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RESUMO

O fator de inicio de traducdo 5A (elF5A) é altamente conservado de arqueas a
mamiferos e é essencial para a viabilidade celular. Este fator tem sido associado
com o inicio da traducdo, proliferacdo celular, transporte nucleocitoplasmatico e
decaimento de mRNA. Estudos recentes associam elF5A com a elongacao, ao inves
do inicio da traducé&o. elF5A é a Unica proteina conhecida que contém o aminoacido
essencial hipusina, gerado pelas enzimas desoxihipusina sintase e desoxihipusina
hidroxilase. O objetivo deste estudo foi a caracterizagcdo estrutural e funcional de
elF5A de S. cerevisiae. Primeiramente, a estrutura terciaria de elF5A foi determinada
por cristalografia e foi demonstrada a sua dimerizacdo em solucao,
independentemente do residuo hipusina. Foram obtidos e caracterizados 40
mutantes novos de elF5A, dos quais 19 ndo complementaram o nocaute do gene
selvagem, 13 apresentaram fendtipo de termossensibilidade e 8 ndo apresentaram
nenhuma alteracdo nos fenoétipos investigados. A maioria dos mutantes novos tem
seus fendtipos resultantes da degradacéo da proteina elF5A. Curiosamente, este é o
primeiro estudo que sugere que a a-hélice presente no C-terminal de elF5A é
essencial para a manutencdo da sua estrutura. Descrevemos também, que a
extensdo N-terminal de elF5A, presente apenas em eucariotos, ndo € essencial para
estrutura e funcdo dessa proteina. Além disso, os mutantes contendo substituices
na alca onde estd localizado o aminoacido hipusina s&o inviaveis ou
termossensiveis. Embora estes mutantes produzam elF5A, inclusive na temperatura
nao permissiva, a proteina produzida ndo é hipusinada. Finalmente, dois mutantes
termossensiveis (tif51A%* e tif51A%2H93F) produzem a proteina elF5A estavel na
temperatura ndo permissiva, no entanto, apresentam defeitos de crescimento e de
sintese de proteinas, além de possuir defeito no perfil polissomal caracteristico de
mutantes de fatores envolvidos na elongacdo da traducéo. Interessantemente, este

estudo mostrou que a proteina mutada elF5A@2H93F

interage com o fator de
elongacao eEF2, independentemente de RNA e ribossomos. Estes dados sugerem
pela primeira vez que a proteina elF5A interage diretamente com eEF2 durante a
traducdo. Os resultados obtidos neste trabalho revelam caracteristicas estruturais
importantes de elF5A para seu papel essencial na viabilidade celular e ainda

ressaltam a funcdo dessa proteina na traducéo.



ABSTRACT

The translation initiation factor 5A (elF5A) is highly conserved from archae to
mammals and is essential for cell viability. This factor has been associated with
translation initiation, cell proliferation, nucleocytoplasmatic transport and mRNA
decay. Recent studies show elF5A involved in elongation, rather than translation
initiation. elF5A is the only protein known to contain the essential amino acid residue
hypusine, generated by the enzymes deoxyhypusine synthase and deoxyhypusine
hydroxylase. The main goal of this study was the structural and functional
characterization of S. cerevisiae elF5A. First of all, the tertiary structure of elF5A was
determined by crystallography and this protein was defined as a dimer in solution,
independently of the hipusine residue. We obtained and characterized 40 new
mutants, which 19 cannot complement tif51A knockout cells, 13 are temperature-
sensitive and 8 show no detectable phenotype. The phenotypes of most mutantes
are caused by protein folding defects. Interestingly, this is the first study suggesting
that the C-terminal a-helix present in yeast elF5A may be an essential structural
element. Moreover, we describe that the elF5A N-terminal extension present only in
eukaryotic homologues is not essential in yeast. Furthermore, the mutants containing
substitutions surrounding the hypusine modification site showed unviable or
temperature-sensitive phenotypes. Although these mutant proteins were stable, they
were defective in hypusine modification. Finally, two of the temperature-sensitive
mutant strains (tif51A°®* and tif51A°*?"93F) produced stable elF5A protein but
showed defects in growth and protein synthesis and these mutants revealed
polysome profile defect similar to that described for mutations in factors involved in

AQZ2HILOSF intaracts with

translation elongation. It was also shown that the mutant elF5
the elongation factor eEF2 independently of RNA and ribosome, suggesting that
elF5A protein interacts directly with eEF2. Taken together, our data reveal important
structural features of elF5A for its essential role in cell viability and further underscore

the essential function of elF5A in the translation step of gene expression.
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1- INTRODUCAO

A traducdo, decodificacdo de RNA mensageiro (MRNA) em proteina, é um
processo complexo que envolve mRNA, ribossomos, e uma grande quantidade de
fatores adicionais que ndo apenas promovem o0 elongamento polipeptidico mas
também regulam este processo. O processo de traducdo global pode ser dividido em
trés etapas principais: iniciacdo, elongacdo e terminacdo (Figura 1). Cada uma
destas etapas pode ser regulada, resultando na sintese diferencial de determinadas

proteinas e, consequientemente, em profundas mudancas na fisiologia celular.

1.1- O mecanismo de traducao

A magquinaria de sintese protéica € altamente conservada evolutivamente (Bult
et al.,, 1996; Kyrpides e Woese, 1998). A sintese de proteinas constitui um dos
processos mais complexos do metabolismo celular, sendo além de um importante
ponto de regulacéo da expressao génica, o processo bioquimico que consome maior
parte da energia celular sob a forma de ATP e GTP. Os componentes protéicos
envolvidos na sintese de proteinas representam mais de 50% do total de proteinas
celulares (Kozak, 1983; Merrick, 1992). Algumas caracteristicas da tradugdo como
translocacdo do ribossomo, formacdo de ligagBes peptidicas e as fungbes das
subunidades maior e menor do ribossomo séo praticamente idénticas em procariotos
e eucariotos (Kozak, 1983).

O inicio da traducdo em eucariotos € uma etapa complexa da sintese protéica
e do processo da expressdo génica de uma maneira geral, sendo amplamente
regulada (Pestova et al., 2001). Resumidamente, o inicio da traducdo comec¢a com a
formacao de um complexo ternério, composto por GTP, tRNA iniciador de metionina
e o fator de iniciacao elF2 (Pestova et al., 2007). Juntamente com fatores adicionais
de iniciacdo (elF3, elF5, elF1 e elF1A), o complexo ternario forma o complexo
multifatorial (MFC), o qual se associa com a subunidade ribossomal 40S para formar
0 complexo de pré-iniciacdo 43S (Chaudhuri et al., 1999; Majumdar et al., 2003). Em
eucariotos, 0 mRNA é ativado pela ligacdo do elF4F (elF4E, elF4G e elF4A) ao
“‘cap” e PABP a cauda de poli(A), circularizando o mRNA (Gingras et al., 1999;
Sonenberg e Hinnebusch, 2009). O complexo de pré-iniciacdo 43S € entdo

recrutado pela extremidade 5 do mRNA através da interagédo dos fatores elF3/elF5
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com elF4G/elF4B, formando o complexo 48S. Em seguida, complexo 48S desliza
pelo mMRNA na direcdo da extremidade 3’ até encontrar o codon de iniciacdo AUG,
geralmente o primeiro AUG da sequéncia, onde a subunidade 60S se acopla,
formando o ribossomo 80S, para comecar a elongacao polipeptidica (Pisareva et al.,
2008; Pestova et al., 1998; Pestova et al., 2002).

Em contraste com o inicio, a elongacdo da traducdo € um processo mais
simples, mas ndo menos importante. O mecanismo de elongacéo é responsavel por
manter a janela correta de leitura do mRNA, selecionar e acoplar corretamente 0s
aminoacil tRNAs ao ribossomo 80S e formar as ligacGes peptidicas entre o0s
aminoacidos. Dois fatores de elongacdo sdo necessarios para estas tarefas: eEF1A,
que ajuda a acoplar os tRNAs ao ribossomo, e eEF2, que promove a translocacao
do ribossomo ao longo do mRNA (Taylor et al., 2007). Com o tRNA iniciador
acoplado ao sitio P do ribossomo 80S, ciclos repetitivos de adicdo de aminoacil-
tRNAs comecam. Existe consideravel homologia entre os sistemas de procarioto e
eucarioto com relacéo as sequéncias primarias de eEF1A e EF-Tu, e eEF2 e EF-G;
e uma forte semelhanca funcional entre eEF1Ba(B)y e EF-Ts (Merrick, 1992). Dessa
maneira, muito do que é conhecido e estd apresentado neste resumo sobre
elongacdo esta centrado no que existe de mais conhecido no sistema bacteriano,
incluindo o modelo proposto por Moazed e Noller apresentado na Figura 2 (Moazed
e Noller, 1986).

Uma vez ligado a GTP, eEF1A direciona a ligagdo do aminoacil-tRNA ao cédon
do sitio A do ribossomo. Esse processo € provavelmente guiado pela interacdo entre
eEF1A e o ribossomo. A correspondéncia correta entre cdédon e anti-codon
desencadeia mudangas conformacionais no ribossomo e a hidrolise do GTP, o qual
leva a liberacdo de eEF1A-GDP, conforme ilustrado na Figura 2 (Merrick, 1992). O
tempo de permanéncia do aminoacil-tRNA no sitio A € muito curto pois quando
existe a presenca do aminoacil-tRNA (ou posteriormente chamado peptidil-tRNA) no
sitio P, rapidamente, ocorre a formacgédo de uma ligacdo peptidica, através da acdo
do centro da peptidil transferase localizada na subunidade maior do ribossomo, entre
0 aminoacido ligado ao aminoacil-tRNA localizado no sitio A e 0 aminoacido ligado
ao peptidil-tRNA localizado no sitio P. Nessa reacao, ha o ataque nucleofilico pelo a-
aminogrupo do aminoacil-tRNA localizado no sitio A ao grupo carbonil do aminoacil-
tRNA (ou peptidil-tRNA) localizado no sitio P. Isso leva a transferéncia da metionina

iniciadora (ou peptideos) do tRNA localizado no sitio P para o aminoacil-tRNA
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localizado no sitio A (Merrick, 1992).

De acordo com o modelo de Moazed e Noller apresentado na Figura 2
(Moazed e Noller, 1986), em seguida, a extremidade 3’ do peptidil-tRNA em
formacao é deslocada para o sitio P, enquanto que o anti-codon permanece no sitio
A. A extremidade 3 'do tRNA n&o carregado (tRNA desacilado) é entdo deslocado
para o sitio E, enquanto o seu anticédon ndo se move. A consequéncia dessa acao
€ que a cadeia do novo polipeptideo alonga mas ndo se move. O proximo passo, a
translocacéo, é realizado por eEF2, de maneira dependente de GTP. Este processo
provoca o movimento do mRNA por trés nucleotideos, isto €, um c6don, de modo
gue um novo codon fica livre no sitio A. Isto também significa que os anti-codons do
tRNA né&o carregado e o novo peptidil-tRNA s&o deslocados. Dessa maneira, 0 tRNA
ndo carregado preenche o sitio E e o novo peptidil-tRNA preenche o sitio P. E
importante destacar que os sitios ribossomais que interagem com os fatores de
elongacdo eEF1A e eEF2 se sobrepdem (Nygard e Nilsson, 1990).

Neste ponto, o ribossomo esta disponivel a submeter-se ao proximo ciclo de
elongacdo. A maior parte da energia necessaria para a sintese de proteina é usada
durante a elongagéo. Essencialmente, sdo usados dois fosfatos de alta energia por
ciclo (eEF1A e eEF2) e dois fosfatos de alta energia sdo usados para gerar cada
aminoacil-tRNA (AA + ATP + tRNA — AMP + PP; + AA-tRNA com a PP; geralmente
sendo dividido em duas moléculas de P;). Assim, a formacdo de cada ligacéo
peptidica tem um custo energético de quatro fosfatos de alta energia (Merrick, 1992).

Finalmente, a terminagéo da traducdo € mediada pelo fator de liberacdo eRF1,
gue reconhece um dos trés cdédons de parada (UAA, UGA e UAG) e se liga ao
ribossomo no lugar de um tRNA. Esse evento, junto com a ligacdo de eRF3,
estimula a hidrélise de GTP e a liberacdo da cadeia peptidica, como apresentado na
Figura 1. (Fan-Minogue et al., 2008; Ehrenberg et al., 2007).

A complexidade de cada uma destas trés etapas da traducdo é proporcional a
guantidade de regulacdo que ocorre em cada uma delas. Os mecanismos de
controle traducional mais descritos afetam muito o inicio da traducdo, embora nao
necessariamente uma fase especifica de inicio (Raught e Gingras, 2007). Isso faz
sentido uma vez que, energeticamente, € mais favoravel controlar o primeiro passo
de um processo metabdlico. Relativamente, poucos exemplos de regulacdo da
traducdo na fase de elongacdo sédo conhecidos, embora alguns deles sé&o

determinados a partir do estado de fosforilacdo de eEF2 (Redpath et al., 1993).



