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RECOMECAR

Ndo importa onde vocé parou

em que momento da vida vocé cansou

0 que importa é que sempre € possivel e
necessdrio recomecar.

Recomegar € dar uma nova chance a si mesmo
¢ renovar as esperangas ha vida e o mais importante
acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito nesse periodo?
Foi aprendizado...

Chorou muito?
Foi limpeza da alma...

Ficou com raiva das pessoas?
Foi para perdod-las um dia...

Acreditou que tudo estava perdido?
Era o inicio da tua melhora...

Recomegar, hoje é um bom dia para comegar novos desafios.

Aonde vocé quer chegar?
Sonhe alto! Queira o melhor do melhor!

Lembre-se, somos apaixondveis
somos sempre capazes de amar muitas e muitas vezes
afinal de contas, nés somos o Amor.

"Porque eu sou do famanho do que vejo e ndo do tamanho da minha altura".

Paulo Roberto Gaefke, com citagdo de Fernando Pessoa.



RESUMO

O provavel fator de inicio de traducdo 5A (elF5A) é altamente conservado de
arqueas a mamiferos e sofre uma modificacdo poés-traducional Unica e essencial, em
gue uma lisina especifica € convertida em um residuo de hipusina. Este fator ja foi
relacionado a inicio de traducdo, transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de
MRNA e proliferacdo celular, mas a funcéo critica de elF5A na célula ainda nao foi
totalmente esclarecida. Ainda que o papel de elF5A na traducdo geral tenha sido
guestionado, dados recentes de nosso laboratério, incluindo os resultados deste
trabalho, restabelecem uma funcdo para elF5A na traducdo e evidenciam a sua
atuacdo na etapa de elongacdo ao invés de inicio. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi ampliar os estudos do papel de elF5A na sintese proteica. Para isso, foram
realizadas andlises de interacdo genética e de perfil polissomal de linhagens que
combinam o alelo mutante de elF5A, tif51A-3, e de fatores envolvidos na etapa de
inicio (elF4E, elF3 e elF5B) ou elongacdo (eEF2) da traducdo. As analises de perfil
polissomal utilizando mutantes duplos de elF5A e de fatores de inicio de traducéo
mostram uma diminui¢cdo do efeito de perda de polissomos caracteristico de mutantes
de inicio de traducdo. Além disso, o perfil polissomal de mutantes de elF5A é bastante
semelhante ao do mutante de elongacéo. Foi também observado que a deplecédo de
elF5A provoca uma diminuicéo significativa na sintese proteica total e um aumento no
tempo de transito ribossomal, confirmando os resultados obtidos nas anélises de perfil
polissomal. Também foi avaliada a influéncia de elF5A no processo de elongacéo da
traducdo utilizando-se repédrteres contendo a IRES do virus CrPV, a qual é
independente de todos os fatores de inicio de traducédo conhecidos. Foi observada uma
diminuicdo da atividade da IRES em mutantes de elF5A e de eEF2, com relacdo a
linhagem selvagem. Além disso, foi dada continuidade a caracterizagdo de outros dois
mutantes de elF5A, tif51A®* e tif51A°%H9F  capazes de produzir elF5A estavel na
temperatura restritiva. Foi observado que a superexpressdo de EFT2 suprimiu o
fenétipo de sensibilidade a temperatura e o defeito no perfil polissomal do mutante
tif51AX°%*  enquanto provocou um efeito deletério no crescimento do mutante
tif51A°%?H9F e Jevou a uma diminuicdo das fracdes polissomais nos ensaios de perfil
polissomal. Assim, os resultados aqui apresentados evidenciam que elF5A é um fator

de elongacéao da traducao e sugerem uma relagéao funcional com eEF2.



ABSTRACT

The putative eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A) is highly conserved
from archaea to mammals, essential for cell viability and it is the only cellular protein
known to contain the essential amino acid hypusine. elF5A has also been involved with
nucleocitoplasmatic transport, mMRNA decay and cell proliferation, however its critical
function in the cell is not completely understood. Although a role for elF5A in general
translation has been questioned, our recent findings, including those described in this
study, showed that elF5A has a function in protein synthesis and it is related with the
elongation step of translation instead of initiation. Therefore, the aim of this study was to
investigate the role of elF5A in protein synthesis. For this purpose, we tested genetic
interactions and performed polysomal profile analysis of yeast strains that combine the
elF5A mutant tif51A-3 with translation initiation (elF4E, elF3 and elF5B) or elongation
(eEF2) mutants. The polysome profile analysis of the double mutants of elF5A and
canonical initiation mutants showed a decrease in polysome run-off. In addition, the
polysome profile of elF5A mutant is quite similar to that of the eEF2 mutant. Also, we
observed that the depletion of elF5A causes a significant decrease in total protein
synthesis and an increase of the average ribosomal transit time. These results are in
agreement with the polysome profile data. The influence of elF5A in translation
elongation was also evaluated using reporters containing the CrPV IRES, which is
independent of all factors known to be involved in translation initiation. We observed a
decrease in IRES activity in the elF5A and eEF2 mutants, when compared to the wild
type. In addition, two other conditional elF5A mutants (tif51A%®* and tif51AR%2H/L93F)
which produce stable elF5A at the restrictive temperature were also analyzed.
Interestingly, while the overexpression of EFT2 improves the cell growth of the

AQZ2HLSF -y tant. In

AK56A

tif51AX°%* mutant, it has a deleterious effect upon growth of the tif51
agreement with the cell growth data, the polysome profile defect of the tif51 mutant
is partially complemented by overexpression of EFT2, whereas polysome profile of the
tif51A%2HL93F mutant is aggravated. Taken together, the data presented herein support
a function for elF5A as an elongation factor and also suggest a functional relationship

between elF5A and eEF2.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sintese proteica em eucariotos

A expressdo génica é um processo altamente regulado em diversas etapas,
sendo uma delas a sintese proteica. A traducdo do mRNA em proteinas é uma
atividade celular de alto gasto energético e que permite alteracdes rapidas nas
concentragbes de proteinas, sendo importante para a manutengdo da homeostase e
modulacdo de alteracdes na fisiologia celular. A traducdo, assim como outros
processos basicos da expressao génica, € extremamente conservada ao longo da
evolucao e pode ser dividida em trés etapas principais: inicio, elongacédo e terminacao.

O inicio da traducdo € o processo que forma ribossomos competentes e requer,
em eucariotos, pelo menos nove fatores chamados de fatores de inicio de traducéo de
eucariotos (elFs — eukaryotic translation initiation factors). Os principais componentes
envolvidos no inicio da traducdo estdo apresentados na Tabela 1. O inicio da traducdao,
llustrado na Figura 1, pode ser descrito como uma sequéncia de eventos envolvendo a
formacdo do complexo ternario, composto pelo fator elF2 ligado a uma molécula de
GTP e Met-tRNAM®. Uma vez formado, o complexo ternario se liga & subunidade
ribossomal 40S, mediado pelos fatores elF1, elF1A e elF3, originando o complexo de
pré-iniciacdo 43S. Em seguida, o complexo 43S se liga ao “cap” através da interagao
com o complexo ligante do capacete (“cap binding complex”), composto pelos fatores
elF4B e elF4F (fator heterotrimérico de elF4A, elF4E e elF4G), originando o complexo
48S. elF4A, juntamente com o fator elF4B, desfaz as estruturas secundarias presentes
na regido 5-ndo traduzida (5’-UTR) do mRNA. Uma vez ligado ao “cap”, o complexo
43S se move ao longo da regido 5-ndo traduzida (5-UTR) do mRNA até o
reconhecimento do cédon iniciador, auxiliado por elF1 e elF1A. Neste momento, ocorre
uma mudanca conformacional no complexo iniciador levando & hidrélise da molécula
de GTP ligada a elF2, estimulada pela “GAP” (GTPase-activating protein) elF5. Em
seguida, os fatores elF1, elF2, elF3 e elF5 se dissociam do 40S e o fator elF5B-GTP
se liga. A ligacdo das subunidades 40S e 60S é estimulada por elF5B, que hidrolisa
uma segunda molécula de GTP, promovendo a ligacdo das subunidades ribossomais,
formando um complexo 80S competente para a traducdo. Por fim, ocorre a liberacao de



elF5B-GDP e elF1A do 80S, completando assim a etapa inicial da traducédo (Acker e
Lorsch, 2008; Jackson e cols., 2010).

Apesar de a maioria dos mRNAs ter o inicio da tradu¢cdo mediada pelo “cap”,
alguns transcritos sao traduzidos de maneira independente de “cap”, através dos
elementos IRES (“Internal Ribosome Entry Sites”). IRES s&o sequéncias presentes na
regido 5’-ndo traduzida (5’-UTR) de alguns mRNAs e foram inicialmente identificadas
em virus (Pelletier e Sonenberg, 1988). No entanto, foram também descobertas IRES
em transcritos de genes enddgenos em diferentes organismos (Jackson, 2005). O
recrutamento do ribossomo pelas IRES envolve a interacdo de varios sitios nao-
continuos presentes na porcédo 5’-UTR do mRNA e varia de acordo com a sequéncia
de nucleotideos que compde a IRES, como ilustra a Figura 2. Por exemplo, a IRES do
virus EMCV (Encephalomyocarditis Virus) necessita dos fatores de inicio de traducao
elF4G, elF4A, elF3 e elF2, além de Met-tRNA;,, GTP e da subunidade 40S (Chen e
Sarnow, 1995). A IRES do virus da hepatite C (HCV) necessita apenas dos fatores de
inicio de tradugéo elF3 e elF2, além de Met-tRNA;, GTP e da subunidade 40S (Otto e
Puglisi, 2004). Curiosamente, andlises in vitro mostraram que a IRES do virus CrPV
(“Cricket Paralysis Virus”) é capaz de recrutar diretamente as subunidades ribossomais
e os fatores de elongacdo, sem necessidade de nenhum fator de inicio de traducao
(Jan e Sarnow, 2002). Essa capacidade foi também observada, recentemente, em
ensaios in vivo (Deniz e cols., 2009). A relacdo dos supostos mMRNAs endbégenos que
contém IRES esta crescendo apesar dos questionamentos rigorosos da comunidade
cientifica. As IRES de mRNAs enddgenos apresentam pouca relacdo estrutural entre si
e seus mecanismos de estimulo do inicio da traducdo ndo foram elucidados até o
momento (Baranick e cols., 2008; Jackson e cols., 2010).

A etapa de elongacdo da traducdo, ilustrada na Figura 3, tem inicio com o
pareamento do anticédon presente no aminoacil-tRNA e do cdédon correspondente do
MRNA, no sitio A (aminoacil) do ribossomo. Em eucariotos, este posicionamento é
mediado pelo fator de elongacdo eEF1A. O correto pareamento codon-anticédon, leva
a hidrélise de uma molécula de GTP ligada a eEF1A e a liberacdo deste fator. O centro
peptidil-transferase da subunidade 60S é entdo ativado, catalisando a formacdo de
uma ligacdo peptidica entre o aminoacido ligado ao tRNA posicionado no sitio A
(aminoacil) e a cadeia polipeptidica nascente, posicionada no sitio P (peptidil). Logo

apo6s a formacdo da ligacdo peptidica, ocorre a translocacado, etapa responsavel pela



movimentacdo dos dois tRNAs e do mRNA através do complexo ribossomal,
mantendo-se a janela de leitura. Mais detalhadamente, durante a formacédo da nova
ligacdo peptidica, a cadeia polipeptidica nascente é transferida do tRNA posicionado no
sitio A para o tRNA no sitio P, provocando altera¢cdes na conformacdo do ribossomo.
Neste momento, os tRNAs nos sitios A e P passam para um estado “hibrido” em que
seus anti-cédons continuam pareados com os cédons presentes nos sitios A e P, mas
suas extremidades aceptoras se posicionam nos sitios P e E (“exit” - saida),
respectivamente, assumindo configuracbes A/P e P/E. Ocorre, entdo, a ligacao de
eEF2-GTP. A molécula de GTP ligada ao eEF2 é hidrolisada, induzindo novas
alteracdes conformacionais do ribossomo, que sdo seguidas pelo movimento dos
tRNAs da configuracdo A/P para P/P e P/E para E/E, liberando o tRNA desacilado e
deixando livre o sitio A (A/A), posicionado agora no codon seguinte do mRNA. Este
ciclo se repete até que um cédon de terminacdo seja posicionado no sitio A (Merrick,
1992). A maquinaria envolvida na etapa de elongacédo da traducdo dos fungos difere
dos demais eucariotos pela presenca do fator eEF3. Apesar de essencial, a funcao
deste fator ndo estd completamente estabelecida. eEF3 possui atividades ATPasica e
GTPasica e ja foi envolvido com estimulo da interacdo de eEF1A + aminoacil-tRNA ao
ribossomo (Kamath e Chakraburtty, 1989), com a remocéo do tRNA desacilado do sitio
ribossomal E (Anand e cols., 2003) e, mais recentemente, com reciclagem das
subunidades ribossomais (Kurata e cols., 2010).

O término da traducdo (Figura 4) ocorre quando um codon terminador €
translocado para o sitio ribossomal A, sinalizando para a liberacdo da cadeia
polipeptidica do peptidil-tRNA localizado no sitio P. Esse processo é mediado pelos
fatores de terminagéo da traducdo eRF1 e eRF3. O fator eRF1 reconhece os cédons
de terminacéo e promove a liberacdo da cadeia polipeptidica através da interacdo com
o centro peptidil-tranferase da subunidade 60S. eRF3, por sua vez, interage com eRF1
e tem sua funcdo relacionada a reciclagem deste fator. Além disso, dados indicam que
a atividade GTPase de eRF3 estd associada a funcdo de eRF1, garantindo o
reconhecimento dos codons de terminacdo e a eficiente liberacdo da cadeia
polipeptidica (Kapp e Lorsch, 2004; Salas-Marco e Bedwell, 2004). Por fim, as
subunidades ribossomais sao recicladas para que possam ser utilizadas em um novo

ciclo de traducéo (Kapp e Lorsch, 2004).



Tabela 1. Principais componentes envolvidos no inicio da tradu¢do em eucariotos.

Principais fatores de inicio de traducao

Nome

Funcéao

elF2

elF3

elF1

elF1A

elF4E
elF4A
elF4G

elF4F

elF4B

elF5

elF5B
elF2B

Envolvido na formacdo do complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNAM®, que

se liga a subunidade ribossomal 40S, mediando o recrutamento do Met-
tRNAM®!

Interage com a subunidade ribossomal 40S, elF1, elF4G e elF5; promove
a ligacdo do complexo ternario a 40S e a subsequente interagcdo com o
MRNA via elF4G; atua na dissociagdo e nha anti-associacdo das
subunidades ribossomais, prevenindo a interacdo das subunidades 40S e
60S

Envolvido com a fidelidade na selecdo do cddon iniciador, estimula a
ligacdo do complexo ternario a subunidade 40S e o “scanning’
ribossomal; previne a hidrolise prematura da molécula de GTP ligada a
elF2 por elF5

Envolvido com a ligagdo do complexo ternario a subunidade 40S e,
juntamente com elF1, promove o “scanning” ribossomal e o
reconhecimento do cédon iniciador

Liga-se ao “cap” do mRNA

Helicase dependente de ATP

Interage com os fatores elF4E, elF4A, elF3, PABP, e com 0 mRNA,
aumentando a atividade helicase de elF4A

Complexo ligante de “cap” (“cap binding complex”) composto pelos
fatores elF4E, elF4A e elF4G; envolvido na associacao do complexo 43S
com o0 mRNA e no “scanning” ribossomal

Proteina ligante de RNA que estimula a atividade helicase de elF4A

Atua como “GAP” (GTPase-activating protein) de elF2, quando ocorre 0
reconhecimento do codon iniciador

GTPase estimuladora da ligacao da subunidade 60S a 40S

“‘GEF” (Guanosine nucleotide Exchange Factor) que promove a troca de
GDP por GTP em elF2




Fatores auxiliares

Nome Funcéo

elF6 Fator ligante da subunidade ribossomal 60S; previne a associacao das

subunidades 40S e 60S.
PABP Liga-se a cauda poli A do mRNA; interage com elF4G e promove a

circularizagao do mRNA




ddo nome aos fatores de inicio de traducao de eucariotos apds a sigla "elF"

{modificado de Sonenberge Hinnebusch, 2007).












