkokkokhkk o Fik Kkkhk kk Kkkkkk.kk
S6K1 Hs EELLARKVEPPFKPLLQSEEDVSQFDSKFTRQTPVDSPDDSTLSESANQVFLGFTYVAPS
S6KZ Hs DDLLAWRVDPPFRPCLQSEEDVSQFDTRFTRQTPVDSPDDTALSESANQAFLGFTYVAPS

rekkk ekekkkok kkkkkkkkhkkke ckkkkxkkhkxkkh e ckkkkdkhk kkkkkkkkkk

S6K1_Hs VLESVKEKFSFEPKIRSPRRFIGSPRTPVSPVKFSPGDFWGRGASASTANPQTPVEYPME

S6K2_Hs VLDSIKEGFSFQPKLRSPRRLNSSPRAPVSPLKFSPFEGFRPSPSLPE--——- PTELPLP
**:*:** ***:**:*****: ‘***:****:**** (I . * *'* *:

S6K1_Hs TSGIEQMDVTMSGEASAPLPTRQPNSGPYKKQAFPMI SKRPEHLRMNL 502

S6K2_Hs p-———- LLPBBBESTTAPLPIRPPSGTKKSKRGRG---~RPGR-———- 482

Lookkkkkk Kk ke k% .

Alinhamento realizado utilizando o programa ClustalW: Multiple sequence alignment
program-version 1.83 European Molecular Biology Laboratory- European
Bioinformatics Institute (EMBL-IBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Sequencias S6K1
(NP_001258989.1) e S6K2 (NP_003943.2) obtidas do GeneBank.

Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das regides C-terminal da
proteina S6K2 de diferentes espécies de mamiferos.

H. sapiens 436 SPSLPEPTELPLPP-—-LLPPP——-PBSTTAPLPIRPPSGTKKSKRG——- 476

P. troglodytes 436 SPSLPEPTELPLPP---VLPPP-—-PBSTTAPLPIRPPSGTKKSKRG--- 476

M. mulatta 463 SPSLPEPMEPPLPP---LLPPPPPLPPSITAPLPIRPPSGTKKSKRG-—— 506
C.lupus 434 SSGPPEPMEPPLPP-—-LLPPPPP-PPSSTAPLPIRPPSGTKKSKRG——— 476

B. taurus 436 SPGPQELVEPPLPP---LLPPPPPPPBSSTAPLPIRPPSGTKKSKRG-—— 479

M. musculus 436 SPGPPEPMEPSLPP-—-LLPSPPSPPPTSTAPLPIRPPSGTKKSKKG——— 479

R. norvegicus 436 SPGPPEPMEPSLPP---LLPPPSSPPPTSTAPLPIRPPSGTKKSKKG--- 479

Fonte: Alinhamento realizado pelo HomoloGene do NCBI

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/homologene). Observa-se a conservagdo da
sequéncia de poli-prolina de S6K2 entre as espécies.



73

6 CONCLUSOES

Em funcado dos resultados obtidos conclui-se que a deplecédo do dominio poli-
prolina presente em S6K2, mas ausente em S6K1, ndo interfere com o seu perfil de
expressao e néo influencia sua capacidade fosforilativa intrinseca, como evidenciado
pela fosforilacdo do principal alvo de fosforilagdo, a proteina RPS6 pela proteina
mutante S6K2APro desenvolvida neste estudo. Esta observacgao, portanto, revela
que a proteina mutante S6K2APro apresenta preservada sua atividade catalitica

intrinseca.

A proteina S6K2 enddgena nao tem seu contetdo alterado quando ocorre a
deplecdo do contetddo de elF5A com o silenciamento génico utilizando moléculas
SiRNA para elF5A em células HelLa nos tempos testados. Além disso, diferente da
proteina controle LBD17 que tém sua producao altamente prejudicada pela reducao
do conteddo de elF5A, a superexpressdao S6K2 foi apenas pouco afetada pela
repressdo de elF5A em modelo de Saccharomyces cerevisiae regulando a
expressdo génica de TIF51A, o que indica que elF5A nao esta envolvida na
traducao de S6K2.

A regido de poli-prolina de S6K2 é importante para as interacfes proteina-
proteina de S6K2, como mostrado nos ensaios de imunoprecipitacdo seguido de LC-
MS. Uma vez que, com a mudanca da sequéncia dessa regiao observa-se que a
interacdo de um sub grupo de proteinas fica possivelmente prejudicada, com
destaque para as proteinas com atividade transportadora. Dentre as proteinas
identificadas, o fator eEF2 foi validado pela primeira vez como uma das proteinas
com interacdo a S6K2 e esta interacdo pode sofrer influéncia do seu dominio poli-
prolina de S6K2.
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