20

Finalmente, com a excecdo da existéncia de stop cédons prematuros, que leva a
degradacdo do mRNA, ha poucos exemplos claros de regulacéo da traducao na fase

de terminacao (Groppo e Richter, 2009).

1.2- A proteina elF5A

O fator de inicio de traducdo 5A de eucariotos (elF5A — “eukaryotic translation
initiation factor 5A"), inicialmente chamado de elF4D, foi originalmente purificado a
partir de ribossomos extraidos de lisados de reticul6citos de coelho (Benne e
Hershey, 1978). A denominacdo dada a esta proteina decorreu da sua capacidade
de estimular de 2 a 3 vezes a sintese de metionil-puromicina, um ensaio in vitro
utilizado como modelo para avaliar fatores envolvidos na formacao da primeira
ligacdo peptidica durante a traducgdo (Benne e Hershey, 1978; Park et al. 1993).

Em Saccharomyces cerevisiae, dois genes homologos codificam para elF5A:
TIF51A (HYP2) e TIF51B (HYP1). Estes genes estédo localizados em cromossomos
distintos (Wohl et al., 1992) e séo regulados reciprocamente por oxigénio ou heme
(Mehta et al., 1990; Zitomer e Lowry, 1992; Schwelberger et al., 1993). Desta forma,
este tipo de regulacdo génica determina qual isoforma estara disponivel na célula
sob condi¢cbes de alta ou baixa tensdo de oxigénio. Leveduras em aerobiose
expressam somente TIF51A, cuja atividade é essencial para o crescimento celular
nestas condi¢des (Schnier et al., 1991; Wohl et al., 1993; Valentini et al., 2002). Em
condi¢cdes anaerdbicas, por sua vez, é observada a presenca exclusiva do produto
codificado por TIF51B (Kang et al., 1992; Schnier et al.,, 1991; Tome e Gerner,
1997). Como esperado, a delegcéo de TIF51B néo influencia as taxas de crescimento
de células hapléides em aerobiose (Wohl et al., 1993).

Assim como em levedura, as células humanas também possuem duas
isoformas de elF5A, as quais sao designadas elF5A-1 e elF5A-2. No entanto, a
maioria destas células expressa constitutivamente apenas o gene da isoforma
elF5A-1. Recentemente, foi mostrado que o gene Eif5al, que codifica elF5A-1, é
essencial para o desenvolvimento embrionario de camundongo, nao sendo
substituivel pelo gene codificador de elF5A-2 (Park et al., 2009).
Surpreendentemente, a superexpressdo do mRNA de elF5A-2 foi observada em
certas linhagens de células cancerigenas, em contraste com a fraca e limitada

producdo desta isoforma apenas em testiculos e cérebro. Diante deste dado foi
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sugerido um papel hipotético de elF5A-2 como um oncogene potencial (Guan et al.,
2001; Clement et al., 2003).

As proteinas codificadas pelos dois genes de S. cerevisiae sdo altamente
similares, compartilhando 90% de identidade, sendo que em relacdo a proteina de
humano, esta identidade € de 63%, 0 que sugere sua importancia em processos
celulares comuns (Schnier et al., 1991). A caracterizagao funcional das isoformas
humanas elF5A-1 e elF5A-2, as quais compartilham 84% de identidade, revelou que
ambas as proteinas podem garantir o crescimento de uma linhagem de levedura em
gue ambos os genes TIF51A e TIF51B foram deletados (Clement et al., 2003). Este
fato mostra que elF5A humana e de levedura ndo sado apenas conservadas, mas
sdo funcionalmente intercambiaveis in vivo. Desta forma, a demonstracdo de a
proteina humana substituir completamente a proteina de levedura reforca a
importancia de elF5A em processos celulares béasicos.

elF5A sofre duas modificacdes pds-traducionais. A primeira delas consiste na
fosforilagdo de um residuo de serina acetilado no N-terminal (Kang et al., 1993; Klier
et al.,, 1993). A remocao deste residuo revelou que a forma néo fosforilada deste
fator é suficiente para promover o crescimento de células tif51A4 hapléides (Klier et
al., 1993), sugerindo que a fosforilacdo de elF5A ndo seja essencial para o seu
funcionamento in vivo. A segunda modificacdo deste fator € Unica na célula e
corresponde a formacao do residuo de aminoacido hipusina a partir de um residuo
especifico de lisina em elF5A (Chen e Liu, 1997; Park et al., 1997).

O aminoacido hipusina [N®-(4-amino-2-hidroxibutil)-lisina] foi descoberto a partir
de extratos de cérebro bovino em 1971 por Shiba e colaboradores em sua busca por
aminoacidos basicos e incomuns na célula. Apos determinacdo de sua estrutura
guimica, o nome hipusina foi proposto com base na relacdo estrutural desse
aminoacido com porcdes dos compostos hidroxiputrescina e lisina (Shiba et al.,
1971). No entanto, a origem do grupamento 4-amino-2-hidroxibutil, 0 mecanismo de
sua sintese e a fonte de hipusina eram totalmente desconhecidos. Em 1981, Park e
colaboradores descobriram que a cadeia lateral do aminoacido hipusina era derivada
da poliamina espermidina e que a sintese de hipusina tratava-se de uma
modificacdo pds-traducional a ocorrer em uma Unica proteina da célula (Park et al.,
1981). Mais tarde, o fator elF5A foi revelado como a Unica proteina a possuir o
aminoacido hipusina na célula (Cooper et al., 1983).

N&o existe mecanismo conhecido para a sintese de hipusina como aminoéacido
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livre. Do contréario, a formacdo do aminoacido hipusina em elF5A ocorre através da
acdo sequencial de duas enzimas, desoxihipusina sintase e desoxihipusina
hidroxilase (Park et al., 1982; Murphey e Gerner, 2003; Park et al., 1996). A enzima
desoxihipusina sintase (Dysl em levedura, DHS em humano) catalisa a
transferéncia do grupo aminobutil da poliamina espermidina para o0 amino grupo livre
de um residuo especifico de lisina no precursor de elF5A (K51 em levedura, K50 em
humano) para formar um intermediario contendo o residuo desoxihipusina. O
intermediario formado é entdo hidroxilado pela enzima desoxihipusina hidroxilase
(Lial em levedura, DOHH em humanos) completando a sintese de hipusina e,
consequentemente, a maturacdo de elF5A (Abbruzzese et al., 1986; Park et al.,
1997), como pode ser observado na Figura 3. De modo interessante, a primeira
reacdo, catalizada pela desoxihipusina sintase é reversivel (Park, 2006).

elF5A e suas enzimas modificadoras foram preservadas ao longo da evolugéo.
Em especial, a sequéncia de aminoécidos de elF5A ao redor do sitio de hipusinagéo
€ extremamente conservada de arqueas a eucariotos superiores, revelando a
importancia desta modificacdo ao longo da evolucdo (sequéncia marcada por uma
barra horizontal na Figura 4). Essa regido conservada € formada por uma sequéncia
invariavel de doze residuos de aminoacidos: STSKTG-hipusina-HGHAK (Magdolen
et al.,, 1994; Chen e Liu, 1997). A enzima desoxihipusina sintase, por sua vez,
também apresenta uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada, e as
enzimas das diferentes espécies apresentam propriedades cataliticas similares
(Kang et al., 1995).

A hipusina é produzida imediatamente apos a tradu¢cdo do RNA mensageiro de
elF5A e néo é alterada ou removida até que a proteina elF5A seja degradada (Park
et al., 1993). Desta forma, a modificacdo € essencialmente irreversivel. Ao contrario
da maioria das outras modificagcdes pds-traducionais que ocorrem em uma grande
variedade de substratos, a sintese de hipusina envolve apenas um substrato
protéico.

O fato de elF5A ser a Unica proteina eucariética que sofre hipusinacdo
evidencia uma atividade biol6gica fundamental para este fator. A importancia da
hipusinagdo para a atividade da proteina elF5A foi inicialmente mostrada a partir da
observagéo de que elF5A humana recombinante, ndo hipusinada, foi incapaz de
estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina (Smit-McBride et al., 1989).
Entretanto, quando este precursor foi modificado in vitro para a forma hipusinada, a
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proteina resultante tornou-se ativa neste ensaio (Park et al., 1989). Contudo, os
dados mais convincentes da importancia de elF5A hipusinada foram aqueles que
demonstraram que o nocaute do gene codificador da enzima desoxihipusina sintase
de camundongo leva a morte embrionaria (Park et al., 2009), e células de levedura
nas quais a hipusinacao foi bloqueada, por substituicdo da lisina alvo (K51R) ou
delecdo do gene que codifica para desoxihipusina sintase, também tornaram-se
inviaveis (Schnier et al., 1991).

Ainda, inibidores de DHS e DOHH exercem efeito antiproliferativo em células
de mamifero, sugerindo a importancia da proteina elF5A hipusinada na proliferacéo
celular (Hanauske-Abel et al.,, 1994; Park et al.,, 1994). De modo interessante,
embora o gene codificador da enzima desoxihipusina hidroxilase seja essencial em
eucariotos superiores (multicelulares) como Caenorhabditis elegans e Drosophila
melanogaster (Maeda et al., 2001; Spradling et al., 1999; Patel et al., 2009), este
gene ndo € essencial em S. cerevisiae, sugerindo que a forma intermediaria de
elF5A (elF5A-Dhp) é funcional em levedura. Contudo, analise da proteina enddégena
de levedura indica a presenca predominante da forma hipusinada de elF5A (Park et
al., 2009).

elF5A, hipusina e as duas enzimas modificadoras sdo encontradas
essencialmente em todas as células eucarioticas, de leveduras a mamiferos (Figura
5). Argueas, por sua vez, possuem o homologo denominado alF5A (elF5A de
arqueas) e a primeira enzima modificadora desoxihipusina sintase. No entanto,
nenhuma hidroxilase capaz de modificar especificamente alF5A foi identificada até o
momento no proteoma ou genoma dessas espécies (Park, 2006). Curiosamente, foi
descrito que desoxihipusina, hipusina ou ambos ocorrem em algumas espécies
(Bartig et al., 1990), restando a duvida de como hipusina pode ser entdo formada
nestes organismos. Em contraste com eucariotos e arqueas, ndo existe evidéncia
para a ocorréncia dos componentes da via de formacé&o da hipusina em bactérias, as
quais possuem um homoélogo distante de elF5A, o fator de elongacdo EF-P
(Hanawa-Suetsugu, 2004). Esses dados sugerem que elF5A e suas enzimas
modificadoras evoluiram sequencialmente, mas de forma independente (Figura 5).

elF5A é uma proteina acida (pl 5,4) com massa molecular de 18-21kDa,
dependendo da espécie (Park et al., 1997). A estrutura terciaria de elF5A foi
determinada por cristalografia para as proteinas das arqueas Methanococcus
jannaschii (Kim et al.,, 1998), Pyrobaculum aerophilum (Peat et al., 1998) e
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Pyrococcus horikoshii (Yao et al.,, 2003). Ainda, as estruturas de elF5A de
Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana foram depositadas no “Protein Data
Bank” (PDB ID 1XTD, 1X60) e a de humano foi recentemente resolvida (Tong et al.,
2009). De acordo com estes estudos, 0s varios organismos apresentam estruturas
com pequenas diferencas. elF5A apresenta dois dominios: um dominio N-terminal
basico que contém uma alca exposta onde se localiza a lisina alvo da hipusinacéo e
um dominio C-terminal acido. De modo interessante, a estrutura alF5A é bastante
semelhante a dois dominios de EF-P (Hanawa-Suetsugu et al., 2004). Estas
semelhancas estruturais sugerem a existéncia de uma certa conservacao funcional
entre as proteinas de bactéria, arquea e eucarioto. Outro dado molecular
interessante é que elF5A purificada de eritrécitos de humano apresentam-se como
dimero em condicdes fisioldgicas, 0 que sugere que essa proteina nativa possa ser
dimérica (Chung et al., 1991). Recentemente, um homélogo de elF5A em arquea
apresentou atividade ribonucleolitica especifica in vitro, dependente do estado
oligomérico da proteina (Wagner e Klug, 2007).