1.2. elF5A

Muitos dos fatores que atuam nas diferentes etapas da traducao séo conservados
ao longo da evolucao. Dentre eles destaca-se o provavel fator de inicio de traducéo de
eucariotos 5A (elF5A — eukaryotic translation initiation factor 5A), que é altamente
conservado em arqueas e eucariotos e possui um homoélogo estrutural em bactérias,
EF-P. Assim, o entendimento da funcdo desse tipo de fatores conservados deve
contribuir de maneira importante para uma maior compreensao do processo de
traducéo na célula.

elF5A foi originalmente purificado a partir de ribossomos de lisados de
reticuldcitos de coelho (Benne e Hershey, 1978) e foi considerado um fator de inicio de
traducdo devido a capacidade de estimular a sintese de metionil-puromicina in vitro
(Benne e cols., 1978). O ensaio de metionil-puromicina mede a incorporacdo de
metionina radioativa, a partir de Met-tRNA;, a puromicina, através de catalise
ribossomal, sendo, portanto, um ensaio bastante utilizado para avaliar a influéncia de
diferentes fatores no inicio da traducéo.

Apesar da capacidade evidente de elF5A estimular a sintese de metionil-
puromicina in vitro utilizando-se tripletes AUG ou mRNA de globina, a ndo adicdo de
elF5A ndo mostrou nenhum impacto sobre a sintese de globina in vitro, discordando,
assim, de resultados obtidos na auséncia dos outros fatores de inicio de traducao elF1,
elF1A, elF3, elF5B e elF5, também testados (Benne e cols., 1978). Além disso, elF5A
nao pareceu influenciar a formacao in vitro de complexo ternario ou a ligacdo do mRNA
de globina ou do Met-tRNA, a subunidade 40S (Benne e cols., 1978).

A possibilidade de elF5A atuar na elongacdo da traducdo também foi
considerada, porém nenhum efeito positivo foi observado com a adicdo de elF5A em
um sistema de sintese proteica para polimerizacédo de poli-fenilalanina a partir de acido
poli-uridilico, ribossomos 80S e fatores de elongacédo eEF1 e eEF2 purificados (Benne
e cols., 1978).

Apesar dos estudos iniciais sugerirem o0 envolvimento de elF5A com o inicio da
traducdo, foi observada que a deplecdo desse fator em S. cerevisiae leva a uma

pequena diminuicdo (30%) da taxa de sintese proteica (Duncan e Hershey, 1986; Kang



e Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998). Assim, estes dados levaram a concluséo de
gue elF5A nao seja um fator essencial na sintese proteica de forma geral.

Alternativamente, foi proposto que elF5A seja um fator envolvido na traducdo de
um grupo especifico de mensageiros, por exemplo, daqueles envolvidos na transi¢éo
G1/S do ciclo celular (Kang e Hershey, 1994; Park e cols., 1997). Esta hipotese foi
levantada devido a observacdo de que a inibicdo das duas enzimas envolvidas na
modificacdo poés-traducional de elF5A bloqueia a proliferacdo celular de diferentes
linhagens de células de mamiferos (Hanauske-Abel e cols., 1994; Chen e cols., 1996;
Shi e cols., 1996). Assim, apesar de elF5A ter sido denominado inicialmente um fator
de inicio de traducéo, a sua funcdo como tal ndo foi claramente demonstrada. Outras
observacbes também evidenciam o envolvimento de elF5A com proliferacdo celular.
Por exemplo, a expresséo de elF5A € induzida em linfécitos T ativados (Bevec e cols.,
1994). Além disso, experimentos utilizando D. melanogaster mostraram uma perda do
controle no ciclo celular no inicio do desenvolvimento deste inseto em consequéncia da
diminuic&o dos niveis de elF5A (Lee e cols., 2001).

Além ser relacionado com inicio da traducgdo e ciclo celular, o fator elF5A foi ainda
envolvido com o decaimento de mRNA. Foi mostrado que mutantes condicionais de S.
cerevisiae exibem defeito na degradacdo de mRNAs na temperatura ndo permissiva
(Zuk e Jacobson, 1998; Valentini e cols., 2002). Entretanto, os resultados de
decaimento de mRNA obtidos para os mutantes de nosso laboratério sugerem que
esse possivel papel de elF5A seja secundario, pois o fenotipo de inibicdo do
crescimento ndo se correlaciona com o defeito na degradacdo de mRNAs (Valentini e
cols., 2002). Além disso, dados obtidos posteriormente em nosso laboratério, sugerem
que a funcdo de elF5A esteja relacionada com a etapa de elongacdo da traducéo
(Zanelli e cols., 2006), o que justificaria um efeito indireto na degradacdo de mRNAs,
uma vez que a parada do processo de elongacao leva ao bloqueio da degradacao de
MRNAs (Beelman e Parker, 1994).

elF5A foi também relacionado com transporte nucleocitoplasmatico, atuando
como um cofator celular da proteina Rev de HIV-1, envolvido na exportacdo dos
mensageiros tardios deste virus (Ruhl e cols., 1993; Bevec e cols., 1996; Bevec e
Hauber, 1997; Elfgang e cols., 1999; Rosorius e cols., 1999), apesar de outros estudos
nao evidenciarem o envolvimento de elF5A com transporte nucleocitoplasmatico (Shi e
cols., 1997; Henderson e Percipale, 1997; Valentini e cols., 2002; Jao e Chen, 2002).



A levedura S. cerevisiae é um importante organismo modelo para o estudo de
genes conservados em eucariotos e foi o organismo utilizado em nosso laboratério
para as analises descritas neste trabalho. Esta levedura possui no seu genoma dois
genes que codificam para elF5A, TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1), os quais séo
regulados transcricionalmente pelos niveis de oxigénio, sendo expressos,
respectivamente, em condi¢cfes aerdbicas e anaerdbicas. Apesar dos dados sugerirem
gue os produtos dos genes TIF51A e TIF51B possam ser requeridos para a expressao
especifica de genes aerdbicos ou anaerodbicos, respectivamente, o significado funcional
da regulacédo reciproca dos genes codificadores de elF5A em levedura é obscuro.
Ainda, foi observado que TIF51A pode ser substituido por TIF51B em condi¢cdes
aerdbicas e vice-versa, indicando que os produtos destes dois genes possuem a
mesma funcédo em levedura (Wohl e cols., 1993; Schwelberger e cols., 1993). Uma vez
gue TIF51A é essencial para o crescimento em condi¢cdes aerdbicas (Schnier e cols.,
1991; Wohl e cols., 1993; Valentini e cols., 2002) e que a delecdo de TIF51B nao
influencia as taxas de crescimento de células hapléides em aerobiose (Wohl e cols.,
1993), diversos mutantes condicionais de S. cerevisiae para o gene TIF51A foram
descritos e caracterizados em nosso laboratério (Valentini e cols., 2002; Dias e cols.,
2008).

elF5A possui 17 kDa em levedura e sofre uma modificagdo pds-traducional Gnica
na célula, que corresponde a hipusinacdo de um residuo de lisina (Chen e Liu, 1997;
Park e cols., 1997). A formagdo do aminoacido hipusina (do inglés “hypusine:
hydroxyputrescine-lysine”) ocorre através da transferéncia, pela desoxi-hipusina sintase
(Dys1 em levedura, DHS em mamifero), de um grupo aminobutil da espermidina para o
amino grupo livre de uma lisina especifica, seguido de hidroxilagdo deste grupo pela
desoxi-hipusina hidroxilase (Lial em levedura, DOHH em mamifero). O grau de
conservacdao dos residuos flanqueadores do sitio de hipusinacdo, nas diferentes
espécies, revela a grande importancia deste aminoacido raro (Chen e Liu, 1997;
Magdolen e cols., 1994). Mutacdo neste residuo (K51R em S. cerevisiae) leva a
producdo de elF5A ndo hipusinado, que ndo permite o crescimento de células onde
TIF51A foi nocauteado (Schnier e cols., 1991). Adicionalmente, o gene codificador da
enzima desoxi-hipusina sintase € essencial para o crescimento de S. cerevisiae e
também ¢é altamente conservado desde arqueas a eucariotos (Park e cols., 1997;

Sasaki e cols., 1996). Curiosamente, apesar de o gene codificador da enzima desoxi-



hipusina hidroxilase ser essencial em eucariotos superiores, este gene néo é essencial
em S. cerevisiae, sugerindo que a hidroxilacdo do residuo de hipusina ndo afeta a

funcao de elF5A em levedura (Park e cols., 2009).

As estruturas tridimensionais de homoélogos de elF5A de arqueas, protozoarios e,
recentemente, de humanos e de levedura foram determinadas e reveleram varias
caracteristicas comuns (Kim e cols., 1998; Peat e cols., 1998; Yao e cols., 2003; Tong
e cols., 2009; PDB 3CPF; PDB 3ERO). Segundo esses estudos, elF5A se trata de uma
proteina dividida em dois dominios predominantemente compostos por folhas beta. A
comparacdo destes dominios com outras proteinas de estruturas tridimensionais
conhecidas mostra que o dominio N-terminal, o qual contém a hipusina, possui um
dobramento classificado como “Translation Protein SH3-like motif”’, o qual também esta
presente em varias proteinas ribossomais (http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e
cols., 2001). O dominio C-terminal, por sua vez, € similar a dobramentos de proteinas
gue se ligam a &acidos nucleicos de fita simples (“Single-stranded Oligonucleotide
Binding Fold”), o qual esta presente em proteinas de diferentes fungbes celulares que
se ligam a RNA ou DNA fita simples (http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e cols.,
2001). Alguns estudos propdem que elF5A possui atividade de ligagdo a RNA (Xu e
Chen, 2001; Xu e cols., 2004), mas o papel funcional e a relevancia biolégica dessa

capacidade de ligar RNA néo estéo estabelecidos.

Apesar de ndo existir proteina homéloga de elF5A em bactérias, o fator de
elongacéo da traducdo de bactérias EF-P € um homdlogo estrutural de elF5A, como
mencionado anteriormente, sendo que a estrutura de elF5A de arquea é superponivel
aos dois primeiros dominios de EF-P (Hanawa-Seutsugu e cols., 2004). EF-P é
essencial para a viabilidade celular e possui efeito estimulatério na formacdo de
ligacbes peptidicas tendo sido considerado, portanto, um fator de elongacdo da
traducdo (Glick e Ganoza, 1975). Assim como elF5A, EF-P é capaz de estimular a
sintese de metionil-puromicina in vitro e tem sua funcéo alterada por inibidores da
atividade peptidil-transferase do ribossomo (Ganoza e cols., 2002). Entretanto, dados
recentes mostram que EF-P estd envolvido no correto posicionamento do tRNA
iniciador, atuando apenas na formacdo da primeira ligacdo peptidica (Blaha e cols.,
2009). Curiosamente, foi observado que EF-P de um sub-grupo de bactérias sofre uma
modificacdo pos-traducional em um residuo especifico de lisina na posicdo 34,

correspondente ao sitio de hipusinacdo de elF5A. Esta modificacdo, denominada



lisilacdo, & analoga a hipusinagéo e envolve a incorporagéo do radical lisil de uma lisina
ao grupamento amino da lisina 34 de EF-P pelas enzimas YjeA e YjeK (Navarre e cols.,
2010; Yanagisawa e cols., 2010; Bailly e Crécy-Lagard, 2010).

Embora a fungdo de elF5A como fator de inicio de tradugdo n&do tenha sido
claramente demonstrada, estudos realizados por nosso laboratorio e por outros,
revelaram a associacao de elF5A com ribossomos traducionalmente ativos e trouxeram
este fator de volta ao cenario da tradugcdo (Jao e Chen, 2006; Zanelli e cols., 2006).
Ensaios de copurificacdo seguidos de espectrometria de massas revelaram que elF5A
interage com as proteinas ribossomais PO, S5 e L11 e com o fator de elongacao de
traducéo 2 (eEF2), componentes da maquinaria de traducédo. Ainda, foi mostrado que
elF5A interage especificamente com monossomos funcionalmente ativos, e que
mutantes condicionais de elF5A apresentam defeito no perfil polissomal e sé&o
sensiveis a inibidores da traducdo (Zanelli e cols., 2006). Aléem disso, a andlise de
diferentes mutantes condicionais de elF5A demonstrou uma diminuicdo na sintese
proteica total nas condigdes nao-permissivas de crescimento (Cano e cols., 2008; Dias
e cols., 2008). O envolvimento de elF5A com a etapa de elongacédo da traducéo ao
invés de inicio, como proposto na caracterizacao inicial deste fator, foi o enfoque deste
trabalho de doutorado, na tentativa de contribuir para o esclarecimento do papel de

elF5A na sintese proteica.



2. OBJETIVO GERAL

Analisar o papel de elF5A no mecanismo de sintese proteica, mais especificamente,

na etapa de elongacéo da traducao.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

Avaliar o impacto no perfil polissomal de mutantes duplos de elF5A com
mutantes de fatores de elongacéo ou de inicio de traducdo de eucariotos.
Analisar os niveis de sintese proteica em mutantes de elF5A.

Analisar o tempo de transito ribossomal em mutantes de elF5A.

Avaliar a associagdo de elF5A com ribossomos ativos na presenga de
inibidores de sintese proteica.

Avaliar se elF5A mutada altera a traducdo mediada por IRES de CrPV.
Ampliar os estudos de interacdo genética entre elF5A e eEF2, utilizando os
mutantes tif51AX*®A e tif51 AQ22H/L93F



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

As linhagens e plasmideos utilizados estdo descritos, respectivamente, nas
Tabelas 2 e 3. A manutencao e cultivo das linhagens de S. cerevisiae e E. coli, bem
como o preparo dos meios de cultura e solu¢cdes seguiram procedimentos padréo
(Guthrie e Fink 1991; Ausubel e cols., 2004).

Tabela 2. Leveduras utilizadas nos experimentos deste estudo.