A estrutura cristalografica da enzima desoxihipusina sintase humana
recombinante complexada com seu cofator NAD (Liao et al., 1998) ou com NAD e o
inibidor N1-guanil-1,7-diaminoheptano - GC; (Umland et al., 2004) foi determinada.
Essa enzima € tetramérica, composta por quatro subunidades idénticas, e possui
aproximadamente 40kDa na proteina humana e 43kDa na proteina de levedura. As
enzimas desses dois organismos compartilham 68% de identidade na sequéncia de
aminoacidos (Wolff et al., 2007). A estequiometria do complexo enzima-elF5A foi
determinada como sendo de uma molécula de elF5A para quatro de Dysl. A
explicacdo para isso estaria no fato de que essa enzima estad envolvida com
mecanismos regulatérios e/ou estabilizacdo da ligacdo enzima-substrato (Umland et
al., 2004). E sugerido também que essa modificagdo pds-traducional possa ser
modulada por alteracdes estruturais de Dysl (Liao et al.,1998). Nosso laboratério
mostrou que, in vivo, a porcao N-terminal de Dysl pode ser um regulador da
interacdo dessa enzima com seu substrato elF5A (Thompson et al., 2003). A
sequéncia de aminoacidos da proteina humana DOHH, codificada pelo gene
HLRC1, é 48% idéntica e 61% similar a proteina codificada pelo gene YJR070C de
levedura. Estudos de predicdo de estrutura secundaria revelaram que DOHH pode
assumir uma estrutura superhelicoidal consistindo de oito repeticdes “HEAT”

organizadas em uma diade simétrica (Park, 2006).
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O inicio de traducdo em eucariotos compreende uma série de passos,
subsequentes e paralelos, que levam a montagem de um ribossomo com um mRNA,
0 qual, por sua vez, precisa estar corretamente posicionado com seu codon
iniciador, geralmente AUG, interagindo com o anti-codon de um Met-tRNA; no sitio
ribossomal P. O antibidtico puromicina € um analogo estrutural da extremidade 3’ de
um aminoacil-tRNA e pode ocupar o sitio ribossomal A, possibilitando que seu
radical amino primério interaja com o Met-tRNA;, reproduzindo a formagédo de uma
ligacdo peptidica (Figura 6). O ensaio de metionil-puromicina mede a incorporagao
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 e inicio de traducéo
elF1l, elF1A, elF3, elF5B e elF5, também testados (Benne e Hershey, 1978). Além
disso, elF5A néo pareceu influenciar a formacéo in vitro de complexo ternario ou a
ligacdo do mRNA de globina ou do Met-tRNA; a subunidade 40S (Benne e Hershey,
1978). Assim, apesar de elF5A ter sido denominado inicialmente como um fator de
inicio de traducdo, a sua funcado como tal nunca foi claramente demonstrada.

A designacéo desta proteina como um fator geral do inicio da tradu¢ao também
foi comprometida por ensaios de deplecdo in vivo. A analise da taxa de sintese
protéica durante a rapida deplecéo de elF5A em S. cerevisiae revelou uma reducgéo
de apenas 30% na taxa de sintese protéica total (Kang e Hershey, 1994). Diante
deste dado, foi alternativamente sugerido que este fator poderia ser seletivamente
requerido para a traducdo de uma classe especifica de RNA mensageiros, como por
exemplo, aqueles envolvidos na transicdo G1/S do ciclo celular. Essa hipdtese foi
levantada, pois varios autores mostraram que o bloqueio de qualquer uma das
etapas envolvidas na hipusinacdo de elF5A leva a uma inibicdo da proliferacéo
celular de diferentes linhagens tumorais de células de mamiferos (Chen et al., 1996;
Hanauske-Abel et al., 1994; Park et al., 1994; Shi et al., 1996; Tome e Gerner,
1997). Ainda, a observacdo de que em S. cerevisiae, apds a deplecdo de elF5A,
ocorre um aumento de células estacionadas na fase G1 do ciclo celular (Kang e

Hershey, 1994), aliada ao fato de sua expressdo estar aumentada em linfocitos T
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ativados (Bevec et al., 1994) reforcam o envolvimento de elF5A na progresséo do
ciclo celular.

Apesar de ter sido proposta a participacdo de elF5A no transporte
nucleocitoplasmatico da proteina Rev de HIV-1 (Ruhl et al., 1993; Bevec et al., 1996;
Bevec e Hauber, 1997; Liu et al., 1997; Hofmann et al., 2001), outros estudos nao
concordam com a atribuicdo dessa funcéo ao fator elF5A (Henderson e Percipalle,
1997; Shi et al., 1997; Lipowsky et al., 2000; Valentini et al., 2002). Dentre esses
estudos, uma analise da localizacdo subcelular de Rev utilizando diferentes
linhagens de células de mamiferos, revelou que esta proteina, produzida
transientemente, esta localizada no nudcleo, e que elF5A apresenta uma localizacao
citoplasmatica que coincide com a do reticulo endoplasmatico (Shi et al., 1996).
Ainda, a localizacdo de Rev é alterada completamente, em contraste com a de
elF5A que permanece inalterada, quando é realizado o tratamento com inibidores da
transcricdo. Entretanto, inibidores da traducéo, alteram a localizagdo subcelular de
elF5A, mas ndo de Rev. Esses dados sugerem que elF5A ndo sofre translocacao
nucleocitoplasmatica como ocorre com Rev (Shi et al., 1997).

Também foi demonstrado que em levedura elF5A apresenta uma localizacdo
citoplasmatica com maior concentracdo perinuclear (Valentini et al., 2002). Esta
localizac&o perinuclear ndo é alterada em leveduras contendo um alelo temperatura-
sensivel de XPO1, gene que codifica para CRM1/exportinal, na temperatura nao
permissiva. Assim como acontece em mamiferos, o bloqueio da acdo de exportinal
em leveduras leva a um acumulo de Rev no nudcleo. Desta forma, esses dados
associam elF5A com o reticulo endoplasmatico e compromete o envolvimento de
elF5A com a exportacdo de proteinas contendo NES através do receptor
CRM1/exportinal, como no caso da proteina Rev de HIV-1 (Valentini et al., 2002).

Foi sugerido que o fator elF5A pode estar envolvido no decaimento de RNA
mensageiros, pois foi demonstrado que o mutante temperatura-sensivel do gene
TIF51A, ts1159, acumula mMRNAs sem o capacete 7-metil-guanosina na temperatura
nao permissiva (Zuk e Jacobson, 1998). Assim como o mutante ts1159, os mutantes
tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3 descritos por nosso laboratorio (Valentini et al., 2002)
também acumulam mRNAs na temperatura ndo permissiva. Entretanto, 0s nossos
resultados sugerem que esse possivel papel de elF5A seja secundério, pois o
fendtipo de inibicdo do crescimento ndo se correlaciona diretamente com o defeito

na degradacéo de RNA mensageiros (Valentini et al., 2002).
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Diversos genes foram isolados por nosso laboratério como supressores em alto
namero de copias do fenoétipo de sensibilidade a temperatura do mutante tif51A-1.
Dentre os genes isolados, destacam-se PKC1, GIC1 e ZDS1 (Valentini et al., 2002;
Zanelli e Valentini, 2005). O encontro desses genes levou a sugestdo de uma nova
via de sinalizacdo celular a partir de Pkcl. Esta proteina participa da resposta a
choque hiposmoético desencadeada pelas proteinas Wscl, 2 e 3, cujos genes
também foram supressores de tif51A-1. Os supressores PKC1, GIC1 e ZDS1 séo
importantes para a polaridade celular em S. cerevisiae, um processo essencial para
a progressdo do ciclo celular deste organismo. De fato, os mutantes de elF5A
apresentaram defeitos na polarizacdo do citoesqueleto de actina na temperatura
nao-permissiva, evidenciando a correlagdo de elF5A com a progressao do ciclo
celular, como ja discutido anteriormente (Zanelli e Valentini, 2005).

Adicionalmente, um rastreamento de letalidade sintética foi realizado utilizando
0 mutante temperatura-sensivel tif51A-3 e revelou o gene YPT1 como sendo
sinteticamente letal com TIF51A (Frigieri et al., 2007). O encontro da letalidade
sintética entre tif51A-3 e yptl é interessante, pois passou a envolver direta ou
indiretamente a proteina elF5A com a via secretOria, uma vez que a proteina Yptl
trata-se de uma GTPase envolvida com o transito vesicular do reticulo
endoplasmatico para o Golgi. O dado de que os genes supressores PKC1, WSC1,
WSC2 e WSC3 estdo relacionados ao correto funcionamento da via secretoria
(Gustin et al., 1998) fortalece o envolvimento de elF5A nesta via do metabolismo
celular. De modo interessante, foi observado que mutacdes na via secretoria
direcionam a uma rapida e especifica atenuacéo do inicio de traducao. Isto ocorre
como resposta primaria da célula para preservacdo de energia e prevencao de
acumulo de proteinas nao localizadas adequadamente devido a inativacdo do
transporte vesicular (Deloche et al., 2004). Diante deste dado, foi sugerido por nosso
laboratorio que elF5A e Yptl trabalhem juntas na célula para garantir a sintese
protéica apropriada e a secrecdo das proteinas necessarias para a formacdo do
novo broto durante a fase G1/S em levedura.

Em estudos mais recentes, empregando as técnicas de duplo-hibrido e
copurificacdo, foram identificados varios componentes da maquinaria traducional
como ligantes fisicos de elF5A, tais como proteinas ribossomais das subunidades
40S e 60S, aléem de fatores de elongacdo, dependentemente da interacdo com
ribossomo (Schatz et al., 1998; Zanelli et al.,, 2006; Jao et al.,, 2006). Essas
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interacOes foram confirmadas por diferentes técnicas, em diferentes condi¢Ges, as
guais demonstraram que elF5A liga-se a monossomos funcionalmente ativos (Zanelli
et al., 2006), na presenca do aminoacido hipusina (Zanelli et al., 2006; Jao et al.,
2006). Ainda, foi demonstrado que mutantes condicionais de elF5A de levadura séao
sensiveis a antibidticos inibidores da sintese protéica (Zanelli et al., 2006; Cano et
al., 2008; Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009).

Um vez que analises iniciais do perfil polissomal de mutantes de elF5A nao
evidenciaram o envolvimento desta proteina com o inicio da traducdo (Kang e
Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998), novos ensaios desse tipo foram realizados,
desta vez utilizando diferentes mutantes temperatura-sensivel de elF5A. Estes
estudos revelaram um aumento de polissomos em relacdo a monossomos na
temperatura ndo permissiva, dados que sugerem defeito na elongacdo da traducao
para esses mutantes (Zanelli et al., 2006; Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009). Ao
verificar a velocidade do tréansito ribossomal nesses mesmos mutantes, foi
constatado um atraso significativo na temperatura ndao permissiva (Gregio et al.,
2009; Saini et al., 2009), resultado que sustenta a idéia do envolvimento da proteina
elF5A com a elongacéo da traducdo. Ainda, mutantes de elF5A ndo apresentaram
formacdo do “P-bodies” (agregados de mRNA e proteinas, onde ocorre a
degradacdo do mRNA) na temperatura ndo permissiva, caracteristica semelhante a
observada para células tratadas com cicloheximida, um inibidor da elongacédo da
traducdo. Este efeito sobre os “P-bodies” também é consistente com um papel de
elF5A na fase de elongacao de traducao (Gregio et al., 2009).

Finalmente, um mutante de elF5A (tif51AP%Y

) apresentou alteracdo na janela
de leitura da elongacao da traducao em +1 (“ribosomal programmed frame-shift”), de
forma similar ao que acontece com a célula selvagem tratada com sordarina, um
inibidor do fator de elongacdo eEF2. Esse resultado, aliado ao fato desse mutante
ser sensivel a sordarina, sugere uma interacdo funcional entre elF5A e o fator de
elongacdo eEF2 durante o ciclo celular (Saini et al., 2009). De acordo com essa
idéia, o mutante tif51A-3 mostrou-se sinteticamente letal com o mutante dominante
negativo do fator de elongacéo eft2™%*°¢ (Gregio et al. 2009).

Assim, apesar de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina, nao é
certo se elF5A funciona como um fator de inicio de traducdo in vivo e se sua
atividade celular é limitada a esse efeito. Ainda, através de diferentes estudos, elF5A

foi relacionado com proliferacdo celular, decaimento de mRNAs, integridade da
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parede celular e polarizacdo do citoesqueleto de actina. Embora a fungcéo de elF5A
como fator de inicio de traducdo nunca ter sido claramente demonstrada, a
comprovacdo recente de que elF5A associa-se com ribossomos ativamente
engajados na traducao trouxe esta proteina de volta ao cenario da traducao (Zanelli
et al., 2006; Jao e Chen, 2006). De modo interessante, os defeitos dos mutantes de
elF5A sensiveis a temperatura observados nos perfis polissomais, no transito
ribossomal e na formacéo de “P-bodies” sugerem um papel para elF5A no passo de
elongacdo da traducdo ao invés do inicio da traducao (Zanelli et al., 2006; Jao e
Chen 2006; Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009). Entretanto, 0 mecanismo pelo
gual elF5A afeta a traducao e se o efeito ocorre na traducéo global ou de um grupo
especifico de mMRNAs sdo questdes ainda em aberto.

Embora existam mutantes de elF5A de S. cerevisiae descritos na literatura
(Zuk e Jacobson, 1998; Valentini et al., 2002; Chatterjee et al., 2006; Saini et al.,
2009), nenhuma analise mutacional ampla de elF5A foi descrita até 0 momento. Este
trabalho promoveu a caracterizacdo da relacdo estrutura-funcédo da proteina elF5A
de eucarioto, através da determinacao da estrutura cristalografica dessa proteina de
S. cerevisiae e da sua analise mutacional. Os mutantes descritos aqui contribuiram
para o melhor entendimento dos fatores estruturais de elF5A essenciais para a
viabilidade celular, os quais incluem a alca de hipusinacdo e a a-hélice do C-
terminal. De modo interessante, os fenodtipos apresentados pelos mutantes
elF5AF®" e elF5AQ?93F reforcam o envolvimento de elF5A com a etapa de
elongacdo da traducado, e apresentam-se como importantes reagentes para futuros
estudos funcionais de elF5A, principalmente com relacdo a interacao fisica e

funcional entre elF5A e o fator de elongagéao eEF2.
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Figura 1. Representacdo esquematica da traducdo. A traducdo do mRNA ocorre
em trés fases: iniciacdo, elongacédo e terminacdo. Durante a fase de iniciacao, o
MRNA ¢é vinculado ao complexo elF4F, constituido por elF4G, elF4E e elF4A,
através da interacdo de elF4E a terminacdo 5 do mRNA. O complexo de pre-
iniciacdo 43S, composto pelo ribossomo 40S, elF2-complexo ternario, elF1, elF1A,
elF5 e elF3, é recrutado pelas interaces entre elF4G e elF3, formando o complexo
de pré-iniciacdo 48S. Esta aglomeracdo de proteinas e da subunidade 40S
ribosomal varre o0 mRNA até que o codon de inicio AUG é atingido. A subunidade
60S junta-se e fatores de iniciacdo séo liberados. A elongacéo da tradugcédo comeca
quando a cadeia peptidica € sintetisada. O fator de elongacédo eEFla traz os tRNAs
para o ribossomo e o fator eEF2 promove a translocacdo. Uma vez que o cédon de
terminacdo € atingido, o fator de liberacdo eRF1 se liga no lugar de tRNA. eRF3
estimula a hidrélise de GTP e a cadeia peptideo € liberada juntamente com as
subunidades 40S e 60S. (Figura adaptada de Groppo e Richter, 2009).
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Figura 2. Esquema ilustrativo do mecanismo de elongacdo da traducdo em
eucariotos. Este modelo de elongacéo foi proposto por Moazed e Noller e esta
baseado na similaridade estrutural e funcional dos fatores de elongacédo eucariéticos
e procaridticos. O sitio E é o local de saida, o posicdo P é o sitio do peptidil-tRNA, e
o sitio A € o local para a ligagdo do aminoacil tRNA de entrada (Figura adaptada de
Merrick, 1992).
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Figura 3. Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina no precurssor
de elF5A. Esquema simplificado da modificagdo pos-traducional de elF5A. A porcao
4-aminobutil proveniente da poliamina espermidina estd sombreada e € transferida
ao residuo de lisina do precursor inativo de elF5A por meio da acdo da enzima
desoxihipusina sintase (Dysl em levedura, DHS em humano). O intermediario
resultante, agora contendo desoxihipusina, € posteriormente hidroxilado pela enzima
desoxihipusina hidroxilase (Lial em levedura, DOHH em humano) o que resulta na
ativacdo de elF5A. As cadeias laterais da lisina, desoxihipusina e hipusina estao
sendo mostradas (Figura adaptada de Park, 2006).
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Figura 4. Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de elF5A de
diferentes organismos. As sequéncias de aPho (Pyrococcus horikoshii), aPai
(Pyrobaculum aerophilum), aMja (Methanococcus jannaschii), eSce (Saccharomyces
cerevisiae), eSpo (Schizosaccharomyces pombe), eLme (Leishmania mexicana),
eLbr (Leishmania braziliensis), eCel (Caenorhabditis elegans), eDme (Drosophila
melanogaster), eMmu (Mus musculus), eHsal (Homo sapiens elF5A-1) e eHsall
(Homo sapiens elF5A-2) foram comparadas através do programa CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). As estruturas secundarias de elF5A de eLme e aMja
estdo indicadas abaixo do alinhamento com setas para estruturas B e curvas para a-
hélices. Os residuos de aminoacidos completamente conservados em todos os
organismos estdo sublinhados em preto e aqueles que sdo parcialmente
conservados estdo marcados em cinza. A maior intensidade do cinza da marcacgéo
estd associada a maior conservacao do residuo entre os organismos. A marcacgao
horizontal, abaixo da sequéncia, indica os residuos que fazem parte da regido onde
esta localizada a hipusina e o sinal asterisco indica o residuo de lisina modificado
para hipusina.
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Figura 5. Esquema representativo da evolugdo de elF5A e suas enzimas
modificadoras. A proteina elF5A é altamente conservada ao longo da evolucéo
sendo encontrada de arqueas a eucariotos. No entanto, elFS5A ndo ocorre em
bactérias, as quais contém o homodlogo distante, o fator de elongacdo EF-P. Ao
contrario da desoxihipusina sintase, nenhuma hidroxilase € encontrada nas espécies
de arqueas. Em levedura a etapa de hidroxilacdo ndo é essencial (azul). Em
contraste, em organismos eucaridticos multicelulares, elF5A ndo € capaz de
desempenhar sua atividade biol6gica se nao for totalmente convertido a hipusina
(Figura adaptada de Cano, 2008).
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Figura 6. Mecanismo de acdo da puromicina. (A) Ribossomo (rosa) ligado a
MRNA (verde) e peptidil-tRNA. Em destaque, posicionamento do peptidil-tRNA no
sitio P ribossomal e puromicina no sitio A. (B) Destaque da estrutura da peptidil-

puromicina, ligada por uma ligacéo parecida a peptidica (Nelson e Cox, 2004).
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo da relacéo
estrutura-funcdo da proteina elF5A de eucarioto. Para isso a levedura S. cerevisiae
foi utilizada como organismo modelo de estudo para a realizacdo de andlises

estruturais e mutacionais de elF5A, essencial para a viabilidade celular.

2.2- Objetivos especificos

Determinacédo da estrutura cristalografica de elF5A de S. cerevisiae.

e Producao e purificagdo da forma recombinante hipusinada de elF5A de

humano.

e Determinacdo do estado oligomérico de elF5A de S. cerevisiae, em

solugéo.

e Obtencéo e caracterizagdo de novos mutantes de elF5A.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Material

As linhagens de S. cerevisiae e os plasmideos utilizados neste estudo estéao
apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Da mesma forma, 0s
oligonucleotideos utilizados estdo listados nas Tabelas 3 e 4. A manutencdo e o
cultivo das linhagens de levedura e de E. coli, bem como a composi¢éo e o preparo

dos meios de cultura e solugdes seguiram procedimentos padrdes (Guthrie e Fink,
1991; Sambrook et al., 2001; Ausubel et al., 2004).

3.2- Métodos

Os diferentes métodos utilizados estdo sendo apresentados de acordo com a

ordem dos resultados.

3.2.1- Subclonagem de DNA

3.2.1.1- Digestao de plasmideos

Os plasmideos de interesse foram digeridos em um volume de 20 puL, utilizando
as condicdes recomendadas para as diferentes enzimas de restricdo (New England
Biolabs).

3.2.1.2- Desfosforilagdo do vetor

Apos digestao do vetor, foram adicionadas 5-10 U da enzima fosfatase alcalina
(CIAP — “Calf Intestinal Alkaline Phosphatase”) e a reacéo foi incubada a 37°C por
30 minutos. A reacgdao foi interrompida por aguecimento a 75°C por 10 minutos.

3.2.1.3- Purificagéo de inserto e vetor

Apos digestdo dos plasmideos e realizacdo das modificacdes necessarias, 0s

produtos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE
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(Tris 40mM pH 8,0, acido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM), contendo 0,5 ug/mL
de brometo de etidio. Ao DNA foi adicionado tampao de amostra (azul de bromofenol
0,125%, xileno cianol 0,125% e glicerol 50%) e a solucédo foi aplicada no gel. A
eletroforese foi submetida a 80 V. O DNA foi visualizado utilizando luz ultravioleta e a
imagem documentada utilizando o sistema de fotodocumentacao Alphalmager 2200
(Alpha Innotech Corporation). Os fragmentos desejados foram purificados utilizando
o kit “QlAquick Gel Extraction” da QIAGEN.

3.2.1.4- Reacéao de ligacao

Os fragmentos (vetor e inserto) apdés a purificacdo, foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% para avaliar a pureza e estimar a concentracao
dos mesmos. A reacéo de ligacéo foi realizada utilizando um volume final de 20 uL,
tampdao apropriado, excesso de inserto em relacéo ao vetor (usualmente 10 vezes) e
200-400 U de T4 DNA ligase. A reacédo foi incubada a 16°C por 4-24 horas. A
introducdo dos produtos da reacdo de ligacdo em células de E. coli DH5a

competentes foi realizada como descrito no item 3.2.3.2.

3.2.2- Clonagem empregando a reacao de polimerase em cadeia (PCR)

3.2.2.1- Reagao de PCR

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
contendo 1 uM de cada oligonucleotideo, 1 uL de uma mistura de
desoxirribonucleotideos 100 uM cada (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 20 a 40 ng de
DNA plasmidial, ou 1 uL de DNA genbmico de levedura da preparacdo obtida no
item 3.2.6, e 2 U da enzima HiFi Tag DNA polimerase (Invitrogen) num volume final
de reacao de 100 uL. As condi¢des das reacdes foram estabelecidas de acordo com
a temperatura de desnaturacdo dos oligonucleotideos utilizados. Ap6s o ultimo ciclo,
as reacoes foram mantidas a 72°C por 5 minutos. Os produtos das reacdes foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampédo TAE (Tris 40 mM,
acido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM) e entdo purificados utilizando o kit
“QIAquick PCR Purification” da QIAGEN.
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3.2.2.2- Clonagem do produto de PCR

Os produtos amplificados e purificados foram submetidos a digestdo com as
enzimas de restricdo requeridas, seguindo as condicbes recomendadas pelo
fabricante (New England Biolabs). Os produtos de digestdo foram purificados apos
eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando o kit “QlAquick Gel Extraction” da
QIAGEN. Os fragmentos (vetor e inserto) foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 0,8-1% para avaliar a pureza e estimar a concentracdo dos mesmos. A
reacao de ligacédo e a introducéo dos produtos da reacéao de ligacdo em células de
E. coli DH5a competentes foram realizadas como descrito nos itens 3.2.1.4 e

3.2.3.2, respectivamente.

3.2.3- Transformacéao bacteriana por choque térmico

3.2.3.1- Competéncia

Uma colbnia de E.coli DH5a foi inoculada em 10 mL de meio LB (extrato de
levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e triptona 10 g/L) e incubada a 37°C sob agitacdo por
uma noite. A cultura foi entdo diluida em 250 mL de meio SOB (triptona 20 g/L,
extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl,.4H,O 10 mM e
MgS0,4.7H,0O 10 mM) até atingir D.O.g00nm=0,6. A cultura foi incubada em banho de
gelo por 10 minutos e centrifugada a 2.500xg a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram suspensas em 80 mL de solucéo TB (Pipes pH 7,0
10 mM, MnCl,.4H,0 55 mM, CaCl,.2H,0 15 mM e KCI 250 mM) gelada e incubadas
no gelo por 10 minutos. As células foram centrifugadas e suspensas em 20 mL de
TB gelado adicionado de 1,5 mL de DMSO. As células foram novamente incubadas
em gelo por 10 minutos. Para armazenamento, 200 uL de células foram aliquotados

e congelados a -80°C.

3.2.3.2- Transformacéo

Células da linhagem de E. coli DH5a competentes foram descongeladas em

banho de gelo. Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 100 uL das
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células competentes e 50—-250 ng de DNA plasmidial ou 10 pL da reac¢éo de ligacao.
Os tubos foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos e submetidos ao choque
térmico em banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir, 1 mL de meio LB liquido foi
adicionado ao tubo, o qual foi incubado por 1 hora a 37°C, sob agitacéo. Finalmente,
as células foram plaqueadas em meio seletivo (meio LB contendo ampicilina 50
ug/mL ou outro antibidtico referente a marca de sele¢do plasmidial) e incubadas a

37°C até a obtencao de colbnias.

3.2.4- Isolamento de DNA plasmidial a partir de bactéria em pequena

escala — Miniprep

Células da linhagem de E. coli DH5a contendo os plasmideos de interesse
foram inoculadas em 3 mL de meio LB contendo 50 ug/mL de ampicilina, ou outro
antibiotico na concentragdo recomendada, e incubadas a 37°C por
aproximadamente 16 horas, sob agitacdo constante. A cultura foi centrifugada por 1
minuto a 12.000xg. As células foram suspensas em 200 uL de TE (Tris 10 mM pH
8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0). Foram adicionados 200 uL de solucdo NaOH/SDS
(NaOH 0,2 M e SDS 1%), incubando-se por 5 minutos a 37°C. Em seguida foram
adicionados 150 uL de acetato de sédio 3 M pH 4,8 e o tubo foi invertido varias
vezes. Apos centrifugacdo por 6 minutos a 12.000xg, o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. A seguir, foi adicionado isopropanol (3 vezes o volume da
amostra). Apds incubacdo de 5 minutos a 37°C, o tubo foi centrifugado por 10
minutos a 12.000xg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas
vezes com etanol 75%. Depois de seco, o DNA foi suspenso em 50 uL de TE pH
8,0.