Levedura Genaotipo Origem
SVL14 MATa ade2 hls_3 leu2 trpl ura3 canl Colecao do laboratério
tif51A-1
SVL32 MATa ade2 hls_3 leu2 trpl ura3 canl Colecao do laboratério
tif51A-3
W303 _ . .
MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 Colecéao do laboratério
(SVL82)
SVL102 MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 tif51A-3 Colecéo do laboratério
SVL105 MATa leu2 trp1 ura3 [pYGEX] Colecao do laboratério
SVL106 MATa leu2 trpl ura3 [pYGEX-TIF51A] Colecéo do laboratério
MATa ade2 his3 trpl ura3 cdc33::LEU2
SVL347 [cdc33-42/TRP1/CEN] Altmann e Trachsel, 1989
MATa adeZ2 his3 leu2 trp1 ura3 tif51A- ~ L.
SvL447 3-URA3 ssd1-LEU2 Colecao do laboratorio
SVL700 MATa ade?2 his3 leu2 trpl ura3 ccal-1 Peltz e cols., 1992
MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 _
SVL731 Colecéo do laboratorio

ProtA-7xHis-TIF51A

MATa leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
VZL821 _ Colecao do laboratério
tif51B::KanMX4 [pVZ708]

MATa leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3

VZL822 _ Colecéo do laboratorio
tif51B::KanMX4 [pVZ734]

VZL829 MATa adel leu2 ura3 prtl-1 Nielsen e cols., 2004

MATa leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3

vzL837 {if51B::KanMX4 [pSV146]

Colecao do laboratério




VZL839
VZL844
VZL845
VZL846

VZL847

VZL850

VZL851

VZL852

VZL854

VZL855

VZL857

VZL865
VZL866

VZL957

VZL958

VZL987

MATa ade3 his3 leu2 ura3 funl2::kanMX4
MATa ade2 leu?2 trp1 ura3

MATa ade2 leu?2 trpl ura3 tif51A-3 prtl-1
MATa ade2 his3 leu2 ura3

MATa ade2 his3 ura3 tif51A-3::URA3
cdc33::LEU2 [cdc33-42/TRP1/CEN]

MATa his3 leu2 trp1 ura3 funl2::kanMX4
tif51A-3

MATa ade?2 his3 leu2 ura3 fun12::kanMX4

MATa ade2 his3 leu2 trpl ura3 canl
tif51A-3 [LEU2/CEN]

MATa ade?2 his3 leu2 trpl ura3 canl
tif51A-3 [eft2"9*¢/LEU2/CEN]

MATa ade?2 his3 leu2 trpl ura3 canl
[LEU2/CEN]

MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3
[eft2"9%/LEU2/CEN]

MATa ade2 his3 leu2 ura3
MATa leu2 his3 trpl ura3 tif51A-3

MATa ade?2 his3 leu2 trpl ura3 canl
tif51A-1 [LEU2/CEN]

MATa ade3 his3 leu2 ura3 funl2::kanMX4
[LEU2/CEN]

MATa leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
tif51B::KanMX4 [pSV1040]

Sunnie Thompson

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Colecéo do laboratério

Tabela 3. Plasmideos utilizados nos experimentos deste estudo.

Plasmideo Descricéo Origem
pPYGEX Vetor de expressao de proteina de _
Pamela Silver
(pSV20) fusdo com GST em levedura: URA3/2u
pRS314
(pSV58) TRP1/CEN Pamela Silver
pRS315
LEU2/CEN Pamela Silver

(pSV59)




pRS425

(pSV64) LEU2/2u Pamela Silver
PRS426
(pSVE5) URA3/2u Pamela Silver
pSall
(pVZ1034) LEU2/2u Sunnie Thompson
pSV36 TIF51A clonado em pYGEX Colecéo do laboratério
pSV146 TIF51A clonado em pRS315 Colecao do laboratério
pSV181 PKC1 clonado em pRS426 Colec&o do laboratério
pSV262 EFT2 clonado em pRS426 Colecao do laboratoério
pSV500 vetor pRS314 serg (I)I sitio de restrigao Colec&o do laboratdrio
a
pVvZ708 tif51A?2Y9%F clonado em pSV500 Colecao do laboratrio
pVvZ734 tif51A“*® clonado em pSV500 Colecao do laboratério
pVZ853 HA- eft2H°K/LEU2/2,4 Ortiz e Kinzy, 2005
pVZ1035 LEU2-CrPV-IRES-AAUG-URA3 Sunnie Thompson
pVZ1036 LEU2-CrPV-IRESmut-AAUG-URA3 Sunnie Thompson
pVvZ1037 Rluc-CrPV-IRES-AAUG-Fluc Sunnie Thompson
pVZ1038 Rluc-CrPV-IRESmut-AAUG-Fluc Sunnie Thompson
pVZ1040 tif51A**%* clonado em pSV500 Colecao do laboratério

pvZ1104 eft2"°% clonado em pRS315 Colecao do laboratério




4.2. METODOS

4.2.1. Cruzamento e esporulacdo de leveduras

4.2.1.1. Cruzamento

As cepas haploides de S. cerevisiae desejadas foram cruzadas na superficie de
agar YPD (extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e agar 20 g/L) e incubadas por
uma noite a 25°C. A selecao dos diploides foi realizada pela transferéncia, com veludo
estéril, do crescimento obtido na placa de YPD para a placa de meio duplo seletivo, de
acordo com as marcas auxotréficas do diploide. As placas foram incubadas a 25°C.

Apos o crescimento, os dipldides foram isolados em meio duplo seletivo.
4.2.1.2. Esporula¢éo

Os diploides foram cultivados em meio S-SPO liquido (extrato de levedura 2,5 g/L;
acetato de potéassio 15 g/L; adenina, uracil e tirosina 0,04 g/L; histidina, leucina, lisina,
triptofano, metionina e arginina 0,02 g/L; fenilalanina 0,1 g/L e treonina 0,35 g/L) a

25°C, sob agitacdo até a formacao de ascos.

4.2.2. Disseccdao e caracterizacao de tétrades

Foram centrifugados momentaneamente 200 uL da cultura submetida a
esporulagcdo. Apds a remocgéo do sobrenadante, as células foram suspensas em 100
uL de sorbitol 20%. Entédo, foram adicionados 3 uL de zimoliase (10 mg/mL) e a reacdo
foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 1 mL de
sorbitol 20% e as células foram mantidas em gelo até a dissec¢do. Os ascos foram
dissecados em microscépio de disseccao, utilizando placa de meio YPD, a qual foi
incubada a 25°C até a obtencéo de coldnias. O gendtipo das células hapléides obtidas
foi caracterizado utilizando-se diferentes meios de cultura seletivos. O fator de
acasalamento foi definido através do cruzamento com cepas de fator de acasalamento
conhecido e selecdo dos diploides em meio seletivo. O fendtipo de sensibilidade a
temperatura foi checado pelo crescimento em meio YPD em diferentes temperaturas de

incubacéo.



4.2.3. Teste de fenotipos de crescimento

As leveduras a serem analisadas foram cultivadas na temperatura permissiva
em 10 mL de meio seletivo até aproximadamente 1-2x10° células/mL. Apods
centrifugagdo a 3.000 xg por 10 minutos e remoc¢do do meio de cultura, as células
foram suspensas na concentracéo de 2,5x10° células/mL. 200 pL da suspens&o foram
transferidos para um poco de microplaca. A suspensao foi diluida seriadamente (1:10)
em meio liquido seletivo apropriado. Utilizando um pipetador multicanal, 4 uL da
suspensao original e das diluicdes foram aplicados nos meios de cultura apropriados.

As placas foram entdo incubadas nas temperaturas e meios de cultura desejados.

4.2.4. Perfil polissomal de levedura

4.2.4.1 — Preparacao do gradiente de sacarose

Os gradientes de sacarose foram preparados adicionando-se, subsequentemente,
em tubo de polialdbmero (14x89 mm/13,2 mL - Beckman), 2,1 mL de solucdes de
sacarose 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em tampé&o adequado (Tris - HClI 20 mM pH 7,5;
KAc 50 mM; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM e ciclo-heximida 100 pg/mL), partindo-se da
menor concentracdo e em sentido crescente de concentracdo, utilizando-se uma
seringa de 3 mL e agulha de extremidade nao-perfurante de 15 cm. Em seguida, 0s
gradientes foram incubados a 4°C por 12 horas para permitir o equilibrio entre as fases.

4.2.4.2 — Preparacao do extrato e centrifugacao dos gradientes

As linhagens de interesse foram inoculadas em 200 mL de meio de cultura
adequado e incubadas até a D.O.g00nm=0,2 a 25°C. As culturas foram entdo transferidas
para um banho com agitacao a 37°C por 3 horas. Apos esse periodo de incubacgédo, as
células foram tratadas com ciclo-heximida, para uma concentracédo final de 100 pg/mL
de cultura, durante 5 minutos. Em seguida, as culturas foram centrifugadas em garrafas
previamente geladas, a 3.500 xg por 5 minutos a 4°C. As células foram lavadas com
2,5 mL de tampao de lise (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; KCI 50 mM; MgCl,;10 mM; DTT 1
mM e ciclo-heximida 100 pg/mL) e, entdo, transferidas para tubo conico de 15 mL e
centrifugadas a 3.500 xg, por 5 minutos a 4°C. Para realizar a lise, o precipitado de
células foi ressuspendido em 350 pL de tampao de lise adicionado de inibidores de
protease (‘EDTA-free, Complete Protease Inhibitors Cocktail” - Roche) e inibidor de
RNase (1 uyL/mL de “RNasin” - Promega), transferido para um tubo de 1,5 mL contendo

1 g de pérolas de vidro e submetido a agitacdo em aparelho Fastprep (trés ciclos de 30



segundos, na velocidade 6.0, com intervalos de 1 minuto). O lisado obtido foi
transferido para um novo tubo e, em seguida, centrifugado a 14.000 xg por 15 minutos
a 4°C, para clarificacao. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e
a D.0.260nm da amostra foi determinada.

4.2.4.3 — Fracionamento dos gradientes

Um volume de lisado equivalente a 20 D.O.,0nm foi aplicado sobre o gradiente de
sacarose e centrifugado a 39.000 rpm por 3 horas a 4°C em rotor SW-41Ti, utilizando
ultracentrifuga Beckman. Para o fracionamento dos gradientes de sacarose contendo o
extrato de levedura separado por densidade, foram utilizados sistemas da Amersham
Pharmacia Biotech e da Bio-Rad, utilizando-se um fluxo continuo de 1 mL/minuto de
solucéo de sacarose 60% e a D.O.60nm foi determinada por um leitor UV conectado ao
sistema. Por fim, as fracbes dos perfis polissomais gerados foram quantificados com o

auxilio do software NIH Image J.

4.2.5. Transformacao de leveduras

4.2.5.1. Preparacao de S. cerevisiae competente

As leveduras de interesse foram inoculadas em 50 mL de meio liquido YPD a 25°C-
30°C sob agitacdo, até uma densidade de 1-2x10" células/mL. Em seguida, a cultura foi
centrifugada por 5 minutos a 3.500 xg. O sobrenadante foi descartado e as células
foram suspensas em 1 mL de agua estéril e novamente centrifugadas a 3.500 xg por
10 segundos. As células foram entdo novamente lavadas com agua e uma vez com a
solucéo acetato de litio/TE (LIAc 100 mM pH7, 5; Tris 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM).
Finalmente, as células foram suspensas em acetato de litio/TE em uma concentracdo
de 2x10° células/mL.

4.2.5.2. Transformacao

Um volume de 50 pL de células competentes foi misturado com 1 ug do DNA
plasmidial e 50 ug de DNA carreador (DNA de esperma de salméo). Em seguida, foram
adicionados 300 pL da solucdo acetato de litio/ TE/PEG 4.000 (40% de PEG 4.000 em
acetato de litio/TE). Essa mistura foi agitada fortemente para homogeneizacdo e
incubada a 25°C por 30 minutos, sob agitacdo. Apos esse periodo, as células foram
submetidas a choque térmico a 42°C por 15 minutos e centrifugadas a 3.500 xg por 10

segundos. O sobrenadante foi descartado e as células suspensas em 1 mL de TE pH



7,5. A seguir, as células foram plaqueadas em meio seletivo e incubadas a 25°C até a

obtencao de colbnias.

4.2.6. Ensaio de sintese proteica

As linhagens selvagem (SVL82) ou tif51A-3 (SVL32) foram cultivadas em 50 mL
de meio YPD a 25°C até D.O.260nm=0,2. Em seguida, foram adicionados 10 uCi/mL de
[*H]-leucina (Perkin Elmer/NEN) e as células foram incubadas a 25°C durante 1 h, sob
agitacdo. Aliquotas de 10 mL das culturas foram centrifugadas a 4°C e congeladas a -
80°C. O restante foi entdo transferido para a temperatura ndo permissiva (38°C) por 4
h. Durante o periodo de incubacéo, aliquotas de 10 mL foram coletadas apo6s 1, 2, 3 e
4 h, centrifugadas a 4°C e congeladas a -80°C. Todas as aliquotas de células
congeladas foram ressuspendidas em solucdo de acido tricloroacético (TCA) a 15% e
incubadas em gelo durante 15 min. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100°C
por 15 min e novamente incubadas em gelo por 10 min. O precipitado formado foi
coletado por centrifugacdo a 15.000 xg por 10 min a 4°C e lavado duas vezes com
solucdo de TCA a 10% para remocéo da [*H]-leucina n&o incorporada. Os precipitados
obtidos foram entdo ressuspendidos em 0,1 mL de NaOH 0,2 M. Aliquotas de 50 uL
foram utilizadas para determinacdo da radioatividade incorporada as proteinas com o
auxilio de um cintilador (Beckman). A concentracdo total de proteina foi determinada
pelo método de Bradford (Bio Rad), utilizando-se aliquotas de 5 uL. O total de proteina
sintetizada foi calculado para cada amostra como contagens por minuto por

micrograma (cpm/ug) de proteina total.

4.2.7. Western blot

As linhagens de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio YPD e incubadas a
25°C por 12-16 horas. As culturas foram entdo normalizadas para D.O.500nm=0,2 em 50
mL e incubadas na temperatura permissiva (25°C) por 4 horas. Em seguida, as culturas
foram divididas em volumes iguais, uma parte foi incubada a 25°C e a outra a 38°C por
4 horas. As células foram coletadas por centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado
e as células foram lisadas sob agitacdo em 250 uL de tampéo (Tris HCI pH 7,5 20 mM;
DTT 2 mM; PMSF 2 mM; coquetel de inibidor de protease; EDTA 2 mM) e
aproximadamente 5 mg de pérolas de vidro. A concentracdo de proteina total foi

determinada pelo método de Bradford.



As amostras proteicas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose. A
membrana foi bloqueada a temperatura ambiente por 60 minutos em tampédo PBST
(PBS 1X, 0.25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado, sob agitacdo. A
membrana foi entdo incubada por 2 horas a temperatura ambiente com uma diluicdo
adequada de anticorpo primario em PBST contendo 5% de leite desnatado.
Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes por cinco minutos com PBST. A sequir,
a membrana foi incubada por 45 minutos com anti-lgG de coelho conjugado com
peroxidase em PBST contendo 5% de leite desnatado. Apés trés novas lavagens de
cinco minutos com PBST, a membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes
(ECL - GE Biosciences) e exposta a filme autorradiogréfico. Na analise dos niveis de
elF5A do ensaio de sintese proteica, foram utilizados os anticorpos primérios anti-
elF5A e anti-Publ, produzidos anteriormente em nosso laboratério. Nos ensaios de
copurificacdo, foram utilizados os anticorpos primarios anti-elF5A, anti-eEF2, anti-PO,
anti-L5 e anti-Pab1l, também produzidos em nosso laboratério e o anticorpo GST da

empresa Sigma-Aldrich.