3.2.5- Transformacéao de leveduras

Uma col6nia da linhagem de levedura desejada foi inoculada em 5 mL de meio
adequado e incubada a 30°C sob agitagéo por toda a noite. 1,5 mL da cultura foram
centrifugados na velocidade maxima por 5 segundos. Apés descarte do
sobrenadante, as células foram lavadas com 1 mL de agua estéril, suspensas em 1

mL de solugéo de acetato de litio 100 mM e ent&o incubadas por 5 minutos a 30°C.
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As células foram coletadas por centrifugacdo e o sobrenadante foi removido. Foram
adicionados, na seguinte ordem, 240 uL de PEG 50%, 36 uL de acetato de litio 1 M,
25 uL de DNA de esperma de salmao, 5 uL de DNA plasmidial da preparacao obtida
no item 3.2.4, completando-se o volume de reagdo com 45 uL de agua. O tubo foi
entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubado a 42°C por 20
minutos. As células foram centrifugadas na velocidade maxima por 10 segundos.
ApoGs o sobrenadante ter sido removido, as células foram suspensas em 150 ulL de
agua estéril e entdo plagueadas em meio seletivo apropriado. As placas foram

incubadas a 30°C até o aparecimento de colbnias.

3.2.6- Preparo de DNA gendmico de levedura

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

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

sequenciador semi-automatico ABI 377 (Applied Biosystems).

3.2.8- Producédo em larga escala e purificacdo de proteina em fusdo com
GST

Uma colbnia da linhagem de E. coli DH5a transformada com o plasmideo que
permite a expressao do gene da proteina de fusdo com GST foi inoculada e crescida
em 100 mL de meio LB liquido, acrescido de ampicilina (100 pg/mL), a 37°C durante
uma noite sob agitacdo. Em seguida, a cultura foi diluida 1:10 em 1000 mL de meio
de cultura fresco e crescida nas mesmas condi¢bes até atingir a D.O.g00nm=0,6.
Neste momento, a cultura foi induzida com IPTG e, apés 3 horas de incubacgéo, a
cultura foi centrifugada a 4.000xg por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
desprezado. A seguir, as células foram lavadas em 250 mL de PBS 1X gelado e
centrifugadas a 4.000xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a
lavagem repetida. As células foram armazenadas a -80°C. As células que
produziram a proteina de fusé@o de interesse foram descongeladas em banho de gelo
e suspensas em 10 mL de PBS 1X gelado contendo coquetel completo de inibidores
de protease (Roche), PMSF 2 mM e DTT 1 mM. Posteriormente, as células foram
submetidas a sonicacéo de 4 segundos de pulso e 9,9 segundos de repouso durante
4 minutos em uma amplitude de 60%. A seguir, adicionou-se 1mL de Triton X-100 e
centrifugou-se a 20.000xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo a
proteina de fusdo de interesse foi submetido ao processo de purificacdo por
afinidade a resina de glutationa-sepharose utilizando o sistema cromatografico AKTA
FPLC, de acordo com as recomendacoes do fabricante (G.E. Healthcare). Foi
utilizado PBS 1X como tampéao de lavagem e 100 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 10
mM de glutationa reduzida como tampao de eluicdo. Aliquotas das fracGes obtidas
foram analisadas por SDS-PAGE e coloragcdo por Coomassie Blue. As fracdes
obtidas da cromatografia anterior que continham a proteina de fusédo foram reunidas

e submetidas a dialise, realizada em membrana SpectraPor (Spectrum) com poro de
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selecdo de 12-14.000 Da contra tampédo PBS 1X pH7,3 por uma noite a 4°C. O
produto da dialise foi submetido a digestdo com trombina (1 U/mg de proteina) por 3
horas a temperatura ambiente e novamente a mesma cromatografia de afinidade. As
fracOes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE e coloracdo por Coomassie Blue.
Posteriormente, os eluatos obtidos foram quantificados pelo método de Bradford,

utilizando o Kit “Bio Rad Protein Assay” da Bio Rad.

3.2.9- Producdo em larga escala e purificacdo da proteina 6xHis-elF5A

recombinante de S. cerevisiae

Para produzir a proteina elF5A em fusdo com cauda de histidina, a regido
codificadora do gene TIF51A foi retirada do plasmideo pSV36 com as enzimas
BamHI e Pstl e subclonada no vetor de expressdo pQE30, gerando a construcéo
plasmidial pSV727. Dessa maneira, uma col6nia de E. coli M15 transformada com a
construcdo plasmidial pSV727 foi crescida em 50mL de meio LB liquido com 100
png/mL de ampicilina e 50 pg/mL de canamicina a 37°C por uma noite sob agitagéo.
Em seguida, a cultura foi diluida para D.O.g0onm = 0,1 em 2L de meio LB liquido com
100 pg/mL de ampicilina e 50 pg/mL de canamicina e crescida nas mesmas
condicbes até D.O.g00nm = 0,6. A expresséo do gene que codifica a proteina de fuséo
foi induzida com 0,2 mM de IPTG a 25°C. Ap6s 3 horas de crescimento, as células
foram coletadas por centrifugacdo a 4.000xg por 20minutos a 4°C, lavadas com
tampdo PBS 1X e estocadas a —80°C. Para a purificacdo da proteina de interesse,
as ceélulas foram descongeladas em gelo e lisadas em tampé&o de lise (50 mM
NaH,PO,4; 20 mM Imidazol; 300 mM NaCl; 2 mM DTT; 2 mM PMSF e coquetel de
inibidores de proteases 1X - Roche). Para a lise, as células foram submetidas a
sonicagdo em gelo com ciclos de 4,0 s de sonicagao e 9,0 s de repouso, durante 4
minutos, numa amplitude de 60%. O lisado foi entdo centrifugado a 20.000xg por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante submetido aos passos cromatograficos de
purificacdo. Todos os passos cromatograficos foram executados em cromatdgrafo
AKTA FPLC (G.E. Healthcare). O extrato bruto foi submetido a uma etapa
cromatografica de afinidade em coluna carregada de niquel NINTA (Qiagen) de 5
mL. Foi utilizado 50 mM NaH,PO4, 20 mM Imidazol e 300 mM NaCl como tampé&o de
corrida e 50 mM NaH,PO4, 250 mM Imidazol e 300 mM NaCl como tampéao de
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eluicdo. Aliquotas das fracdes obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-
PAGE e coloracédo por Coomassie Blue. As fracdes contendo a proteina de interesse
purificada foram reunidas e submetidas a dialise em membrana SpectraPor
(Spectrum) com poro de selecdo de 12-14 kDa em 2 L de tampao 10 mM Tris-HCL
pH 7,5 por uma noite a 4°C. A seguir, a amostra foi concentrada em concentrador de

membrana vertical Centriplus (Amicon) até a concentracdo de desejada.

3.2.10- Ensaios de cristalizagéo

A proteina recombinante purificada foi submetida a ensaios de cristalizacéo
utilizando os “kits fatoriais” Hampton Research (Crystal Screen | e Il; PEG/lon), Jena
Bioscience (1 a 10) e Wizard (1 e 2). A cristalizacdo se deu por difusao de vapor
utilizando o sistema de “gota sentada”, nas diferentes condi¢cdes permitidas pelos
kits. Para cada condicéo foi utilizado 2 uL da amostra protéica concentrada e 2 uL da
solucédo de analise. A partir da observacéo de indicios de cristalizacdo da proteina
em alguma condicdo do rastreamento, foram preparadas novas solugdes para o
refinamento das condi¢cdes de cristalizagdo com variagbes na temperatura, na
concentracdo de proteina, no pH e/ou na concentracdo e natureza de precipitante ou

aditivos.

3.2.11- Western blot

Amostras protéicas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose
utilizando tampao de transferéncia (24,8 mM Tris-HCI, 192 mM glicina) e tensao de
100 V por 60 minutos. A transferéncia foi avaliada por coloracdo com Ponceau-S. A
membrana foi bloqueada a temperatura ambiente por 60 minutos em tampéao PBST
(PBS 1X, Tween-20 0.25%) contendo 5% de leite desnhatado sob agitacdo. A
membrana foi entdo incubada por 1 hora a temperatura ambiente com uma diluicdo
adequada de soro imune em PBST contendo 5% de leite desnatado.
Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes por cinco minutos com PBST. A
seguir, a membrana foi incubada por 45 minutos com anti-lgG de coelho conjugado
com peroxidase (Sigma), em PBST contendo 5% de leite desnatado. Apds trés

novas lavagens de cinco minutos com PBST, a membrana foi tratada com reagentes
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guimioluminescentes (ECL) e exposta a filme de raios-X.

3.2.12- Ensaio de hipusinacédo in vivo da proteina recombinante helF5A

Uma colbnia da linhagem de E. coli (BL21 pLys) transformada com a
construcdo plasmidial pST39 helF5A DHS (pVZ1055) ou pST39 helF5A DHS DOHH
(pVZ1011) foi crescida em 3 mL de meio LB liquido com 100 pg/mL de ampicilina e
25 pg/mL de cloranfenicol, a 37°C por uma noite sob agitacdo. Em seguida, a cultura
foi diluida a D.O.goonm 0,1 em 5 mL de meio LB liquido contendo as mesmas
concentracdes de antibidticos e crescida nas mesmas condicdes até D.O.goonm 0,6. A
expressao dos genes que codificam as proteinas recombinante foi induzida com 0,1
mM de IPTG. Foi acrescentado 5 uCi/mL de [°H]-espermidina no meio de cultura e
as células foram crescidas a 37°C sob agitacdo. A cada hora de crescimento, 1 mL
da cultura foi separado e as células foram coletadas por centrifugacédo a 4.000xg por
1 minuto a 4°C, lavadas com tampéo PBS 1X e estocadas a —80°C. Aliquotas foram
recolhidas com 1, 2, 4 e 6 horas de induc&o na presenca de [°H]-espermidina.

Em seguida, 1 mL de &cido tricloroacético 10% contendo 1 mM de poliaminas
(espermidina, espermina e putrescina) foi adicionado para a precipitagdo das
proteinas. As amostras foram mantidas em gelo por 15 minutos e entdo submetidas
a centrifugacdo a 14.000xg por 3 minutos a 4°C. Ap6s remogdo do TCA, o
precipitado foi lavado trés vezes com TCA 10% contendo 1mM de poliaminas. A
radioatividade dos sobrenadantes obtidos na udltima etapa de lavagem foi entdo
medida para avaliar a retirada do excesso de espermidina radioativa com as
sucessivas lavagens.

Os precipitados foram entdo suspensos em 1 mL de TCA 10% acrescido de
poliaminas, 100uL dessa suspensao foram separados, misturados a 5 uL de BSA
(50 mg/mL) e mantidos em gelo por 15 minutos. Em seguida, a suspenséo foi
centrifugada por 1 minuto a 14.000xg, a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o
precipitado foi suspenso em 100 uL de NaOH 0.1 N e a radioatividade foi medida
utilizando o cintilador LS6000I1C (Beckman).

Para a andlise de aminoacido por troca ionica, o precipitado referente a 300 uL
de suspensdo em TCA 10% foi entdo hidrolisados em 400 uL de 6 N HCI por 18

horas a 110°C. As amostras foram liofilizadas a vacuo sob aquecimento por 2 horas
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para a retirada do HCI e suspensas em 100 pL de agua. 50 pL do hidrolisado acido
contendo os aminoacidos desoxihipusina e/ou hipusina marcados radioativamente
foram entdo separados por cromatografia liquida de troca-ibnica no analisador de
aminoacidos modelo D-400 (Durrum), e a radioatividade de cada fracao foi medida
utilizando o cintilador LS6000IC (Beckman).

3.2.13- Cromatografia de troca ibnica para purificacdo de helF5A-Hpu

Uma colbnia de E. coli (BL21 pLys) transformada com a construcédo plasmidial
pST39 helF5A DHS DOHH (pVZ1011), e crescida em 200 mL de meio LB liquido
contendo 100 pg/mL de ampicilina e 50 pg/mL de cloranfenicol, a 37°C por uma
noite sob agitacdo. Em seguida, a cultura foi diluida a D.O.goonm 0,1 em 6 L de meio
LB liquido contendo as mesmas concentracfes de antibidticos e crescida nas
mesmas condi¢des até D.O.s00nm 0,6. Nesse momento, a expressao dos genes que
codificam as proteinas recombinantes foi induzida com 0,1mM de IPTG e as células
foram crescidas a 37°C sob agitacdo. Apos 4 horas de crescimento, as células foram
coletadas por centrifugacdo a 4.000xg por 20 minutos a 4°C, lavadas com tampao
PBS 1X e estocadas a —80°C. As células foram entdo descongeladas em gelo e
lisadas em 100 mL de tampéo A (50 mM de TrisAc pH 7,0, 0,1 mM de EDTA, 1 mM
de DTT, 1 mM de PMSF e 1X inibidor de protease - Roche). Para a lise, as células
foram submetidas a sonicacdo em gelo com ciclos de 4,0s de sonicacdo e 9,0s de
repouso, durante 4 minutos, numa amplitude de 60%. O lisado foi entdo centrifugado
a 20.000xg por 30 minutos a 4°C, e 0,8 ug de helF5A-[*H]Hpu, o que corresponde &
aproximadamente 1000,000 dpm, foi adicionado para servir de marcador durante os
passos cromatograficos.

Inicialmente, o extrato bruto foi submetido a etapa cromatografica de troca
ibnica em coluna anidnica DEAE-Sephacel de 70 mL, 2,6 cm x 14 cm (G.E.
Healthcare). Foi utilizado tampéo A para lavagem e gradiente de concentracdo de
kCl (0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,4 M e 0,5 M), com 50 mL de cada concentracdo, para a
eluicdo. Aliquotas das fracdes obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-
PAGE seguido de coloragdo por Coomassie Blue. As fracdes contendo a proteina de
interesse purificada foram reunidas, submetidas a diélise contra 2 L de tampéao A por

uma noite a 4°C, utilizando membrana SpectraPor (Spectrum) com poro de selegcao



47

de 12-14 kDa. Ap6s concentragcdo da amostra em concentrador de membrana
vertical Centriplus (Amicon), esta foi submetida a nova cromatografia de troca i6nica,
dessa vez utilizando a coluna cationica SP-Sepharose de 20 mL, 1,3 cm x 13 cm
(G.E. Healthcare). Tampéo A foi novamente utilizado para lavagem e a eluigao foi
feita com diferentes concentracdes de KCI (0,1 M, 0,15 M, 0,2 M, 0,25 M, 0,3 M, 0,35
M, 0,4 M e 0,5 M) com 25 mL de cada concentracdo. Novamente, as aliquotas das
fracbes obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE seguido de
coloragédo por Coomassie Blue e as fragbes que continham a proteina de interesse
foram reunidas, submetidas a nova dialise contra tampao A para a retirada do KCl e,
da mesma forma como foram feitas as duas Uultimas cromatografias, nova
cromatografia foi realizada, desta vez utilizando a coluna anidénica Q-sepharose de
10 mL (G.E. Healthcare). Para eluicao foi utilizado diferentes concentractes de KCI
(0,1 M, 0,15 M, 0,2 M, 0,25 M, 0,3 M, 0,35 M, 0,4 M e 0,5 M) com 15 mL de cada
concentracdo. ApoOs analise por SDS-PAGE seguido de coloracdo por Coomassie
Blue, as aliquotas que continham helF5A-Hpu foram reunidas, dialisadas contra
tampéo Tris-HCI 20mM pH 7,5 e concentradas utilizando as mesmas técnicas ja

descritas.

3.2.14. Expressao e purificagdao de proteinas em fusdao com 6xHis “tag” a

partir de levedura

Inicialmente, as linhagens de S. cerevisiae, contendo as construcdes

AR em fusdo

plasmidiais para expressao dos genes que codificam elF5A e elF5
com 6xHis “tag” (pVZ975 e pVZ976), foram incubadas em 50mL de meio SC-Ura,
acrescido de glicose 2%, a 30°C por 24 horas. As culturas foram diluidas em 2L de
meio SC-Ura contendo 2% de rafinose para obtencdo da D.O.s00nm=0,016 €, em
seguida, incubadas a 30°C. O crescimento foi acompanhado até que atingisse
D.0O.s00nm=0,4-0,5 e a producdo de 6xHis-elF5A ou 6xHis-elF5A*'R foi entdo
induzida pela adicdo de galactose na concentracdo final de 2%. As culturas foram
incubadas a 30°C por 15 horas e, em seguida, foram centrifugadas, os
sobrenadantes removidos e as células congeladas.

As células foram descongeladas em gelo e lisadas em tampé&o de lise (50 mM

NaH,PO,4; 20 mM imidazol; 300 mM NaCl; 2 mM DTT; 2 mM PMSF e coquetel de
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inibidores de proteases 1X - Roche). Para a lise, as células foram submetidas a
sonicacdo em gelo com ciclos de 4,0 s de sonicacdo e 9,0 s de repouso, durante 4
minutos, numa amplitude de 80%. O lisado foi entdo centrifugado a 20.000xg por 15
min a 4°C e o sobrenadante submetido aos passos cromatograficos de purificacéo.
Todos os passos cromatograficos foram executados em cromatdgrafo AKTA FPLC
(G.E. Healthcare).

O extrato bruto foi submetido a uma etapa cromatogréafica de afinidade em
coluna NINTA (Qiagen) de 5 mL. Foi utilizado 50 mM NaH,PO,4, 20 mM imidazol e
300 mM NaCl como tampéo de corrida e 50 mM NaH,PO,4, 250 mM imidazol e 300
mM NaCl como tampéao de eluicdo. Aliquotas das fragbes obtidas foram analisadas
por SDS-PAGE e coloracdo por Coomassie Blue.

As fracBes obtidas da cromatografia que continham a proteina de fuséo foram
reunidas e submetidas a dialise, realizada em membrana SpectraPor (Spectrum)
com poro de selecéo de 12-14.000 Da contra tampao 100 mM Tris-HCI pH 7,5 e 100
mM NaCl por uma noite a 4°C. A seguir, a amostra foi concentrada em concentrador

de membrana vertical Centriplus (Amicon) até a concentracdo de 2 mg/mL.

3.2.15- Cromatografia de exclusdo molecular

A proteina 6xHis-elF5A recombinante de S. cerevisiae foi inicialmente
produzidas em E. coli, purificada por afinidade em coluna carregada com niquel e
dialisadas em 20 mM de tampéo Tris-HCI pH 7,5 de acordo com protocolo
apresentado em 3.2.9. Em seguida, a proteina pura em trés concentracdes (10
mg/mL, 2 mg/mL e 0,5 mg/mL) foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular
utilizando tampé&o Tris-HCI 20 mM pH7,5, coluna Superdex 75 de 25 mL e o aparelho
AKTA FPLC (G.E. Healthcare). O volume da amostras foi de 0,25 mL, com fluxo de
0,5 mL/min. O espectro cromatografico obtido com a proteina em estudo foi
comparado com 0 espectro obtido com os dois padroes de massa molecular:
quimiotripsinogénio A (25kDa), ovoalbumina (43kDa) e com o volume de eluicdo do
Blue Dextran. Os resultados foram avaliados por SDS-PAGE seguido de coloragéo
por Coomassie Blue.

Para a andlise das proteinas recombinantes 6xHis-elF5A e 6xHis-elF5A%'F,
purificadas diretamente de S. cerevisiae, foi utilizada a coluna Superdex 200 de 90
mL, tamp&o 100 mM Tris-HCI pH 7,5 contendo 100 mM de NaCl e aparelho AKTA
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FPLC (G.E. Healthcare). O volume das amostras foi de 1 mL, com fluxo de 0,5
mL/min. Os espectros cromatograficos obtidos com as proteina em estudo foram
comparados com o espectro obtido com os quatro padrées de massa molecular:
ribonuclease A (13,4 kDa), quimiotripsinogénio A (25 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
albumina (67 kDa) e com o volume de eluicdo do Blue Dextran. As fracdes

cromatograficas foram avaliadas por SDS-PAGE seguido de western blot.

3.2.16- Espalhamento de raios-X em baixo angulo (SAXS - “Small-angle X-

ray scattering)

A proteina 6xHis-elF5A recombinante de S. cerevisiae foi produzida em
levedura e purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel como
descrito em 3.2.14. Amostra de 1 mg/mL da proteina pura em tampao contendo Tris-
HCI 25 mM, pH 7.8 e NaCl 20 mM foi centrifugada por 10 minutos a 13000xg (4°C) e
submetida ao ensaio de espalhamento de raios-x em baixo angulo. Os experimentos
de SAXS foram realizados na linha de luz DO11A no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas), pelo Dr. Wanius Garcia, responséavel pela coleta,
andlise e interpretacdo dos dados. Os dados foram coletados utilizando o detector
MAR CCD 165 (MAR Research) e dez minutos de tempo de exposicdo para cada
medida. O comprimento de onda utilizado foi de 1,488 A. A distancia entre a amostra
e detector (1031.5 mm) foi ajustada para detectar a intensidade de espalhamento (q)
entre 0.01 e 0.25 A. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente. O
tratamento dos dados foi realizado utilizando o programa FIT2D. Os dados de
intensidade foram reduzidos a 1(q) verso q através de procedimentos padrdes para
corrigir a intensidade do feixe incidente, absorcdo da amostra e subtracdo do
branco. O raio de giro (Rg) foi calculado utilizando a curva gerada com o programa
GNOM, o qual também fornece a funcédo de distancia de distribuicdo P(r) e a
dimensdo maxima das particulas espalhadas, definidko como o ponto em que P(r)

torna-se zero.

3.2.17- Ensaio de crosslinking

A proteina 6xHis-elF5A recombinante de S. cerevisiae foi produzida em

bactéria, purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel como
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descrito em 3.2.9, e submetida ao ensaio de crosslinking utilizando o reagente
dissuccinato de etileno glicol (EGS). Esse composto promove interacdes covalentes
na regido de oligomerizacdo das proteinas, através da ligacdo entre o grupo N-
hidroxisuccinimida (NHS) com aminas presentes nas proteinas (aminoacido lisina e,
em menor proporcdo, NH2 localizado no terminal de cadeias peptidicas). Essa
reacao ocorre em pH de 6.5 a 8,5 e € interrompida em pH maior. EGS é o Unico
reagente homobifuncional que reage com SH via piridilditiol formando ponte
dissulfeto, reacdo que pode ser revertida em condi¢cdes reduzidas pela presenca de
DTT.

Foi utilizada uma solucéo 10 uM da proteina 6xHis-elF5A em tampao contendo
HEPES 20 mM e NaCl 20mM pH 8,0. A reacéo foi iniciada com a adicdo de 1 mM de
EGS e continuada por 20 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foi
interrompida com a adi¢do de 100mM Tris-HCI, pH 9.0. O resultado foi avaliado por
SDS-PAGE seguido de coloragédo por Coomassie Blue.

3.2.18- Ensaio de copurificacao

Inicialmente, as constru¢des plasmidiais que permitem a expressdo de GST
sozinho ou em fusdo com a proteina a ser analisada foram introduzidas
individualmente na levedura de interesse. O vetor de expressao utilizado (pYEX-4T)
possui regulacdo de expresséo por galactose, marca auxotrofica URA3 e origem de
replicacdo 2 p. A seguir, as linhagens transformadas foram crescidas em meio sélido
seletivo contendo glicose 2%. Entdo, pré-cultura destas leveduras foi feita em meio
liquido seletivo contendo glicose 2%, a 30°C durante a noite. As culturas foram
diluidas para D.O.s00nm=0,016 em 500 mL de meio liquido seletivo contendo rafinose
2% e incubadas a 30°C até atingir D.O.g00nm= 0,4-0,5. A inducdo da producdo da
proteina de fuséo foi feita pela adicdo de 50 mL de galactose a 20%, por 3 horas. As
células foram entdo centrifugadas a 2.500xg, por 7 minutos, a 4°C, lavadas duas
vezes com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 10,1 mM, KH,PO,41,8 mM, pH
7,4) gelado, pesadas e congeladas a —80°C. Apo6s o descongelamento em gelo, as
células foram suspensas em tampao de lise (Acetato de Potassio — 100 mM, Acetato
de magnésio — 2 mM, Tamp&o HEPES - 30 mM, PMSF - 1,0 mM, B-ME -7 mM)
adicionado de inibidores de protease, em volume igual ao peso das células em
gramas. Foram adicionadas contas de vidro na proporcdo de 10 g para cada 2 g de
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células. Os tubos foram entdo agitados vigorosamente (vortex) cinco vezes, por 1
minuto, com intervalos de incubacdo em gelo de 1 minuto. Entdo foi feita
centrifugacéo do lisado a 23.300xg, por 20 minutos a 4°C, com a recuperacao do
sobrenadante.

A seguir, a concentracdo protéica foi determinada pelo método Bradford (kit
Bio-Rad). As proteinas de fusdo foram purificadas por afinidade com Glutationa-
Sepharose (G.E. Healthcare), segundo as recomendagdes do fabricante, a partir de
um volume de lisado correspondente a 5 mg de proteinas totais. No final, a resina
contendo as proteinas purificadas e copurificadas foram suspensas em 100 uL de
tampao de carregamento 2X. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A copurificacdo foi analisada por
western blot utilizando anticorpos policlonais especificos para as proteinas a serem

analisadas e anti-GST.