4.2.8. Tempo de transito ribossomal

As linhagens selvagem (SVL82) ou tif51A-3 (SVL32) foram cultivadas em 300
mL de meio YPD a 25°C até D.O.,60nm=0,2. As culturas foram entéo transferidas para a
temperatura ndo permissiva (38°C) e incubadas por 3 h. As células foram coletadas por
centrifugacéo a 17.000 xg por 5 min e, em seguida, ressuspendidas em 6 mL de YPD
contendo 12,5 pCi/mL de [*H]-leucina (Perkin Elmer/NEN). Apds 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min
a 38°C, aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos de microcentrifuga contendo
0,5 mL de tampéo PBS (NaCl 140 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO,4 10 mM; KH,PO,4 1,8 mM;
pH 7,4) gelado adicionado de 0,1 mg/mL de ciclo-heximida. As células foram incubadas
em gelo por 2 min, coletadas por centrifugacdo, lavadas com PBS e, finalmente,
congeladas em nitrogénio liquido. Ap6s coleta de todos os pontos, 400 uL de tampao
de lise (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 10 mM; MgCl, 15 mM; DTT 1 mM,; ciclo-heximida
0,1 mg/mL e pepstatina, leupeptina, aprotinina e quimostatina 5 pg/mL) foram
adicionados ao precipitado de células. A lise foi efetuada por agitacdo com pérolas de
vidro utilizando o aparelho Fastprep (trés ciclos de 30 s, na velocidade 6.0, com

intervalos de 1 minuto). O lisado obtido foi transferido para um novo tubo e, em



seguida, centrifugado a 15.000 xg por 10 minutos a 4°C, para clarificacao.
Aproximadamente 350 uL do sobrenadante pos-mitocondrial (PMS) foram transferidos
para um novo tubo de microcentrifuga. Para determinar a incorporacéo de [*H]-leucina
nas proteinas totais (nascentes e completas), foi adicionado 1 mL de acetona gelada as
aliquotas de 150 pL de PMS para precipitacdo das proteinas. Apos 1 h de incubacéo a
-20°C, o precipitado foi coletado por centrifugacdo a 15.000 xg por 10 min a 4°C. Os
precipitados foram lavados duas vezes com acetona gelada e entdo, ressuspendidos
em 0,1 mL de NaOH 0,2 N. Os 150 pL restantes do PMS foram misturados com 350 pL
de tampéo polissomal (Tris-HCI 25 mM pH 7,5; NaCl 25 mM; MgCl, 10 mM; Triton X-
100 0,05%; sacarose 0,14 M e ciclo-heximida 0,1 mg/mL) e submetidos a
ultracentrifugacdo a 200.000 xg por 1 h a 4°C em rotor SW-41Ti, utilizando
ultracentrifuga Beckman, para precipitacdo dos ribossomos. Em seguida, foi adicionado
1 mL de acetona gelada a aliquotas de 250 pL do sobrenadante pés-ribossomal (PRS)
para determinar a incorporacdo de [°*H]-leucina nas proteinas completas. As amostras
foram entdo processadas como descrito acima para o PMS. Aliquotas de 50 pL foram
utilizadas para quantificacdo da radioatividade com auxilio de um cintilador Beckman. A
radioatividade para cada ponto foi representada pela média de trés medicdes. A
radioatividade do PMS e do PRS foram apresentadas em funcdo do tempo. A medida
de incorporacdo de [*H]-leucina nas proteinas foi obtida por andlises de regresséo
linear. Finalmente, a média de transito ribossomal foi determinada pela diferenca entre

as linhas correspondentes a PMS e PRS, multiplicada por 2.

4.2.9. Ensaio de copurificacdo de proteina

4.2.9.1. Proteina de fusédo com GST

As linhagens de interesse expressando elF5A em fusdo com GST foram
cultivadas em 5 mL de meio seletivo, acrescido de glicose (2%) a 30°C por uma noite.
Em seguida, a D.O.s00nm fOi determinada e a cultura foi entdo diluida em 500 mL de
meio SC-ura acrescido de rafinose (2%) e cultivada até a obtencdo de D.O.goonm =
0,020 e, em seguida, incubada sob agitagdo a 30°C até D.O.ggonm= 0,4-0,5. Para
inducdo da expressao da proteina de fuséo, foi adicionada galactose 2% e a cultura foi
incubada por 4 horas. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 2.500 xg, a
4°C por 15 minutos e a massa de células obtida foi lavada duas vezes com 25 mL de

PBS 1X gelado. As células foram pesadas e congeladas a -80°C. Para efetuar a lise, as



amostras foram descongeladas em gelo e foi adicionado um volume de tampéo de lise
(KAc 100 mM; MgAc 2 mM; tampao HEPES 30 mM; PMSF - fluoreto de
fenilmetanosufonil 1 mM; PLAC 40 uL; B-mercaptoetanol 7 mM) equivalente & massa
de células e pérolas de vidro na propor¢cédo de 5 g de pérolas de vidro para cada 1 g de
massa celular. Em seguida, as amostras foram submetidas a agitacdo manual por 1
minuto, 5 vezes, com intervalos de 1 minuto em gelo. Apos a lise, o extrato celular
obtido foi centrifugado por 20 minutos a 20.000 xg a 4°C e, em seguida, o
sobrenadante foi coletado. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método
de Bradford. A proteina de fusdo foi entdo purificada por afinidade com glutationa-
sepharose (GE Biosciences), segundo as recomendacfes do fabricante. A resina
contendo as proteinas purificadas foi suspensa em 100 pL de tampéao de corrida 2X e,
finalmente, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE seguido de ensaio de

western blot.

4.2.9.2. Proteina de fusdo com proteina A

As linhagens de interesse expressando elF5A em fusdo com a proteina A foram
cultivadas em 50 mL de meio YPD a 30°C sob agitacdo até D.O.s00nm=0,5. As células
foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 xg por 3 minutos e, em seguida, lavadas
com tampao IPP150 (10mM Tris-HCI, pH 8; 150mM NacCl; 0,11% NP40). As células
foram entdo suspensas em 1 mL de tampdo IPP150 e foram adicionados
aproximadamente 5 mg de pérolas de vidro. As amostras foram submetidas a agitacéo
vigorosa para efetuar a lise celular. O extrato obtido foi centrifugado a 15.000 xg por 20
minutos, 0 sobrenadante foi coletado e a concentracdo proteica total foi determinada
pelo método de Bradford. Em seguida, a proteina de fuséo foi purificada por afinidade
com resina de IgG-Sepharose (GE Biosciences). Como controle, o extrato proteico foi
incubado com resina de proteina A-Sepharose (GE Biosciences). Finalmente, as
amostras foram submetidas a SDS-PAGE seguido de ensaio de western blot.

4.2.10. Ensaios de luminescéncia

As linhagens de interesse foram transformadas com os plasmideos repérteres
contendo os genes codificadores de luciferase de Renilla (Rluc) e de vaga-lume (Fluc)
e cultivadas em meio seletivo sob agitacdo a 25 °C até D.O.goonm= 0,6-1,0. As culturas

foram entdo transferidas para a temperatura ndo-permissiva (38°C) e incubadas por 3



h. Em seguida, um volume correspondente a 1 D.O.g00nm de células foi coletado e
centrifugado a 3.000 xg por um minuto. O precipitado de células foi lavado com PBS 1x
e ressuspendido em 250 yL de “Passive Lysis Buffer” (Promega) e incubado a
temperatura ambiente por 2 minutos. Os ensaios de luminescéncia foram realizados
utilizando o “Dual-Luciferase Reporter Assay System” (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e a luminescéncia determinada utilizando-se o

lumindmetro “Glo Max 20/20” (Promega).

4.2.11. Microscopia por contraste diferencial de fase (DIC)

As linhagens selvagem (VZL837), tif51A %A (VZL822) e tif51A?*93F (vz.821)
foram transformadas com o vetor pRS426 (pSV65) ou com a construgdo pSV262
(EFT2/URA3/21). Essas linhagens foram entdo cultivadas a 25°C em meio SC-ura até
atingirem D.O.g00nm=0,4, incubadas a 38°C durante 2 h e observadas em um
microscopio Nikon TE300. As imagens foram capturadas com o programa Image-Pro

Plus (Media Cybernetics).

4.2.12. Analise de morfologia celular por citometria de fluxo

As linhagens selvagem (VZL837), tif51A*%* (VZL822) e tif51A?#93F (vz1 821)
foram transformadas com o vetor pRS426 (pSV65) ou com a construgdo pSV262
(EFT2/URA3/2p). Essas linhagens foram entdo cultivadas a 25°C em meio SC-ura até
atingirem D.0O.500nm=0,4, incubadas a 38°C durante 3 h e analisadas em um citdmetro
de fluxo Canto (Becton Dickson - BD). Foram analisados os parametros fisicos de
espalhamento de luz lateral (SSC - “side light scatter’) e espalhamento de luz frontal
(FSC- “foward light scatter”). Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do

software Diva.



5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo do impacto no perfil polissomal de mutantes duplos de elF5A
com mutantes de fatores de elongacdo ou de inicio de traducédo de

eucariotos

Andlises de polissomos séo frequentemente empregadas em estudos de sintese
proteica com o objetivo de ampliar o conhecimento dos mecanismos que regulam a
traducdo e dos fenbmenos que alteram este processo. Assim, diferencas nas
proporc¢des de polissomos e monossomos podem indicar defeitos nas etapas de inicio
ou de elongagéao da traducéo.

Os perfis polissomais de mutantes de fatores de inicio e de elongacdo da
traducdo ja estdo bem caracterizados. Defeitos no inicio da traducdo provocam
acumulo de monossomos e, consequentemente, reducdo da fragdo polissomal
(“polysome run-off”), enquanto defeitos na elongacdo da tradu¢cdo promovem acumulo
da fracdo polissomal (Asano e cols., 2000; Anand e cols., 2003). Recentemente, foi
verificado que o perfil polissomal de mutantes de elF5A é bastante diferente do perfil de
mutantes de inicio de traducdo (Zanelli e cols., 2006). Com o objetivo de determinar em
gual etapa da traducdo elF5A atua, foi proposta a analise do perfil polissomal de
mutantes que combinem mutacbes em elF5A e em fatores envolvidos na etapa de
inicio ou de elongacao da traducéo. Para isso, foram escolhidos fatores que atuam em
etapas bastante distintas do inicio da sintese proteica e o fator de elongacéo eEF2.

Um dos fatores de inicio de traducdo escolhidos para a andlise foi elF4E, fator
envolvido com o reconhecimento do mRNA pelo complexo ribossomal 43S. Para isso,
foi realizado um cruzamento entre as linhagens SVL447 (tif51A-3::URA3) e SVL347
(cdc33-42). Apos realizacdo do cruzamento, os dipléides foram selecionados em meio
seletivo SC-ura,-trp e submetidos a esporulacéo. As tétrades obtidas foram dissecadas
em meio YPD e os esporos cultivados a 25°C. A seguir, os hapléides resultantes foram
genotipados para confirmar a presenca de tétrades verdadeiras. Um hapléide
resultante contendo as mutacdes tif51A-3 e cdc33-42 foi selecionado e utilizado na
comparacdo com a linhagem selvagem e com os mutantes parentais. Assim, diluicdes
seriadas dessas linhagens foram cultivadas em meio YPD nas temperaturas de 25°C e

30°C. Como pode ser observado na Figura 5A, o haploide que combina os alelos



tif51A-3 e cdc33-42 apresenta um fendtipo de sensibilidade a temperatura mais severo
do que as linhagens que possuem apenas o alelo tif51A-3 ou cdc33-42. Essa
intensificacéo do fenétipo de sensibilidade a temperatura revela uma interacado genética
entre TIF51A e CDC33, o que refor¢a o envolvimento de elF5A com a traducao.

Para avaliar o impacto da combinacdo das mutacbes em elF5A e elF4E na
sintese proteica, foi realizada a separacao das fracdes ribossomais em gradiente de
sacarose para determinacéo do perfil polissomal das linhagens selvagem (VZL844),
tif51A-3 (SVL447), cdc33-42 (SVL347) e do duplo mutante tif51A-3 cdc33-42 (VZL847).
Como pode ser observado na Figura 5B, o perfil polissomal do mutante tif51A-3 na
temperatura ndo-permissiva apresenta uma reducao do pico de 80S e um aumento nas
fracOes polissomais, quando comparado a linhagem selvagem, o que confirma os
dados obtidos anteriormente (Zanelli e cols., 2006). Ja o perfil polissomal do mutante
cdc33-42 apresentou um aumento do pico de 80S e uma acentuada reducao da fracao
polissomal, caracteristicos de mutantes de fatores envolvidos no inicio da traducao
(Asano e cols., 2000). Curiosamente, o perfil polissomal do duplo mutante tif51A-3
cdc33-42 apresentou um aumento do pico de 80S e uma reducédo da fracao polissomal,
guando comparado com a linhagem selvagem, mas essa reducéo foi menor do que a
apresentada pelo mutante cdc33-42. Enquanto o mutante cdc33-42 apresentou 74%
das fra¢des ribossomais migrando como 80S e 19% como polissomos, o duplo mutante
tif51A-3 cdc33-42 apresentou 62% das fracOes ribossomais compostas por 80S e 33%
por polissomos. Esse acumulo de fracBes polissomais observado para o mutante
tif51A-3 é caracteristico de fatores envolvidos na etapa de elongacao da traducgédo, o
gue sugere a atuacao de elF5A na elongacédo ao invés de inicio da sintese proteica.

Paralelamente, foi realizado um cruzamento entre as linhagens mutantes tif51A-3
(SVL102) e prt1-1 (VZL829). O gene PRT1 codifica uma das subunidades do fator de
inicio de traducao elF3, envolvido na formacdo do complexo pré-iniciador 43S. Os
dipldides obtidos do cruzamento foram selecionados em meio seletivo SC-ade,-trp e
submetidos a esporulacdo. As tétrades obtidas foram dissecadas em meio YPD e os
esporos cultivados a 25°C. Em seguida, foi realizada a genotipagem para confirmacéo
da presenca de tétrades verdadeiras. Um hapléide resultante contendo as mutacfes
tif51A-3 e prtl-1 foi selecionado e utilizado na comparacédo com linhagem selvagem e
com 0s mutantes parentais. A Figura 6A apresenta a analise do fendtipo de

sensibilidade a temperatura para essas linhagens nas temperaturas de 25°C, 30°C e



35°C. E possivel observar que o hapléide que combina os alelos tif51A-3 e prtl-1 ndo
apresentou alteracdes no fendtipo de sensibilidade a temperatura quando comparado
com a linhagem que possui apenas tif51A-3, diferentemente do observado para o alelo
cdc33-42.

Apesar de nao ter sido observada interagdo genética entre TIF51A e PRT1, os
perfis polissomais das linhagens selvagem (VZL846), tif51A-3 (SVL102), prtl-1
(VZL829) e do duplo mutante tif51A-3 prt1l-1 (VZL845) foram analisados. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 6B. Conforme esperado para um mutante de
inicio de traducéo, o perfil polissomal do mutante prtl-1 apresentou um aumento do
pico de 80S e uma significante reducédo da fracdo polissomal, comparado ao perfil da
linhagem selvagem. A quantificacdo das fracfes polissomais do mutante prtl-1
mostrou que 76% das fracbes ribossomais migraram como 80S e que 17% migraram
como polissomos. Por outro lado, o duplo mutante tif51A-3 prtl-1 apresentou 72% das
fragcbes ribossomais migrando como 80S e 20% como polissomos. Apesar da
quantificacdo das fracdes polissomais do duplo mutante tif51A-3 prtl-1 apresentar um
aumento sutil em relacdo ao mutante prtl-1, é possivel observar aumento do nimero
de ribossomos ligados a um mesmo mMRNA na fracdo polissomal, reforcando o
envolvimento de elF5A com a etapa de elongacao da traducéo.

Outro fator escolhido para analise dos perfis polissomais de mutantes duplos foi
elF5B, fator envolvido na ligacdo das subunidades ribossomais, Ultima etapa do inicio
da traducdo. Diferentemente dos outros genes utilizados neste trabalho, o gene
FUN12, codificador de elF5B, ndo € essencial para o crescimento celular em S.
cerevisiae, de maneira que uma linhagem nocaute para FUN12 (funl2::kanMX4) pode
ser utilizada.