3.2.19- Producéo de anticorpo policlonal em coelho

Os eluatos obtidos no processo de purificacdo da proteina a ser utilizada como
imundégeno foram utilizados na imunizacdo de coelhos, utilizando o seguinte
esquema:

Primeira inoculacdo: Um volume de eluato contendo 300 pg de proteina foi
homogeneizado com o mesmo volume de adjuvante completo de Freund. O
antigeno foi vigorosamente agitado em vortex e na seringa para producdo de
emulsdo. A emulséo foi entdo inoculada na regido dorsal por via intradérmica, em
guatro diferentes locais.

Segunda inoculacdo: Um volume de eluato contendo 300 ug de proteina foi
homogeneizado com o mesmo volume de adjuvante incompleto de Freund. O
antigeno foi vigorosamente agitado em vortex e na seringa para producdo de
emulsdo. O material foi inoculado na regido dorsal por via subcutanea, em diferentes
locais. Esta inoculacéao foi realizada 21 dias apés a primeira inoculacao.

Primeira sangria: A primeira sangria foi realizada 11 dias apdés a segunda
inoculacao.

Terceira Inoculagdo: Esta inoculagéo foi realizada essencialmente como a
segunda, 10 dias ap0s a primeira sangria.

Segunda sangria: A segunda sangria foi realizada 11 dias apds a terceira
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inoculacao.

Quarta Inoculacdo: Esta inoculacdo foi realizada essencialmente como a
segunda, 10 dias apds a segunda sangria.

Terceira sangria: A terceira sangria foi realizada 11 dias apdés a quarta
inoculacao.

Apoés cada sangria, 0os soros foram obtidos e cada um foi testado por western

blot contra extrato total de levedura em diferentes diluicbes.

3.2.20- PCR mutagénica

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando como DNA molde o plasmideo
contendo 0 gene a ser mutagenizado na concentracdo de 20 ng/uL e os
oligonucleotideos especificos na concentracdo de 1 pM cada. As condicbes de
reacao foram: 1 pg de DNA molde; 1x tampé&o de reagéo (concentracdes finais: Tris-
HCI 100 mM, pH 8,3, KCI 500 mM, BSA 0,1%); dCTP e dTTP 1 mM; dATP e dGTP
200 uM; 2,5 U de Taq polimerase (New England Biolabs). Foi Adicionada a reacéo a
concentracdo adequada de MgCl, (de 1,5 mM a 7 mM) e MnCl, (de 0,05 mM a 2
mM) e as reagOes de 50 pL e foram submetidas a 30 ciclos de 1 minuto 94°C, 1
minuto 55°C e 2 minutos 72°C.

Em seguida, a transformacdo da levedura nocauteada contendo o alelo
selvagem em plasmideo URA3/CEN (SVL132) foi realizada com 0,3-0,5 pg da
reacdo de PCR mutagénica, juntamente com 0,06-0,1 pug do plasmideo pSV501,
necessario para recombinacdo com o produto de PCR, na proporcdo 5:1
(fragmento:plasmideo). O plasmideo pSV501 possui 0 gene selvagem em vetor com
marca diferente de URA3 e é digerido previamente a transformacédo de levedura,
mantendo extremidades homodlogas com o produto de PCR mutagénica, para
promover recombinacdo homologa. As células transformadas foram plaqueadas em
meio apropriado para selecdo do plasmideo restaurado pela recombinacdo. O
“plasmid shuffle” (troca do plasmideo) foi realizado em meio contendo 5-FOA para
eliminagdo do plasmideo URA3/CEN, contendo o alelo selvagem de TIF51A, e a
sensibilidade a temperatura dos transformantes obtidos foi testada. Finalmente, as

mutacdes presentes no gene em estudo foram identificadas por sequienciamento.
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3.2.21- Mutacéo Sitio-dirigida

Para as reacdes de mutagénese foi utilizado como molde um plasmideo
contendo o gene TIF51A selvagem, seguindo o protocolo sugerido no kit
“QuickChange” (Stratagene), como descrito abaixo:

Realizar a reacédo de PCR utilizando como DNA molde o plasmideo contendo o
gene a ser mutagenizado na concentracdo de 5-50 ng/uL e os oligonucleotideos
especificos na quantidade de 125ng cada. Utilizar as seguintes condi¢des: 1 ug de
DNA molde; 1x tampéao de reacdo (KCl 10 mM, (NH,4)>.SO4 10 mM; Tris-HCI 20 mM
pH 8,8; MgSO4 2 mM; Triton X-100 0,1%; BSA (0,1 mg/ml); 1 uL de “dNTPs mix”.
Completar o volume para 50 uyL com agua e submeter a reacao a 16 ciclos de 30
segundos a 95°C, 1 minuto 55°C e 5 minutos a 68°C. Adicionar 1 pL de Dpn | (10
U/uL) diretamente em cada amplificacdo obtida pela PCR mutagénica. Gentilmente,
misturar a reacdo pipetando algumas vezes, centrifugar por 1 minuto e
imediatamente incubar a 37°C por 1 hora.

Descongelar as bactérias supercompetentes XL1-Blue (kit “QuickChange” —
Stratagene) em gelo e aliquotas 50 pL em tubo de centrifuga, previamente esfriado.
Transferir 1 uL do produto de PCR tratado com Dpn | para as bactérias e incubar em
gelo por 30 minutos. Realizar o choque térmico das células por 45 segundos a 42°C
e colocar as reacfes em gelo por 2 minutos. Adicionar 500 pL de meio NZY (10 g/L
de NZ amina; 5 g/L de extrato de levedura; 5 g/L NaCl; 12,5 mL MgCl, 1 M; 12,5 mL
MgSO4 1 M; 10 mL/L de glicose 2 M) pré-aquecido e incubar por 1 hora a 37°C sob
agitacao. Plaquear 175 pL em meio contendo antibiético apropriado para a selecao

do plasmideo.

3.2.22- Ensaio de complementacao fenotipica de levedura

A levedura nocaute de TIF51A (tif51AA4), mantida com um plasmideo
URAS/CEN contendo TIF51A selvagem, foi transformada com plasmideo LEU2/CEN
ou TRP1/CEN contendo o novo alelo mutado de TIF51A e crescida em meio seletivo
SC-leu-ura ou SC-trp-ura, respectivamente, na temperatura de 25°C. Em paralelo, a
levedura também foi transformada com o vetor LEU2/CEN ou TRP1/CEN vazio ou a

construcdo contendo o alelo selvagem em vetor LEU2/CEN ou TRP1/CEN, como
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controles. Em seguida, os transformantes foram crescidos a 25°C em meio contendo
5-FOA para substituicdo do plasmideo URA3/CEN/TIF51A pelos plasmideos
contendo o novo alelo mutado de TIF51A. O crescimento neste meio indicou

complementagé&o do alelo nocauteado.
3.2.23- Andlise do fendétipo de sensibilidade a temperatura

As leveduras a serem analisadas foram crescidas a 25°C em 10 mL de meio
seletivo até aproximadamente 1-2x10’ células/mL. Ap6s centrifugacdo a 3.000xg por
1 minuto e remocdo do meio de cultura, as células foram suspensas nha
concentracéo de 2,5x108 células/mL. 200 uL da suspenséo foram transferidos para
um poc¢o de microplaca. A suspenséo foi diluida seriadamente (1:10) em meio liquido
apropriado. Utilizando um pipetador multicanal, 4 uL da suspensé&o original e das
diluicbes foram aplicados nos meios de cultura de interesse. A seguir, as placas
foram incubadas nas temperaturas desejadas até a observacdo de crescimento em

todas as diluicGes da levedura contendo o gene selvagem.
3.2.24- Ensaio de estabilidade de proteina

Inéculos das leveduras desejadas foram feitos em 5 mL de meio SC-leu ou SC-
trp e crescidos a 25°C por 12-16 horas. As culturas foram normalizadas para
D.0.600nm=0,2 em 50 mL e incubadas na temperatura permissiva por 4 horas. A
seguir, a cultura foi dividida em volumes iguais e os frascos incubados nas
temperaturas permissiva e n&o permissiva. As células foram coletadas por
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e as células foram lisadas em 250 pL
de tampéo (Tris HCI pH 7,5 20 mM; DTT 2 mM; PMSF 2 mM; coquetel de inibidor de
protease; EDTA 2 mM e agua g.s.p.). A concentracdo de proteina total foi medida

pelo método de Bradford e 10 ug foram submetidos a ensaio de “western blot”.
3.2.25- Ensaio de “pulse-chase”

As linhagens de interesse foram diluidas em meio YPD e foram crescidas a
25°C até atingir D.O.goonm de 0,5. As células foram recolhidas por centrifugacdo a
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3000xg por 4min, suspensas em 600 pL de meio de cultura sem metionina contendo
200 pCi de [**S]metionina e incubadas a 25°C por 15 min. Em seguida, as células
foram recolhidas, suspensas em meio de cultura contendo metionina ndo marcada
(0,2 mg/mL) e ciclo-heximida (0,5 mg/mL), e incubadas a 25°C e 36°C. Nos tempos
marcados, 100 pL de cultura foram misturados com 100 pL de &cido tricloroacético
10% (TCA) e incubados no gelo por 15min. As células foram lavadas com TCA 5% e
lisadas em TCA 5%, utilizando contas de vidro e agitacdo vigorosa. ApoOs
centrifugacéo a 12000xg por 5min, o precipitado foi lavado com acetona, seco e
suspenso em 10mM de tampao Tris-HCI pH8,0, contendo 1% de SDS. A
incorporacdo de metionina radioativa foi determinada em cintilador e as amostras
foram normalizadas. Uma porcdo do extrato de levedura correspondente a 1 000
000 c.p.m. foi diluida em 200 puL de tampao de imunoprecipitacdo (50 mM Hepes,
pH7,5, 150 mm NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,5 mg/mL BSA, 1 mM DTT, 1
mM PMSF) contendo 5 pL de anti-elF5A e incubada a 4°C por 2 h. As suspensodes
foram centrifugadas a 12000xg por 10 minutos e cada sobrenadante foi transferido
para um novo tudo contendo 50 pL de proteina A — sepharose 50% em tampdao de
imunoprecipitagdo. Depois de incubadas por 1 h a 4°C, a proteina A — sepharose foi
recolhida por centrifugacdo e lavada 3 vezes com o mesmo tampao. A andlise foi

feita por SDS-PAGE, seguida de exposicao a filme radiogréfico.

3.2.26- Dicroismo circular

As proteinas elF5A recombinante de S. cerevisiae, selvagem ou mutadas,
purificadas por afinidade em resina de niquel, foram submetidas a ensaios de
dicroismo circular no Laboratério Nacional de Luz Sincroton, com a colaboracédo do
Dr. Francisco Javier Medrano Martin ou no Instituto de Fisica de S&o Carlos, sob a
supervisao do Dr. Wanius Garcia, responsaveis pela coleta e andlise dos dados. Os
experimentos de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro Jasco J-
715 equipado com controle de temperatura. Os espectros de dicroismo circular na
regido do UV distante (190 - 250 nm) foram obtidos utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 0,1 cm de caminho 6tico, a uma concentracdo de 0,2 mg/mL de proteina
em tampado 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NacCl. Todos os espectros de dicroismo
circular foram corrigidos pela contribuicdo do tampéo utilizado e as elipticidades

observadas foram transformadas em elipticidade molar por residuo [6].
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3.2.27- Ensaio de hipusinacgéo in vivo

Com a finalidade de analisar se os mutantes termossensiveis e estaveis de
elF5A, servem como substrato para Dysl nas temperaturas permissiva e nao
permissiva de crescimento, as leveduras SVL599, SVL634 e SVL530, contendo um
dos alelos mutados ou o gene selvagem, foram inoculadas e crescidas em 10 mL de
YPD a 25°C durante uma noite sob agitagdo. Em seguida, as culturas foram diluidas
para a D.O.s00nm=0,1 em 20 mL de meio de cultura fresco e foram monitoradas até o
crescimento atingir D.O.e00nm=0,5. Nesse momento, 10 mCi/mL de *H-espermidina
foram imediatamente adicionados e o volume de cada cultura foi dividido em dois (10
mL cada), sendo um conjunto incubado a 25°C e outro a 38°C por mais quatro
horas.

Decorrido o tempo da mudanca para a temperatura ndo-permissiva, as células
foram centrifugadas a 3.000xg por 10 minutos a 4°C e entdo congeladas a -80°C. As
células foram descongeladas em gelo. Em seguida, foi realizada a lise celular em
200 pL de tampéo de lise (Tris HCI 20 mM pH7,5, DTT 1 mM e coquetel completo de
inibidor de proteases 1X). 1mL de acido tricloroacético 10% (TCA) contendo 1mM de
poliaminas (espermidina, espermina e putrescina) foi adicionado para a precipitacao
das proteinas. As amostras foram mantidas em gelo por 15 minutos e entéao
submetidas a centrifugacdo a 14.000xg por 3 minutos a 4°C. Apds remocao do TCA,
0 precipitado foi lavado trés vezes com TCA 10% contendo 1 mM de poliaminas. A
radioatividade dos sobrenadantes obtidos na udltima etapa de lavagem foi entéo
medida para avaliar a retirada do excesso de espermidina radioativa com as
sucessivas lavagens. Os precipitados foram entdo hidrolisados em 400 uL de 6N
HCI por 18 horas a 110°C. As amostras foram liofilizadas a vacuo sob aquecimento
por 2 horas para a retirada do HCI| e suspensas em 100 pL de agua. 50 uL do
hidrolisado acido foram entdo separados por cromatografia de troca-ibnica e a
radioatividade foi medida em cintilador.