Antes da realizacdo do cruzamento, a linhagem SVL102 foi transformada com o
vetor pRS425 (pSV64), que possui 0 gene LEU2, para possibilitar a selegdo do
dipldide. Os dipldides obtidos do cruzamento foram entdo selecionados em meio SC-
leu,-trp, os quais foram submetidos a esporulagédo. As tétrades foram dissecadas em
meio YPD e os esporos cultivados a 25°C. Em seguida, os hapléides resultantes foram
genotipados para confirmar a presenca de tétrades verdadeiras. Um haploide
resultante contendo a mutacao tif51A-3 e o nocaute funl2::kanMX4 foi selecionado e
utilizado na comparacdo com a linhagem selvagem e com os mutantes parentais. O

fendtipo de sensibilidade a temperatura foi avaliado para essas linhagens através de



diluicio seriada e cultivo em meio YPD nas temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C. E
possivel observar na Figura 7A, a 25°C e 35°C, que o duplo mutante tif51A-3
funl2::kanMX4 apresenta niveis de crescimento menores do que as linhagens que
possuem apenas o0s alelos tif51A-3 ou funl2::kanMX4, indicando uma interacao
genética entre TIF51A e FUN12.

Em seguida, foi realizada a separacao das fracoes ribossomais em gradiente de
sacarose para determinacdo do perfil polissomal das linhagens selvagem (VZL865),
tif51A-3  (VZL866), funl2:kanMX4 (VZL851) e do duplo mutante tif51A-3
funl2::kanMX4 (VZL850). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 7B e
estdo de acordo com o observado para os mutantes de inicio de traducédo analisados
anteriormente (cdc33-42 e prtl-1). Pode-se observar que o mutante funl2::kanMX4
apresentou 45% das fragdes polissomais migrando como 80S e 45% como polissomos,
revelando um aumento dos niveis de 80S e uma diminui¢cdo de polissomos em relacéo
a linhagem selvagem. J& o duplo mutante tif51A-3 fun12::kanMX4 apresentou niveis de
80S semelhantes a linhagem selvagem (35%) e um aumento da fragdo polissomal
(54%), comparado a linhagem que possui apenas 0 hocaute de FUN12.

Ainda, com o objetivo de definir a atuacdo de elF5A na sintese proteica, foi
proposta a analise do perfil polissomal de linhagens que combinam mutacdes em
elF5A e em fatores de elongacao da traducgdao.

Inicialmente, foi proposta a obtencdo de uma linhagem contendo mutantes dos
genes que expressam as proteinas elF5A e eEF3. Apesar de estar presente apenas
em fungos, nesses organismos eEF3 é essencial para a viabilidade celular (Anand e
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cols., 2003). No entanto, apesar de o mutante de eEF3 (yef ) apresentar as

marcas auxotroéficas correspondentes ao genadtipo descrito e o fenotipo de sensibilidade

3F5%05 30 esta de

a temperatura, o perfil polissomal observado para a linhagem yef
acordo com os dados da literatura (Anand e cols., 2003). O perfil polissomal analisado
apresentou um aumento do pico de 80S ao invés de reducdo e uma pequena reducao
da fracdo polissomal ao invés de um consideravel aumento, quando comparado a
linhagem selvagem (dados ndo mostrados). Diante disso, os estudos com o mutante
yef3F%°%S foram abandonados.

Alternativamente, para analisar o efeito da combinagdo de mutantes de elF5A e
de um fator de elongacédo da traducdo no perfil polissomal, foi utilizado um plasmideo

que contém o alelo dominante negativo de eEF2, eft2"®% O fenétipo dominante



2H59% h3o se deve a defeitos na expresséo deste gene, mas sim a

negativo do alelo eft
reducdo dos niveis de eEF2 selvagem nas linhagens que apresentam este plasmideo
(Ortiz e Kinzy, 2005). Para analisar a possibilidade de interacdo genética entre elF5A e
eEF2, as linhagens SVL82 (TIF51A) e SVL32 (tif51A-3) foram transformadas com os
plasmideos pRS315 (pSV59, LEU2/CEN) e pVZ853 (eft2™®**/LEU2/CEN). Em seguida,
as linhagens selvagem, tif51A-3, eft2"%% e o duplo mutante tif51A-3 eft2™%%°" foram
submetidos a diluicbes seriadas e cultivados em meio SC-leu a 25°C e 30°C. Como
pode ser observado na Figura 8A, a linhagem que combina os alelos tif51A-3 e
eft2"%9% apresenta um fenétipo de sensibilidade a temperatura mais severo do que as
linhagens que possuem apenas o alelo tif51A-3 ou eft2"%9% .

Conforme proposto, o perfil polissomal da linhagem que combina os genes
mutantes tif51A-3 e eft2"%%°¢ (VzL854) foi obtido e comparado aos perfis das linhagens
selvagem (VZL855), tif51A-3 (VZL852) e eft2"9% (vZL857). Como mostra a Figura 8B,

HB99K
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€ possivel observar que o duplo mutante tif51A-3 eft mostrou que 39% das

fracOes ribossomais migraram como 80S e que 53% migraram como polissomos. De

2H699K

maneira semelhante, o mutante eft apresentou 32% das fracGes ribossomais

migrando como 80S e 50% como polissomos. Essa semelhanca entre os perfis

polissomais de tif51A-3 e eft2"%9%

separadamente evidencia o envolvimento de elF5A
com a elongacao da traducéo. Finalmente, o perfil polissomal do duplo mutante tif51A-3
eft2"%%%K & pastante semelhante ao observado para as linhagens que possuem apenas
o alelo tif51A ou eft2™ o que sugere uma relacéo funcional proxima entre elF5A e

eEF2.
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Figura 5. Analise de interacdo genética e de perfil polissomal em mutantes
simples e duplos dos fatores elF5A e elF4E. A. Diluicbes seriadas das linhagens
selvagem (VZL846), tif51A-3 (SVL447), cdc33-42 (SVL347) e tif51A-3 cdc33-42
(VZL847) foram realizadas, inoculadas em meio YPD e incubadas nas temperaturas de
25°C e 30°C. B. Extratos celulares das mesmas linhagens foram fracionados por
centrifugacdo em gradiente de sacarose. Os graficos representam a leitura de

absorbancia a 254nm dos gradientes.
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Figura 6. Analise de interacdo genética e de perfil polissomal em mutantes
simples e duplos dos fatores elF5A e elF3. A. Diluicbes seriadas das linhagens
selvagem (VZL844), tif51A-3 (SVL102), prtl-1 (VZL829) e tif51A-3 prtl-1 (VZL845)
foram realizadas, inoculadas em meio YPD e incubadas nas temperaturas de 25°C,
30°C e 35°C. B. Extratos celulares das mesmas linhagens foram fracionados por
centrifugagdo em gradiente de sacarose. Os gréficos representam a leitura de

absorbancia a 254nm dos gradientes.
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Figura 7. Analise de interacdo genética e de perfil polissomal em mutantes
simples e duplos dos fatores elF5A e elF5B. A. Diluicdes seriadas das linhagens
selvagem (VZL865), tif51A-3 (VZL866), funl2A (VZL851) e tif51A-3 funl2A (VZL850)

foram realizadas, inoculadas em meio YPD e incubadas nas temperaturas de 25°C,

30°C e 35°C. B. Extratos celulares das mesmas linhagens foram fracionados por

centrifugacdo em gradiente de sacarose. Os gréficos representam a leitura de

absorbancia a 254nm dos gradientes.
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Figura 8. Analise de interacdo genética e de perfil polissomal em mutantes
simples e duplos dos fatores elF5A e eEF2. A. Diluicbes seriadas das linhagens
selvagem (VZL855), tif51A-3 (VZL852), eft2"°% (vZL857) e do duplo mutante tif51A-3
eft2"%9%K (vzL854) foram realizadas, inoculadas em meio SC-Leu e incubadas nas
temperaturas de 25°C e 30°C. B. Extratos celulares das mesmas linhagens foram

fracionados por centrifugacdo em gradiente de sacarose. Os graficos representam a

leitura de absorbancia a 254nm dos gradientes.



5.2. Analise dos niveis de sintese proteica em mutantes de elF5A

Para confirmar e ampliar as evidéncias do envolvimento de elF5A com a
elongacdo da traducéo foi realizado o ensaio de sintese proteica total. Para isso, foram
determinados os niveis de incorporacéo de [*H]-leucina na temperatura ndo permissiva
para as linhagens selvagem (SVL82) e tif51A-3 (SVL32). Como pode ser observado na
Figura 9A, o mutante tif51A-3 apresentou uma reducao de aproximadamente 50% na
incorporacdo de aminoacido marcado apdés 3 h de cultivo na temperatura néo
permissiva, o0 que esta diretamente relacionado com a deplecdo de elF5A (Figura 9B).
Este resultado também reforca o envolvimento de elF5A com sintese proteica e esta de
acordo com dados recentes obtidos utilizando diferentes mutantes condicionais de
elF5A (Dias e cols., 2008; Saini e cols., 2009).

5.3. Analise do tempo de transito ribossomal em mutantes de elF5A

Com o objetivo de evidenciar a atuacdo de elF5A na etapa de elongacao da
traducdo, foi determinado o tempo de transito ribossomal da linhagem tif51A-3 (SVL32)
na temperatura ndo-permissiva. O tempo de transito ribossomal é o tempo em que a
cadeia polipeptidica nascente permanece ligada ao ribossomo ativo, ou seja, € a soma
do tempo de elongacéo e terminagéo da tradugcao de um determinado mRNA. Assim, 0
tempo de transito ribossomal foi determinado pela comparacdo de incorporacdo de
[*H]-leucina entre a fracdo de proteinas totais (“post-mitocondrial supernatant” -
sobrenadante pés-mitocondrial) e a fracdo de polipeptideos completos, liberados do
ribossomo (“post-ribosomal supernatant” - sobrenadante pdés-ribossomal). O tempo
médio de transito ribossomal determinado para a linhagem selvagem (SVL82) foi de 66
S, enquanto para o mutante tif51A-3 foi de aproximadamente 96 s, um aumento de
cerca de 50%, como apresentado na Figura 9C, o que esta de acordo com a reducéo
de aproximadamente 50% na sintese proteica total apresentada pelo mutante tif51A-3,
na temperatura ndo permissiva. Este experimento mostra que a etapa de elongacédo de
traducdo estd de fato alterada na linhagem tif51A-3, o que esta de acordo com o0s
defeitos observados nos ensaios de sintese proteica e de perfil polissomal para o
mutante de elF5A.



Os resultados apresentados até aqui (itens 5.1, 5.2 e 5.3), somados aos
resultados obtidos pela doutoranda Juliana Sposto Avaca, foram reunidos no artigo
“elF5A has a function in the elongation step of translation in yeast”, publicado na revista
“Biochemical and Biophysical Research Communications” (anexo).
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Figura 9. Efeito da deplecédo de elF5A na sintese proteica e no tempo de transito
ribossomal. A. As linhagens selvagem e tif51A-3 foram cultivadas até D.O.260nm=0,2 a
25°C em YPD e, em seguida, foi adicionada [*H]-leucina e as culturas foram incubadas
a 25°C por 1 h. Aliquotas iniciais foram coletadas e as culturas foram entéo transferidas
para 38°C por 4 h, sendo coletadas aliquotas a cada hora. A incorporacdo de
aminoacido radioativo foi determinada e os resultados estdo apresentados como
cpm/ug de proteina total. B. Ensaio de western blot realizado com as linhagens
selvagem e tif51A-3 na temperatura ndo permissiva. A proteina Pub 1 foi utilizada como
controle de carregamento. C. Tempo de transito ribossomal determinado pela
comparacéo de incorporacdo de [*H]-leucina entre a fragdo de proteinas totais (“post-
mitocondrial supernatant” - sobrenadante pds-mitocondrial) e a fracdo de polipeptideos
completos, liberados do ribossomo (“post-ribosomal supernatant” - sobrenadante pos-
ribossomal), obtido por andlises de regressao linear.



5.4. Associacéo de elF5A com ribossomos ativos na presenca de inibidores de

sintese proteica

Foi mostrado que elF5A interage com monossomos funcionalmente ativos e que
mutantes dessa proteina sdo sensiveis a diferentes inibidores da sintese proteica
(Zanelli e cols., 2006). Com o objetivo de verificar se o fenotipo de sensibilidade aos
inibidores de sintese proteica esta relacionado com a perda da interacéo entre elF5A e
a maguinaria de traducéo, foram realizados ensaios de copurificacdo na presenca dos
inibidores da traducdo paromomicina e ciclo-heximida.

Neste ensaio foram utilizadas as linhagens SVL105 e SVL106, que expressam
respectivamente GST (pYGEX) e a proteina de fusdo GST-elF5A (pYGEX-TIF51A),
sob controle do promotor induzivel por galactose. Apés 3 horas de inducdo da
expressao com galactose 2%, as culturas foram tratadas com paromomicina (1 mg/mL)
ou ciclo-heximida (0,1 mg/mL), durante 5 minutos, a 30°C, sob agitacdo. Extratos
proteicos foram obtidos a partir das culturas tratadas ou nao tratadas (controle),
guantificados e, em seguida, quantidades normalizadas destes extratos foram
submetidas ao processo de purificacdo por afinidade a resina de glutationa-sepharose.
A copurificagéo foi analisada por ensaios de western blot. Os resultados obtidos neste
ensaio estao apresentados na Figura 10A. As canaletas identificadas por “NL” contém
aliquotas da fracdo né&o ligada (sobrenadante). As canaletas identificadas por “L”
contém amostras da fracéo purificada pela resina de glutationa-sepharose. E possivel
observar que o tratamento com os inibidores da sintese proteica ndo desfaz a interacao
de elF5A com as proteinas eEF2, PO e L5, componentes da maquinaria de traducéo.
H& um aumento sutil na interacéo entre GST-elF5A e eEF2 no extrato obtido da cultura
tratada com ciclo-heximida. Entretanto, esse efeito observado ndo se reproduziu em
diferentes réplicas desse ensaio.

Para analisar se os inibidores de sintese proteica exercem algum efeito na
interacdo entre elF5A e Pablp, foi utilizada a linhagem SVL731, que possui a regiao
codificadora da Proteina A integrada na regidao 5 de TIF51A, gerando a proteina de
fusd@o ProtA-elF5A. N&o foi possivel utilizar as linhagens que expressam GST (SVL105)
e GST-elF5A (SVL106) devido a interacdo inespecifica observada entre Pabl e GST

(dados ndo mostrados). A linhagem SVL731 foi cultivada até fase exponencial de



crescimento e entdo tratada com paromomicina (1 mg/mL) ou ciclo-heximida (0,1
mg/mL), durante 5 minutos, a 30°C, sob agitacdo. Os extratos proteicos obtidos foram
submetidos a purificacdo por afinidade a resina de IgG-sepharose, como descrito
anteriormente. Esses mesmos extratos foram incubados com resina de Proteina A-
sepharose como controle negativo da copurificacdo, para garantir que a possivel
interacdo observada entre ProtA-elF5A e Pabl seja especifica para elF5A. A
copurificacdo foi analisada por SDS-PAGE seguido de ensaios de western blot. A
Figura 10B apresenta os dados obtidos. As canaletas “NL” correspondem a fragao néo
ligada (sobrenadante). As canaletas “L” correspondem a fragdo purificada pelas
resinas. A interacdo com eEF2 também foi analisada para validar este método de
purificacdo. Conforme observado para as proteinas testadas anteriormente, o
tratamento com os inibidores da sintese proteica testados ndo desfaz a interagéo entre
Pabl e elF5A. Pode-se concluir entdo, que o fenétipo de sensibilidade aos inibidores
da sintese proteica observados em estudos anteriores (Zanelli e cols., 2006) ndo esta
relacionado com alteragcdes na interagdo do fator elF5A com 0s componentes da

madquinaria de traducdo analisados.
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Figura 10. Analise da associacdo de elF5A com componentes da maquinaria de
traducdo na presenca de inibidores da sintese proteica. A. Ap6s o periodo de
inducdo de expressdo com galactose, as culturas das leveduras SVL105 e SVL106
foram tratadas com 1 mg/mL de paromomicina (Paro) ou 1 ug/mL de ciclo-heximida
(CHX), durante 5 minutos, a 30°C, sob agitacdo. Os extratos proteicos dessas culturas
foram obtidos, normalizados e incubados com resina de glutationa-sepharose. As
canaletas apresentam os sobrenadantes apos a purificagéo (canaletas “NL”, fragdo néao
ligada) e aliquotas das amostras apos purificacdo com glutationa-sepharose (canaletas
“L”, fracdo ligada). B. A levedura SVL731 foi cultivada até a fase exponencial de
crescimento e entdo tratada com 1 mg/mL de paromomicina (Paro) ou 1 pg/mL de
ciclo-heximida (CHX), durante 5 minutos, a 30°C, sob agitacdo. Os extratos proteicos
foram obtidos, normalizados e incubados com resina de IgG-sepharose (esquerda) ou
Proteina A-sepharose (direita). As canaletas apresentam os sobrenadantes apés a
purificacdo (canaletas “NL”, fracdo nao ligada) e aliquotas das amostras apds
purificagédo (canaletas “L”, fracao ligada).



5.5. Avaliacao do efeito de elF5A na traducdo mediada por IRES de CrPV

Conforme descrito anteriormente, alguns virus e mRNAs celulares possuem
sequéncias nao codificadoras na extremidade 5 capazes de iniciar a traducgdo
independentemente do “cap”. Essas sequéncias sdo denominadas IRES (Internal
Ribosome Entry Sites). A IRES do virus CrPV recruta diretamente as subunidades
ribossomais 40S e 60S sendo capaz de iniciar a tradugéo de forma independente dos
fatores de inicio canénicos.

Com o objetivo de avaliar a influéncia de elF5A no processo de traducao mediado
pela IRES do CrPV, foi estabelecida uma colaboracdo com a Dra. Sunnie Thompson
sendo que os reagentes utilizados nos experimentos descritos a seguir foram obtidos
durante o estégio de doutorado sanduiche na Universidade do Alabama.

Assim, diferentes mutantes de elF5A foram transformados com plasmideos que
possuem o0s genes LEU2 e URA3 como repdrteres discistronicos e a IRES do virus
CrPV na regido intergénica. A transcricdo desse repérter € controlada pelo promotor do
CUP1, induzivel por cobre. Para evitar uma atividade promotora inespecifica da regido
IGR, as construcdes utilizadas foram geradas baseadas na capacidade de a IRES do
CrPV iniciar a traducdo em um codon para alanina ao invés de metionina (Schuler e
cols., 2006). Assim, como representado na Figura 11A, o codon iniciador AUG do gene
reporter URA3 foi deletado e o transcrito desse reporter tem sua traducéo iniciada no
coédon de alanina subsequente.

As linhagens selvagem (SVL82), tif51A-1 (SVL14) e tif51A-3 (SVL32) foram entdo
transformadas com os novos plasmideos contendo os genes LEU2 e URA3 e a IRES
do virus CrPV (IRES, pVZ1035) ou sua forma mutada (IRESmut, pVZ1036), afuncional,
ou com o vetor (pSall, pVZ1034), que ndo possui o reporter dicistbnico. Como controle
positivo da expressao do reporter dependente da IRES, foi utilizada uma linhagem
nocaute para FUN12 (VZL839), gene codificador do fator de inicio de traducdo de
eucariotos 5B (elF5B), que apresenta maior atividade da IRES de CrPV, comparado ao
selvagem (Deniz e cols., 2009).

Para analisar o efeito de um mutante de elongacdo na traducdo mediada por
IRES, foi utilizado o mutante ccal-1 (SVL700), que apresenta defeitos na maturacéo de
tRNAs e alteracBes de perfil polissomal semelhantes as observadas para os mutantes

de elF5A, quando cultivados na temperatura ndo permissiva (Peltz e cols., 1992).



Essas linhagens foram entdo cultivadas a 25°C em meio SC-leu adicionado de 100 mM
CuSOQ, até atingirem D.O.g00nm=1,0. Em seguida, as células foram lavadas com meio
SC-leu-ura adicionado de 100 mM CuSO, e incubadas a 25°C durante 30 min para
depletar a uracila presente no meio de cultura anterior. Diluicdes seriadas das
linhagens descritas acima foram cultivadas em meio SC-leu ou SC-leu-ura a 25°C. Nao
foi possivel determinar uma temperatura semi-permissiva para o cultivo das linhagens
analisadas, uma vez que os diferentes alelos de TIF51A e o mutante ccal-1
apresentam niveis de sensibilidade a temperatura bastante distintos. Além disso, o
nocaute Afunl2 ndo apresenta fenétipo de sensibilidade a temperatura, mas de
crescimento lento (dados ndo mostrados)

Como a traducdo mediada por IRES de CrPV compete com a dependente de
‘cap”, a tradugdo de mensageiros que contém IRES é privilegiada em linhagens que
apresentam defeitos no inicio da tradu¢cdo mediada por “cap”. Assim, se elF5A atua
como um fator de elongacdo e nao de inicio, como proposto recentemente, o
crescimento em meio SC-leu-ura nao é esperado.

Como pode ser observado na Figura 11B, todas as linhagens analisadas foram
capazes de crescer em meio de cultura contendo uracila. No entanto, apenas a
linhagem nocaute para FUN12 contendo o plasmideo IRES apresentou ativacdo e
crescimento em meio sem uracila. E importante ressaltar que, devido ao fenotipo de
crescimento lento (“slow growth”), o nocaute Afunl2 foi cultivado por um periodo de
tempo maior (6 dias) do que as linhagens selvagem, tif51A-1, tif51A-3 e ccal-1 (3 dias)
no meio SC-leu. Para o teste de ativacao da IRES, todas as linhagens foram cultivadas
em meio SC-leu-ura durante 10 dias e, ainda assim, apenas 0 nocaute Afunl2
contendo o reporter IRES apresentou crescimento.

Com o objetivo de analisar de maneira quantitativa os resultados descritos acima,
foram utilizadas constru¢cdes plasmidiais contendo outros dois genes reporteres, sob
controle do promotor de PGK1, onde a primeira ORF codifica a luciferase de Renilla
(Rluc), cuja traducgéo é dependente de “cap” e a segunda ORF codifica luciferase de
vaga-lume (Fluc), cuja traducdo é mediada pela IRES de CrPV. Para evitar atividade
promotora criptica da regido intergénica, o cédon iniciador AUG foi deletado, como
ilustrado na Figura 12A, sendo a traducdo desse transcrito iniciada no coédon para
alanina subsequente. Essa dele¢cdo gera um transcrito monocistronico mais curto,

porém, igualmente ativo.



Assim, as linhagens selvagem (SVL82), tif51A-1 (SVL14) e tif51A-3 (SVL32)
foram transformadas com os repdrteres contendo os genes codificadores de luciferase
de Renilla e de vaga-lume e a IRES do virus CrPV (IRES, pVZ1037) ou sua forma
mutada (IRESmut, pvVZ1038). Como para o ensaio descrito anteriormente, a linhagem
nocaute para FUN12 (VZL839) foi utilizada como controle positivo e a linhagem ccal-1
(SVL700) como um mutante para elongacéao da traducao. Essas linhagens foram entao
cultivadas a 25°C em meio SC-ura até atingirem D.O.g00nm=1,0. Em seguida, as células
foram incubadas a 38°C durante 4 h e um volume equivalente a 1 D.O. goonm, de cada
linhagem, foi coletado e utilizado para quantificacdo das luciferases produzidas, com a
utilizacao do kit “Dual-Luciferase Reporter Assay System” (Promega).

A Figura 12B apresenta a atividade média da luciferase de vaga-lume (Fluc), ja
normalizada para os valores de luminescéncia obtidos para o primeiro repérter (Rluc), e
o desvio padrado para as diferentes linhagens analisadas. O resultado aqui apresentado
foi obtido de quatro ensaios independentes. Como ja observado anteriormente pelo
grupo da Dra. Sunnie Thompson, € possivel observar uma pequena ativacdo da
traducdo mediada por IRES na linhagem selvagem, aproximadamente 3 vezes maior
do que a observada para os niveis basais (IRESmut). Assim, é possivel observar uma
diminuicdo da atividade de Fluc nas linhagens tif51A-1, tif51A-3 e ccal-1 contendo o
reporter IRES, quando comparadas a linhagem selvagem. Por sua vez, o controle
positivo Afunl2 apresentou um aumento da traducdo mediada por IRES de
aproximadamente 60%, com relacéo a linhagem selvagem.

Conforme apresentado anteriormente, o perfil polissomal de mutantes de elF5A
mostrou-se bastante semelhante ao observado para a linhagem que possui o alelo

dominante negativo de eEF2 (eft2"°%%

). Diante disso, com o0 objetivo de realizar uma
analise comparativa da influéncia de elF5A e de eEF2 no processo de traducao
mediado pela IRES do CrPV, os ensaios de luminescéncia utilizando os repérteres de
luciferase (Fluc e Rluc) foram também realizados na presenca do alelo dominante
negativo eft2"9%,

Assim, as linhagens selvagem (VZL855), tif51A-1 (VZL957), eft2"%9% (vzL857) e
Afunl2 (VZL958) foram transformadas com as construgdes contendo 0s genes
codificadores de luciferase de Renilla e de vaga-lume e a IRES do virus CrPV (IRES,
pVZ1037) ou sua forma mutada (IRESmut, pVZ1038) na regido intergénica. Essas

linhagens foram entdo cultivadas a 25°C em meio SC-ura até atingirem D.O.00nm=1,0.



Em seguida, as linhagens foram incubadas a 38°C durante 4 h e um volume
equivalente a 1 D.O. g00nm, de cada linhagem, foi coletado e utilizado para quantificacao
das luciferases produzidas.

A Figura 12C apresenta a atividade meédia da luciferase de vaga-lume (Fluc),
normalizada para os valores de luminescéncia obtidos para o primeiro repérter (Rluc), e
o desvio padréo para as diferentes linhagens analisadas, obtido de quatro ensaios
independentes. Assim como observado no ensaio anterior, houve uma diminuicao da
traducdo mediada por IRES na linhagem tif51A-1 e um aumento da atividade Fluc para
o controle positivo Afun12, com relagéo a linhagem selvagem. Curiosamente, o mutante
eft2™°%K apresentou niveis de traducdo mediada por IRES semelhantes aos obtidos
para o mutante tif51A-1, fortalecendo os dados de relacdo funcional entre elF5A e
eEF2.









5.6. Estudos de interacdo genética entre elF5A e eEF2, utilizando os mutantes
tif51AKCA e tif51 AQZ2HIL93F

Os mutantes de elF5A utilizados até o momento neste estudo apresentam
fendtipo de sensibilidade a temperatura relacionado a degradacdo de elF5A na
temperatura ndo permissiva. Dois novos mutantes de elF5A, tif51AX®* e tif51 AQ22HL93F
foram obtidos e descritos em nosso laboratério. Estes alelos diferem dos utilizados
anteriormente, pois, apesar de apresentarem fenotipos de sensibilidade a temperatura,
nao apresentam degradacdo de elF5A mutada quando cultivados na temperatura néo-
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permissiva (Dias e cols., 2008). A substituicdo K56A presente no alelo tif51
localizada na alga de hipusinagdo, no dominio N-terminal de elF5A, enquanto o
mutante tif51A°%H9F apresenta substituicdes tanto no dominio N-terminal como no C-
terminal, conforme ilustrado na Figura 13A.

Assim, com o objetivo de ampliar a caracterizacdo desses novos mutantes,

verificou-se a possibilidade de complementacdo cruzada entre os alelos tif51AX%*

e
tif51A°%H9F para isso, a linhagem selvagem (VZL837) foi transformada com o vetor
pRS314 (pSV58) e as linhagens tif51A®* (VZL822) e tif51A%?93F (v71.821) foram
transformadas com o vetor pRS314 (pSV58) ou com as construgcbes pVZ708
(tif51AP?HSFITRP1/CEN) e pVZ734 (tif51AK*A/LEU2/CEN), respectivamente. Em
seguida, diluicdes seriadas dessas linhagens foram cultivadas em meio SC-leu-trp nas
temperaturas de 25°C e 38°C. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura
13B. As linhagens que combinam os alelos tif51A%* e tif51A%??"9%F apresentaram um
fendtipo de sensibilidade a temperatura tdo severo quanto as linhagens que possuem
apenas o alelo tif51A%®* ou tif51A%?*""9%F indicando que ndo ha complementacéo
entre estes alelos.

Como apresentado no item 5.1 deste trabalho, o mutante tif51A-3 e o alelo

2H699K

dominante negativo de eEF2, eft , apresentam uma interacdo genética sintética.

2H69%K com os mutantes

Assim, para analisar o efeito da combinagédo do alelo eft
estaveis de elF5A, as linhagens selvagem (VZL837), tif51A®* (vzL822) e
tif51AQ%2HL93F (y71.821) foram transformadas com o plasmideo pRS425 (pSV64) ou
com a construcdo pVvz1104 (eft2"®**¢/LEU2/2u). Estas linhagens foram entdo

submetidas a diluicbes seriadas e cultivadas em meio SC-leu nas temperaturas de



25°C, 35°C e 38°C. Como apresentado na Figura 14A, a superexpressao do alelo

eft2"%%% na linhagem tif51A**** apresentou um fenétipo de crescimento mais severo do

AQ22H/L93F

gue a linhagem que possui apenas o vetor, enquanto o mutante tif51 contendo

eft2"%%K nao apresentou alteracées no crescimento celular. O resultado obtido para o

K56A
A

mutante tif51 € semelhante ao observado anteriormente para o alelo tif51A-3.

Ainda com o objetivo de ampliar os estudos de interacdo genética entre TIF51A e
EFT2, foi avaliado o efeito da superexpressdo de EFT2 nos mutantes tif51A®A
tif51A°%?H9F  para tanto, as linhagens selvagem (VZL837), tif51A®A (vZzL987) e
tif51A?2HL93F (vv71 821) foram transformadas com o vetor pRS426 (pSV65) ou com a
construgcédo pSV262 (EFT2/URA3/2u). O gene PKCL1 foi identificado anteriormente em

nosso laboratério como um supressor em alto nimero de copias do fendtipo de

e

sensibilidade a temperatura do mutante tif51A-1 (Zanelli e Valentini, 2005). Uma vez
gue essa supressdo nao apresentou uma relacdo de especificidade alélica com os
mutantes de elF5A testados, PKC1 foi utilizado como controle de supressao fenotipica
neste experimento. Assim, as linhagens tif51A%* (VZL987) e tif51AR?2HL93F (vz1.821)
foram transformadas com o plasmideo contendo PKC1 (pSV181, PKC1/URA3/2p),
submetidas a diluicbes seriadas e cultivadas em meio SC-ura nas temperaturas de
25°C e 38°C.

Conforme pode ser observado na Figura 14B, a superexpressdo de EFT2 foi
capaz de suprimir parcialmente o fenotipo de sensibilidade a temperatura apresentado
pelo mutante tif51A*®*. Curiosamente, o mutante tif51A%?*"-9%F expressando EFT2 em
alto niumero de coépias apresentou um defeito de crescimento mais severo do que o
observado para a mesma linhagem contendo apenas o vetor vazio.

Ainda, foi analisada a morfologia celular dos mutantes estaveis de elF5A na
presenca ou auséncia de EFT2 em alto nimero de copias. Para isso, as linhagens
selvagem (VZL837), tif51AX*%* (VZL987) e tif51A°??H93F (71 821) foram transformadas
com o vetor pRS426 (pSV65) ou com a construcdo pSV262 (EFT2/URA3/2u). Essas
linhagens foram ent&o cultivadas a 25°C em meio SC-ura até atingirem D.O.600nm=0,4,
incubadas a 38°C durante 2 h e, por fim, visualizadas através de microscopia de
contraste diferencial de fase (DIC). Imagens representativas das analises de
microscopia estdo apresentadas na Figura 15A. E possivel observar um aumento de

AK56A

tamanho celular significativo para a linhagem tif51 , transformada apenas com o

vetor vazio, quando cultivada na temperatura ndo-permissiva, em relacdo a linhagem



selvagem. Essa alteracdo de morfologia celular é revertida pela presenca de EFT2 em
alto namero de copias, o que esta de acordo com os dados de crescimento celular
observados. Por outro lado, a linhagem tif51A%??"%F contendo apenas o vetor vazio
nao apresentou alteragcdes de morfologia celular nas condi¢cdes analisadas, quando
comparada a linhagem selvagem. Curiosamente, a superexpressao de EFT2 provocou
um consideravel aumento no tamanho celular desse mutante, mesmo na temperatura
permissiva. Mais umas vez, estes dados estdo de acordo com o observado nas
analises de crescimento celular e indicam que a superexpressao de eEF2 provoca um
efeito deletério no mutante tif51A°%""9%F Estes resultados indicam a existéncia de
especificidade alélica na interagéo entre TIF51A e EFT2.

Para analisar de forma quantitativa as alteracdes de tamanho e morfologia celular
observadas através de microscopia, fez-se uso da citometria de fluxo. Assim, os
parametros fisicos avaliados foram espalhamento de luz lateral (SSC - “side light
scatter”), que reflete granulosidade, e espalhamento de luz frontal (FSC - “foward light
scatter”), que reflete o tamanho celular. Esta andlise foi realizada com as linhagens
selvagem (VZL837), tif51AX®* (VZL987) e tif51A%?2H9F (71 821) transformadas com
0 vetor pRS426 (pSV65) ou com a construcdo pSV262 (EFT2/URA3/2p). Essas
linhagens foram cultivadas a 25°C em meio SC-ura até D.O.s00nm=0,4, transferidas para
38°C durante 3 h e, por fim, analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados obtidos
foram representados graficamente como granulosidade (SSC) em fungcdo de tamanho
celular (FSC) e podem ser observados na Figura 15B. O quadrante (“gate”) colorido em
vermelho foi determinado com base na populacdo predominante para a linhagem
selvagem, cultivada na temperatura permissiva ou nao-permissiva, e representa as
populacdes celulares consideradas nas andlises. Assim, € possivel observar que a

AK56A

linhagem tif51 , contendo apenas o0 vetor vazio, apresenta aumento tanto de

granulosidade como de tamanho celular, em relacdo a selvagem, sendo que essas
alteracdes se acentuam na temperatura nao-permissiva. Conforme observado

anteriormente, a superexpresséo de eEF2 na linhagem tif51A%*%*

€ capaz de reverter
as alteracbes morfolégicas observadas para este mutante, fazendo com que este
apresente niveis de granulosidade e tamanho celular semelhantes aos obtidos para a
linhagem selvagem. Por outro lado, o mutante tif51A%??°%F contendo apenas o vetor
vazio, apresenta niveis de granulosidade e tamanho celular muito proximos dos obtidos

para a linhagem selvagem, enquanto a superexpressdo de EFT2 neste mutante



provoca um aumento significativo dos niveis de granulosidade e tamanho celular, tanto
na temperatura permissiva como na nao-permissiva.

Com o objetivo de avaliar o impacto da superexpressdo de EFT2 na sintese
proteica dos mutantes estaveis de elF5A, foram analisados os perfis polissomais das
linhagens selvagem (VZL837), tif51A®A (VZL822) e tif51A%??93F (v71.821) contendo
apenas o vetor vazio pRS426 (pSV65) ou das linhagens mutantes tif51A% (VZL987)
e tif51A??9%F (v71821) contendo EFT2 em alto nimero de copias (pSV262,
EFT2/URA3/2u). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 16. Conforme
observado recentemente para outros mutantes de TIF51A (Gregio e cols., 2009; Saini e
cols., 2009), os perfis polissomais dos mutantes tif51A®A e tif51 AQ22H/L9SF
apresentaram reducao do pico de 80S e estabilizagcdo da fracéo polissomal, em relacéo
a linhagem selvagem. A quantificacdo das fracdes polissomais em relacdo ao
monossomo (P/M) para os mutantes tif51A%*® e tif51A%??V-93F foi hastante semelhante,
P/M=2,2+0,02 e P/M=2,0+0,2, respectivamente e indica que estes mutantes
apresentam defeitos na elongacdo da tradugdo. Ainda, é possivel observar que a
superexpressao de EFT2 suprime as alteracdes de perfil polissomal apresentadas pelo
mutante  tif51A®%  que apresentou uma relacdo polissomos/monossomo
(P/M=1,6+0,1) préxima a obtida para a linhagem selvagem, indicando que a supressao
parcial do fen6tipo de sensibilidade a temperatura apresentado por este mutante esta
relacionada com o restabelecimento da tradugcdo. No entanto, foi observado um

agravamento do defeito de perfil polissomal apresentado pelo mutante tif51A%%2H"-93F

na
presenca de EFT2 em alto niUmero de cépias, que passou a apresentar aumento da
fracdo 80S e reducédo da fracdo polissomal (P/M=1,4+0,07). Estes resultados e o0s

anteriores aqui apresentados sao discutidos a seguir.















6. DISCUSSAO

Em 1978, elF5A foi identificada como um fator de inicio de traducdo devido a sua
capacidade de estimular a formacéo da primeira ligagdo peptidica e ao longo de mais
de trinta anos de estudo essa proteina foi relacionada com diversas etapas do
metabolismo celular, como transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de MmRNA,
proliferagdo celular e formagcao de citoesqueleto (Ruhl e cols., 1993; Schatz e cols.,
1998; Singh e cols., 1998; Lee e cols., 1999; Lipowsky e cols., 2000; Hofmann e cols.,
2001). No entanto, a hipétese de que essas funcbes estejam relacionadas direta ou
indiretamente com uma funcéo de elF5A na traducéo nunca foi descartada.

Em 2006, surge um novo cenario, no qual elF5A passa a ser relacionado com a
etapa de elongacado da traducdo ao invés de inicio (Jao e Chen, 2006; Zanelli e cols.,
2006). Para esclarecer melhor o papel que elF5A desempenha na tradugcdo, nosso
laboratorio tem se utilizado de analises de interacdo genética e de perfil polissomal,
com o objetivo de estudar o papel de elF5A na sintese proteica.

Neste trabalho, foram obtidas linhagens de levedura que combinam o mutante de
elF5A tif51A-3 e mutantes de fatores que atuam em etapas distintas do inicio da
traducdo e também do fator de elongacédo da traducdo eEF2. Os mutantes duplos
obtidos foram utilizados em analises de interacdo genética e de perfil polissomal com o
intuito de melhor definir em que etapa da traducéo elF5A atua.

De maneira interessante, a combinacdo de mutacdes em elF5A com elF4E e elF5B
levou a intensificacdo do fendétipo de sensibilidade a temperatura e de crescimento
lento (“slow growth”), respectivamente, indicando a existéncia de interacdo genética
entre TIF51A+CDCS33 (elF4E) e TIF51A+FUN12 (elF5B). O mesmo nao foi observado
para o mutante de elF3. Tendo em vista que elF4E é uma proteina ligante de “cap”,
envolvida com o reconhecimento do mRNA pelo complexo ribossomal 43S, uma das
primeiras etapas do inicio da traducéo, e que elF5B € o ultimo fator a atuar no inicio da
traducdo, estimulando o acoplamento da subunidade 60S, & improvavel que elF5A
apresente uma relacdo funcional direta com estes fatores, que atuam em etapas tao
distintas no inicio da traducdo. Diante disso, € possivel concluir que as interacées
genéticas observadas para esses mutantes refletem um resultado pouco especifico,

indicando, apenas, que elF5A estd de fato envolvido com o processo de sintese



proteica. Por outro lado, as analises de perfil polissomal revelaram resultados bastante
interessantes. Foi observado que o perfil polissomal do mutante tif51A-3, quando
cultivado na temperatura ndo-permissiva, apresenta uma diminuicdo da fragdo 80S e
um acumulo de fracdes polissomais, o que difere completamente dos perfis observados
para o0os mutantes de inicio de traducdo cdc33-42 (elF4E), prtl-1 (elF3) e
funl2::kanMX4 (elF5B), que apresentaram aumento significativo da fragcdo 80S e
reducdo da fracdo polissomal (“‘polysome run-off’). Ja as linhagens que combinam
mutacdes em elF5A e nos fatores elF4E, elF3 e elF5B apresentaram uma atenuacao
do defeito caracteristico de mutantes de inicio de traducédo (“polysome run-off’),
indicando que elF5A e os fatores can6nicos de inicio de traducéo analisados atuam em
etapas distintas da sintese proteica.

Dando continuidade a essas andlises, foi gerada uma linhagem que combina o
mutante tif51A-3 com o alelo dominante negativo de eEF2, eft2*". O residuo de
histidina na posicdo 699 de eEF2 é alvo da modificacdo pés-traducional que gera uma
diftamida. Este alelo leva a produgcédo de uma forma afuncional de eEF2 que possui um
efeito de dominante negativo (Ortiz e Kinzy, 2005). A linhagem que combina os alelos
tif51A-3 e eft2"%% também apresentou um fenétipo de sensibilidade a temperatura
mais severo do que as linhagens que possuem apenas o alelo tif51A-3 ou eft2"%% E
importante ressaltar que a redugcéo do crescimento apresentada pelo duplo mutante
tif51A-3 eft2"%%°¢ foi consideravelmente mais intensa do que a observada para as
linhagens mutantes de inicio de traducdo anteriormente analisadas. De maneira
interessante, os perfis polissomais de tif51A-3 e eft2"°** separadamente apresentaram
uma grande semelhanga, o que evidencia o envolvimento de elF5A com a elongacgéo
da traducdo. Finalmente, o perfil polissomal do duplo mutante tif51A-3 eft2099
mostrou-se bastante semelhante ao observado para as linhagens que possuem apenas
o alelo tif51A-3 ou eft2™"°*¢ o que sugere uma relacao funcional proxima entre elF5A e
eEF2. Em concordancia com os dados aqui apresentados, resultados recentes de perfil
polissomal utilizando diferentes mutantes de elF5A em S. cerevisiae também
mostraram acumulo de polissomos na temperatura ndo permissiva (Saini e cols., 2009).
Ainda, foi observado que o perfil polissomal de mutantes de elF5A é semelhante ao de
linhagens selvagens tratadas com sordarina, um inibidor de eEF2, reforgcando a ideia
de correlagdo funcional entre elF5A e eEF2 (Saini e cols., 2009).



Para confirmar que os fenotipos descritos acima séo resultados de um efeito direto
de elF5A na traducdo, foram determinados os niveis de sintese proteica total das
linhagens selvagem e tif51A-3, na temperatura ndo-permissiva. O mutante tif51A-3
apresentou uma reducdo de 50% na incorporacao total de aminoacidos apés 3 h de
incubacdo na temperatura ndo-permissiva, 0 que esta diretamente relacionado com a
deplecdo de elF5A. Este resultado também reforca o envolvimento de elF5A com
sintese proteica e estd de acordo com dados recentes obtidos utilizando diferentes
mutantes condicionais de elF5A (Dias e cols., 2008; Saini e cols., 2009). Por outro lado,
os resultados obtidos em nosso laboratorio contrariam o dado inicial de caracterizacao
de elF5A de que a deplecdo desse fator causa apenas uma pequena reducdo na taxa
de sintese proteica ndo sendo, portanto, considerado um fator essencial para a sintese
proteica geral (Benne e Hershey, 1978; Kang e Hershey, 1994). No entanto, em
comunicacdo pessoal, o Dr. John Hershey (University of California, Davis, EUA)
apresentou dados mais recentes de seu laboratério mostrando que a deplecdo de
elF5A, em S. cerevisiae, provoca sim uma inibicdo substancial da sintese proteica.
Além disso, o grupo do Dr. Hershey observou que o uso de meio de cultura minimo
depletado de metionina, utilizado nos ensaios iniciais de caracterizacédo de elF5A (Kang
and Hershey, 1994), por si s6 pode resultar em inibicdo da sintese proteica e distorcer
os efeitos da deplecdo de elF5A. Ainda, foi observado que a adicdo de elF5A purificada
a lisados de S. cerevisiae depletados desse fator € capaz de estimular a sintese
proteica in vitro (Hershey e cols., dados n&o publicados).

Como as andlises de perfil polissomal descritas acima sugerem uma funcédo para
elF5A na etapa de elongac¢do da sintese proteica, foi determinado o tempo de transito
ribossomal, que reflete o tempo de elongacdo e terminacdo de uma cadeia
polipeptidica nascente. O tempo de transito ribossomal médio para a linhagem
selvagem foi de 66 s, enquanto o tempo para o0 mutante tif51A-3 foi de
aproximadamente 96 s. Deste modo, a reducdo da taxa de sintese proteica total
observada para o mutante tif51A-3 apresenta uma correlacdo com o aumento do tempo
de transito ribossomal. Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura que
mostram uma correlacdo entre diminuicdo da sintese proteica total e aumento do
tempo de transito ribossomal semelhante a observada em nosso laboratério (Shenton e
cols., 2006; Sivan e cols., 2007). Além disso, este experimento mostra que a etapa de
elongacéo da traducgéo é de fato alterada na linhagem tif51A-3, o que est4 de acordo



com os defeitos observados nos ensaios de sintese proteica e de perfil polissomal para
o mutante de elF5A. De maneira interessante, foi observado um atraso significativo no
tempo de transito ribossomal de outro mutante de elF5A (Saini e cols., 2009), o que
reforca as evidéncias do envolvimento de elF5A com a etapa de elongagédo da
traducao.

Ainda com o objetivo de avaliar o envolvimento de elF5A com a etapa de elongacao
da sintese proteica, foi utilizada a IRES do virus CrPV, que € capaz de iniciar a
traducdo recrutando diretamente as subunidades ribossomais 40S e 60S, sendo
independente dos fatores candnicos de inicio da sintese proteica. A traducdo mediada
por IRES foi avaliada, inicialmente, através da utilizacdo do reporter URA3, cuja
expressdo € dependente da IRES. Neste ensaio, apenas a linhagem nocaute para
FUN12 apresentou ativacao da traducdo mediada por CrPV-IRES. Este resultado esta
de acordo com dados da literatura e confirma que defeitos em fatores de inicio de
traducdo em levedura resultam em aumento da traducdo mediada por IRES, devido a
competicdo por subunidades 40S entre tradugdo mediada por “cap” versus mediada
por CrPV-IRES (Deniz e cols., 2009). Os resultados obtidos para os mutantes tif51A-1
e tif51A-3 sdo muito diferentes dos observados para diferentes mutantes de inicio de
traducdo ja descritos (Deniz e cols., 2009), reforcando o envolvimento de elF5A com a
elongagao.

Além disso, também foram utilizados repoérteres discistrénicos de luciferase
contendo a IRES do virus CrPV na regido intergénica. Dessa vez, foram testadas as
linhagens selvagem, tif51A-1, tif51A-3, ccal-1 e o dominante negativo de eEF2,
eft2™®% e foi possivel observar uma diminuicdo da traducdo mediada por IRES em
todos os mutantes testados.

O uso de reporteres contendo a IRES do virus CrPV na regido intergénica mostrou-
se bastante util neste estudo, uma vez que os mutantes que apresentam defeitos no
inicio (Afunl2) ou na elongacdo da traducdo (ccal-1 e eft2™"°°) apresentaram
resultados opostos. De maneira interessante, a traducdo mediada pela IRES de CrPV
parece ser mais afetada por defeitos na etapa de elongacdo. Assim, a diminuicao
observada para a atividade da IRES em mutantes de elongacéo pode estar relacionada
com a necessidade do comprometimento da traducédo dependente de “cap” para que as
IRES sejam capazes de recrutar ribossomos eficientemente, uma vez que a traducao

mediada por esses elementos € privilegiada em linhagens que apresentam defeitos no



inicio da traducdo, como a Afunl2. Além disso, tendo em vista que a IRES do CrPV
pode se associar diretamente com 80S in vivo, pode haver uma competicdo entre 0s
MRNASs cuja a tradugédo € dependente de “cap” e aqueles que possuem a sequéncia
IRES de CrPV. Assim, com a elongacao da tradugéo inibida, ha uma diminuicdo de 80S
livre, o que pode prejudicar a elongacdo dos mensageiros que possuem IRES.

Ainda, os resultados obtidos mostram que os niveis de traducdo mediada por
CrPV-IRES estdo correlacionados com os fenétipos de sensibilidade a temperatura
apresentados pelos mutantes de elF5A, uma vez que a linhagem tif51A-3, que possui
fendtipos de crescimentos mais severos, apresentou niveis basais de traducéo
mediada por CrPV-IRES. Por outro lado, o defeito do mutante de eEF2 é mais severo
do que o observado para a linhagem ccal-1, porém sem correlacdo com os fenotipos
de sensibilidade a temperatura. Estes resultados podem refletir defeitos especificos
que os mutantes ccal-1 e eft2™®% determinam. Curiosamente, o mutante eft2™%%
apresentou niveis de traducdo mediada por IRES semelhantes aos obtidos para o
mutante tif51A-1, reforcando a ideia da existéncia de uma relacao funcional entre elF5A
e eEF2.

Deve ser ressaltado que os laboratérios do Dr. John Hershey (University of
California, Davis, EUA) e do Dr. Eugene Gerner (University of Arizona, Tucson, EUA)
possuem dados recentes e ndo publicados relacionando elF5A com inicio da traducdo
(comunicacao pessoal). Assim, apesar das publicacfes recentes, de nosso laboratorio
e de outros, propondo uma funcdo para elF5A na elongacdo da sintese proteica
(Gregio e cols., 2009; Saini e cols., 2009; Patel e cols. 2009), a ideia inicial de
envolvimento de elF5A com inicio da tradug&o continua em questao.

No estudo da correlagédo funcional entre elF5A e eEF2, foram importantes os
mutantes tif51A%®* e tif51A%%?""9%F  que, ao contrario dos mutantes utilizados
anteriormente, produzem elF5A estavel na temperatura restritiva de crescimento (Dias
e cols., 2008).

Dando continuidade a caracterizagcdo desses novos alelos, foi analisada a
existéncia de complementacéo cruzada entre tif51A°®* e tif51A%*?"°3F No entanto, as
linhagens que combinam ambos os mutantes tif51A%*®* e tif51A%??H9F n30 mostraram
complementagdo cruzada. Este resultado indica que as substituicbes K56A e
Q22H/L93F provocam alteracdes em uma mesma via funcional de elF5A, sendo que

um alelo ndo é capaz de compensar o defeito apresentado pelo outro.



Como havia sido observado anteriormente um fendétipo sintético doente (“synthetic
sick phenotype”) entre os alelos tif51A-3 e eft2™"°*°, 0 mesmo fenétipo foi avaliado nas

linhagens tif51AK%®* e tif51A%%79%F - Assim como observado para tif51A-3, 0 mutante

tif51AX*** apresentou um fenétipo sintético doente na presenca de eft2H°%%

AQ22H/L93F

, enquanto
para o mutante tif51 nao foram observadas alteracdes no crescimento celular.

Ainda com o objetivo de ampliar os estudos da interagao entre TIF51A e EFT2, foi
avaliado o efeito da superexpressdo de EFT2 nos mutantes tif51AX®%* e tif51 AQ?2HL93F,

Foi observado que EFT2 em alto nimero de cépias na linhagem tif51A A

suprimiu
parcialmente o defeito de crescimento apresentado por este mutante. Curiosamente, a
superexpressdo de EFT2 no mutante tif51A%%?""9%F apresentou um efeito deletério.
Efeitos semelhantes foram também observados na morfologia celular desses mutantes.
Enquanto a superexpressdo de EFT2 foi capaz de reverter 0 aumento no tamanho
celular apresentado pela linhagem tif51A%*** o mutante tif51A%?*"*3F apresentou um
aumento de tamanho celular bastante pronunciado, na presenca de EFT2 em alto
namero de copias. Esses dados estdo de acordo com o observado nas analises de
crescimento celular e indicam que a superexpressdo de eEF2 provoca um efeito
deletério no mutante tif51A%22-93F,

Os perfis polissomais dos mutantes tif51A%®* e tif51A°%H"9F também foram
analisados tanto na presenca como na auséncia de EFT2 em alto nimero de copias,
com o objetivo de avaliar efeitos na sintese proteica. Assim como outros mutantes
descritos na literatura (Gregio e cols., 2009; Saini e cols., 2009), os mutantes estaveis
também apresentaram perfis polissomais caracteristicos de mutantes envolvidos na
etapa de elongacéo da traducao, com reducao da fracao 80S e estabilizacdo da fracao
polissomal. As analises de perfil polissomal na presenca de EFT2 em alto nimero de
cépias, por sua vez, mostraram que a superexpressdo de EFT2 na linhagem tif51A%>%*
tornou os padrbes de perfil polissomal, apresentados pelo mutante, semelhantes aos

da linhagem selvagem. Curiosamente, a linhagem tif51A%22H-9%F

apresentou defeitos
caracteristicos de mutantes envolvidos com o inicio da traducéo.

Os mutantes tif51A%®* e tif51A?2H9F nossuem substituicdes em aminoécidos
localizados em regides bastante distintas. O residuo de lisina da posi¢do 56 é o ultimo
aminoacido da alca de hipusinacdo. Para analisar se a substituicdo K56A influencia
essa modificacdo pos-traducional, que é essencial para a atividade de elF5A, tanto o

AK56A

mutante tif51 como tif51A%?*9%F foram submetidos & ensaios de hipusinagéo in



vitro. Assim, foi possivel observar que apenas o mutante tif51A°®* apresenta niveis
reduzidos de hipusinacdo, o que pode estar relacionado ao fenétipo de sensibilidade a
temperatura apresentado por este mutante (Dias e cols.,, 2008). No entanto, é
improvavel que a supressao fenotipica provocada pela superexpressao de EFT2 esteja
diretamente relacionada com o defeito de hipusinag&o apresentado por este mutante. E
possivel que a substituicio K56A determine outros defeitos em elF5A, como por
exemplo, perda de interagcdo com parceiros fisicos importantes para a funcdo que
elF5A desempenha na sintese proteica. As substituicdes Q22H e L93F do mutante
tif5s1A°%H9F nor sua vez, estdo localizadas em regides bastante expostas dos
dominios amino e carboxi-terminal de elF5A, respectivamente, e podem ser
importantes para a interacdo com outras proteinas. Dados de copurificacdo realizados
com os mutantes tif51AK® e tif51A%2H93F reforcam essa hipétese. Foi observado que
ambos 0s mutantes estaveis perdem a interacdo com proteinas ribossomais na
temperatura ndo-permissiva. Curiosamente, quando esses mutantes foram utilizados
em ensaios de copurificagdo na presenca de RNase e EDTA, condicdo em que o

AQ22H/L93F

ribossomo é desfeito, o mutante tif51 mostrou-se capaz de manter a interacao

com eEF2, enquanto as linhagens selvagem e tif51A%*

perderam a interagdo com
esse fator de elongacdo nas condicdes analisadas (Camila A. O. Dias, dados nao
publicados). Esse resultado sugere que ha uma possivel interagcéo fisica direta entre
elF5A e eEF2, dependente de interagfes estabelecidas durante o processo traducional
e que sao favorecidas na presenca de elF5A contendo as substituicbes Q22H/L93F.
Deste modo, o efeito deletério provocado pela superexpressdo de EFT2 no mutante
tif51A%2HL9F node estar relacionado a formacdo de um complexo bastante estavel
entre elF5A e eEF2 que ndo é capaz de se desfazer, comprometendo as funcbes que
esses fatores desempenham na sintese proteica. Andalises da fluorescéncia de
triptofano estdo sendo realizadas para gerar curvas de ligacao e possibilitar o calculo
da afinidade entre elF5A e eEF2, in vitro, com o objetivo de esclarecer essa curiosa
guestdo (Camila A. O. Dias, dados néo publicados).

Estudos envolvendo o homdélogo estrutural de elF5A em bactérias, EF-P, podem
auxiliar nas questdes que envolvem o posicionamento de elF5A no ribossomo e o
mecanismo de acado deste fator. Foi publicada recentemente a estrutura de EF-P de T.
thermophilus ligado ao ribossomo, na presenca do fMet-tRNA; e de uma sequéncia

curta de mRNA. A estrutura deste complexo revelou a ligacdo de EF-P entre os sitios



ribossomais P (peptidil) e E (saida), de modo que um residuo de arginina na posi¢cao 32
esta localizado proximo ao centro peptidil-transferase do ribossomo, sugerindo um
papel para EF-P no correto posicionamento do fMet-tRNA; no sitio P, 0 que poderia se
relacionar com o estimulo da formacéo da primeira ligacédo peptidica. Diante disso, 0s
autores sugerem que a modificagcdo pos-traducional hipusinacaol/lisilagdo pode
promover uma aproximacdo entre elFSA/EF-P e o centro peptidil-transferase do
ribossomo e permitir o posicionamento adequado e a estabilizacdo do fMet-tRNAi/Met-
tRNAM®' no sitio ribossomal P (Blaha e cols., 2009). No entanto, a bactéria T.
thermophilus apresenta um residuo de arginina na posicao 32 correspondente a lisina
da posicdo 34 de E. coli e auséncia das enzimas YjeA e YjeK, o que implica na
auséncia de lisilacao. De fato, apesar de o gene codificador de EF-P estar presente em
todos os genomas de bactérias conhecidos (725 genomas), apenas 26,7% (194)
parece possuir todos os requisitos para a modificacdo pos-traducional (lisina 34 de EF-
P e presenca de YjeA e YjeK). Dessa forma, por mais que a importancia funcional da
lisilacdo de EF-P tenha sido relatada in vivo para diferentes espécies de bactérias
(Navarre e cols., 2010; Yanagisawa e cols., 2010), esta modificagdo n&o deve ser
totalmente essencial para a funcao critica de EF-P no ribossomo. Por outro lado, é
possivel que as bactérias que ndo possuam a modificacdo de EF-P apresentem uma
adaptacao da maquinaria de traducéo, como alteragcdes nas estruturas de rRNA. Ainda,
estudos em E. coli reforcam a hipétese apresentada por Blaha e cols., 2009 e propdem
gue na auséncia de EF-P, o sitio ribossomal P assume uma conformacao intermediaria
P/l (forma intermediaria entre P/P e P/E) que permite a ligacdo do fMet-tRNA;. Essa
conformacgdo promove o correto posicionamento do codon iniciador no sitio P, mas néo
permite que a extremidade aminoacilada do fMet-tRNA; alcance o centro peptidil-
transferase do ribossomo. Isto pode ocorrer devido a auséncia de tRNA no sitio
ribossomal E ou de cadeia polipeptidica nascente posicionada no sitio P, durante a
incorporacdo da metionina inicial. Assim, a ligagdo de EF-P entre os sitios ribossomais
P e E pode estar relacionada com a estabilizacdo da conformacédo P/P e o correto
posicionamento do fMet-tRNA; (Allen e cols., 2005).

Apesar da semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos e as modificacdes pds-
traducionais de EF-P e elF5A, algumas diferencas apresentadas por estes fatores
merecem destaque. elF5A, assim como os demais fatores de elongacédo da traducao, é

abundante na célula, enquanto EF-P esta presente em uma propor¢ao préoxima de 0,1



copia por ribossomo, de maneira semelhante aos fatores envolvidos com o inicio da
traducdo (Blaha e cols., 2009). Além disso, EF-P foi relacionada, at¢é o momento,
apenas com a formagéo da primeira ligacdo peptidica (Glick e Ganoza, 1975; Blaha e
cols., 2009). Por outro lado, dados recentes mostram que a deplecdo de elF5A em
levedura leva ao acumulo de polissomos e a um aumento no tempo de transito
ribossomal, relacionando elF5A com a etapa de elongacéo da traducdo e nao apenas
com a formacdo da primeira ligagdo peptidica (Gregio e cols., 2009; Saini e cols.,
2009). Ainda, dados de interacdo genética e de copurificacdo sugerem que elF5A
interage funcionalmente com eEF2 na etapa de elongacéo da sintese proteica (Gregio
e cols., 2009; Saini e cols., 2009, Camila A. O. Dias, dados nao publicados).

Apesar da semelhanca entre as estruturas cristalogréficas e as modificagbes pos-
traducionais de EF-P e elF5A, ndo é possivel afirmar que estes dois fatores
apresentem uma relacéo funcional completamente conservada. E possivel que tenham
ocorrido divergéncias evolutivas entre estes dois fatores, as quais se refletem no
posicionamento de EF-P e elF5A no ribossomo e no papel que estes desempenham na
sintese proteica. Diante disso, apesar de a regido em que elF5A se posiciona no
ribossomo ainda néo ter sido determinada, € possivel que elF5A, assim como EF-P,
esteja relacionada com o posicionamento do tRNA no sitio P. E possivel que em
eucariotos essa fungédo tenha se tornado essencial ndo apenas na primeira ligacao
peptidica, mas em todas as ligagcbes seguintes, uma vez que elF5A apresenta-se
distribuida ao longo do polissomo em analises de perfil polissomal (Saini e cols., 2009)
e gque mutantes deste fator apresentam acumulo de polissomos (Gregio e cols., 2009;
Saini e cols, 2009).

Os resultados aqui apresentados evidenciam que elF5A é um fator de elongacéo da
traducdo e levantam a hipétese de existéncia de relacao funcional entre elF5A e eEF2.
No entanto, novos estudos sdo necessarios no sentido de identificar o sitio de ligacéo
de elF5A ao ribossomo, permitindo assim a elucidacdo do mecanismo de acédo de
elF5A na elongacéo da traducéo.



7. CONCLUSOES

7.1.

7.2.

7.3.

As analises de perfil polissomal, tempo de transito ribossomal e de traducdo
independente de “cap” mediada pela IRES do virus CrPV evidenciam a atuacéo

de elF5A na etapa de elongacéo da traducao.

A sensibilidade a inibidores de sintese proteica observada em mutantes de
elF5A ndo estad relacionada a perda de interacdo com componentes da

maquinaria de traducéo.

Os dados de interacdo genética e perfil polissomal sugerem uma relacéo

funcional préxima entre elF5A e eEF2 na etapa de elongacéo da traducéo.
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