No caso do ensaio de hipusinagdo com os mutantes inviaveis, a linhagem
SVL731 foi transformada individualmente com os plasmideos pSV146, pSV39,
pSV771, pSV733, pSV785, pSV732, pSV775, pSV731, pSV786 ou pSV787, e o
mesmo protocolo foi seguido. Depois da precipitacdo com &cido tricloroacético 10%
contendo 1 mM de poliaminas (espermidina, espermina e putrescina), 0S
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precipitados foram suspensos em 0,2 M de NaCl. Aliquotas foram analisadas por

SDS-PAGE, o gel foi submetido a fluorografia, seco e exposto ao filme radiografico.

3.2.28- Ensaio de sintese protéica

As linhagens de interesse foram crescidas até a fase logaritmica (D.O.g00nm 0,5)
a 30°C em 10 mL de meio YPD liquido. Um volume correspondente a 20 uCi de
[*H]leucina foi adicionado no meio, as células foram incubadas a 30°C por 1 hora
com agitacao e, a seqguir, aliquotas de 1,5 mL foram recolhidas, centrifugadas a 4°C
e congeladas a -80°C. Em seguida, as culturas foram transferidas para 38°C por 4
horas. Aliquotas de 1,5 mL foram recolhidas apos 1, 2, 3 e 4 horas, centrifugadas a
4°C e congeladas a -80°C. Todas as amostras foram suspensas em 50 uL de acido
tricloroacético 15% (TCA) e incubadas no gelo por 15 min. As amostras foram
aquecidas a 100°C por 15 minutos e incubadas em gelo por 10 min. O precipitado foi
recolhido por centrifugacdo (15000xg, 4°C, 10 minutos) e lavado duas vezes com
TCA 10% para remover toda a leucina radioativa. Depois de lavado, o precipitado foi
suspenso em 100 puL de NaOH 0,2 M, e 50 pL foram utilizados para determinar a
radioatividade incorporada no extrato protéico em cintilador. A concentragdo total de

proteina foi determinada por Bradford, utilizando 5 pL das amostras.

3.2.29- Localizagéo subcelular de proteina

Inicialmente, a linhagem de S. cerevisiae (SVL55) contendo individualmente as
construcdes plasmidiais para expressao do gene de elF5A selvagem e mutantes em
fusdo com GFP (pSV137, pvVZ973 e pVZ974), foi incubada em 3mL de meio SC-Ura,
acrescido de glicose 2%, a 30°C por 24 horas. A cultura foi diluida em 20 mL de
meio SC-Ura contendo 2% de rafinose para obtencdo da D.O.s00nm=0,016 e, em
seguida, incubada a 30°C. O crescimento foi acompanhado até que atingisse
D.0.600nm=0,4-0,5 e nesse momento a expressado do gene da proteina de fusdo com
GFP foi induzida pela adicdo de galactose na concentracao final de 2%. A cultura foi
incubada a 30°C por 1 hora, glicose na concentracao final de 2% foi acrescentada e
o volume foi dividido em duas aliquotas de 10 mL, sendo que uma foi mantida a

30°C e a outra foi colocada a 38°C. Apos 3 horas, as aliquotas foram centrifugadas e
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0s sobrenadantes removidos. As células produzindo as proteinas de fusdo com GFP
foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia apds fixacdo com formaldeido

3,7% por 30 minutos e coloracéo do nacleo com DAPI (0,5 ug/mL).

3.2.30- Perfil polissomal

3.2.30.1- Preparo do gradiente de sacarose

Os gradientes de sacarose foram preparados adicionando-se,
subsequentemente, em tubo de polialémero (14x89 mm/13,2 mL - Beckman) 2,1 mL
de solucbes de sacarose 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em tampao adequado (Tris -
HCI 20 mM pH 7,5; CH3COOK 50 mM; MgCl, 10 mM; ditiotreitol (DTT) 1 mM,; ciclo-
heximida (CHX) 100 pg/mL e heparina 0,2 mg/mL), partindo-se da menor
concentracdo e, em sentido crescente de concentracdo, utilizando-se uma seringa
de 3 mL e agulha de extremidade n&o-perfurante de 15 cm. Em seguida, os
gradientes foram incubados a 4°C durante a noite para permitir o equilibrio entre as

fases.

3.2.30.2- Preparo do extrato e centrifugacao dos gradientes

Cada linhagem de interesse foi crescida em 100 mL de meio YPD até
D.0.600nrm=0,4-0,6 a 25°C e, em seguida, as culturas foram transferidas para um
banho com agitacdo a 38°C por 3 horas. A maquinaria de traducéo foi bloqueada
adicionando-se ciclo-heximida para uma concentracéo final de 100 pug/mL de meio e
as culturas foram incubadas a 38°C por 5 minutos. As culturas foram centrifugadas a
3.500xg, por 5 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas, suspendidas
em 2,5 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; KCI 50 mM; MgCl, 10 mM;
DTT 1 mM; ciclo-heximida 100 pug/mL), transferidas para tubo conico de 15 mL e
centrifugadas a 3.500xg, por 5 minutos a 4°C. Para realizar a lise, o precipitado de
células foi suspendido em 350 pL de tampao de lise adicionado de inibidores de
protease (“EDTA-free, Complete Protease Inhibitors Cocktail” - Roche) e inibidor de
RNase (1 yL/mL de “RNasin” - Promega). O lisado foi transferido para um microtubo
de 1,5 mL, adicionado de 1 g de pérolas de vidro e as células foram quebradas em
vortex. Com uma agulha, o fundo do microtubo foi furado, encaixado em novo
microtubo de 1,5 mL; ambos foram colocados em um tubo cbnico de 15 mL e
centrifugados momentaneamente a 3.000xg para transferir o lisado para o novo
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microtubo. Em seguida, o lisado transferido foi centrifugado a 14.000xg por 15
minutos a 4°C, para clarificd-lo. O sobrenadante foi transferido para um novo

microtubo de 1,5 mL e a D.O.,60nm da amostra foi determinada.

3.2.30.3- Fracionamento dos gradientes e coleta das fracoes.

O volume de amostra equivalente a 25 D.O.260nm fOi aplicado sobre o gradiente
de sacarose do item 3.2.29.1e centrifugado a 39.000 rpm por 3 horas a 4°C em rotor
SW4L1Ti, utilizando ultracentrifuga Beckman.

Para fracionamento e coleta dos gradientes de sacarose contendo o extrato de
levedura separado por densidade, foi utilizado um sistema “Econo Gradient Pump
Kit” (Bio-Rad Laboratories), utilizando um fluxo continuo de 1 mL/min de solucéo de
sacarose 60% para empurrar a amostra do gradiente. A analise das amostras levou
em conta a leitura de absorbancia a 254 nm, que deu origem aos tracados do perfil

polissomal.
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Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste estudo

Linhagem Descricéo Referéncia

SVL55 MAT a leu2 ura3 trpl (Fy23) Dra. Pamela Silver

SVL132 MAT a trp1 ura3 leu2 his3 tif51AAHIS3 [pSV138] (Valentini et al., 2002)

SVL248 MAT a ade2-1 his3-11 15 leu2-3 112 trp1-1 ura3-1 canl- (Zanelli et al., 2005)
100 ssd1-d tif51A(ts1159)

SVL323 MAT « ura3 trpl leu2 his3 tif51AAHIS3 [pSV139] (Valentini et al., 2002)

SVL512 MAT « trp1 ura3 leu?2 his3 tif61AAHIS3 [pSV501] este trabalho

SVL518 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et. al., 2007)
tif51A(C39Y/G118D/S140F) [pSV99]

SVL519 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et al., 2007)
tif51A(C39Y/T661/G118D) [pSV99]

SVL520 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et al., 2007)
tif51A(C39Y/P116L/G118D) [pSV99]

SvL521 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et al., 2007)
tif51LA(C39Y/G50D/G118D) [pSV99]

SVL522 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et al., 2007)
tif51A(C39Y/G53D/G118D) [pSV99]

SVL523 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl  his3 (Frigieri et al., 2007)
tif51A(C39Y/G118D/M142I) [pSV99]

SVL524 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[PSV622]

SVL525 MAT« leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[pPSV623]

SVL526 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3d trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[PSV624]

SVL527 MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[pSV625]

SVL528 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[PSV626]

SVL529 MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[pPSV140]

SVL530 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[pPSV146]

SVL533 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho
[PSV615]

SVL534 MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 este trabalho

[pPSV616]



SVL599

SVL601

SVL602

SVL603

SVL604

SVL631

SVL632

SVL633

SVL634

SVL636

SVL649

SVL650

SVL664

SVL665

SVL666

SVL667

SVL668

SVL671

SVL672

SVL673

MATa leu2-3 ade2
[pSV708]
MATa leu2-3 ade2
[pSV710]
MATa leu2-3 ade2
[pSV711]
MATa leu2-3 ade2
[pSV712]
MAT«a leu2-3 ade2
[PSV713]
MATa leu2-3 ade2
[pPSV731] [pSV146]
MATa leu2-3 ade2
[pSV732] [pSV146]
MATa leu2-3 ade2
[pPSV733] [pSV146]
MATa leu2-3 ade2
[pSV734]
MATa leu2-3 ade2
[pSV763]
MATa leu2-3 ade2
[PSV767]
MATa leu2-3 ade2
[pSV778]
MATa leu2-3 ade2
[PSV783]
MATa leu2-3 ade2
[PSV782]
MATa leu2-3 ade2
[PSV793]
MATa leu2-3 ade2
[pPSV784]
MATa leu2-3 ade2
[pSV781]
MATa leu2-3 ade2
[pSV785] [pSV146]
MATa leu2-3 ade2
[pPSV786] [pSV146]
MATa leu2-3 ade2

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ade3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

ura3

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

trpl

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

his3

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

tif51A:

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

:HIS3

‘HIS3

:HIS3

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

‘HIS3

:HIS3

‘HIS3

:HIS3

‘HIS3

:HIS3

‘HIS3

‘HIS3
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SVL704

SVL705

SVL706

SVL707

SVL708

SVL718

SVL720

SVL721

SVL722

SVL723

SVL727

SVL731
VZL737

VZL738

VZL739

VZL740

VZL741

VZL742

VZL743

VZL745

[PSV787] [pSV146]

MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A:;:HIS3
[PSV769] [pSV146]

MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[PSV771] [pSV146]

MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[PSV773] [pSV146]

MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3d trpl his3 tif51A::HIS3
[PSV775] [pSV146]

MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[pSV138] [pSV59]

MATa leu2-3 ade2 ade3 wura3 trpl  his3
tif61A(C39Y/P83L/G118D) [pSV99]

MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[pSV842] [pSV146]

MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[pSV843]

MATa leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[pSV844]

MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[pPSV845] [pSV146]

MAT«a leu2-3 ade2 ade3 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3
[PSV39] [pSV146]

MATa trpl ura3 leu2 his3 ade?2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pPSV59]

MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[PSV146]

MATa trpl ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[PSV39]

MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pSV731]

MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[PSV732]

MATa trpl ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[PSV733]

MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade? tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[PSV771]

MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade?2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
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(Frigieri et al., 2007)
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VZL746

VZL747

VZL748

VZL749

VZL750

VZL751

VZL752

VZL810

VZL821

VZL822

[pSV775]
MATa trpl ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pSV785]
MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade?2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pPSV786]
MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade?2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pSV787]
MATa trpl ura3 leu2 his3 ade?2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pPSV769]
MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pPSV773]
MATa trp1 ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pSV845]
MATa trpl ura3 leu2 his3 ade2 tif51AAHIS3 ProtA-TIF51A
[pSV842]
MAT a leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 tif51B::KanMX4
[PSV146]
MAT a leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 tif51B::KanMX4
[pVZ708]
MAT a leu2 ura3 trpl his3 tif51A::HIS3 tif51B::KanMX4
[pVZ734]
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Tabela 2. Plasmideos utilizados neste estudo
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Plasmideo Descricao

Referéncia

pPYGEX-2T (pSV20) Vetor URA3 2 para expresséo de proteina de fuséo
GST (N-terminal) com promotor induzivel por

galactose

pGEX-4T1 (pSV43) Vetor para expressdo em bactéria da proteina de fuséo
GST

pRS314 (pSV58)  TRP1 CEN
pRS315 (pSV59)  LEU2 CEN

pCGF-1A (pSV76) Vetor URA3 2u para expressao de proteina de fusédo
GFP (N-terminal) com promotor induzivel por
galactose

pPQE-30 (pSV255) Vetor para expressdo em bactéria da proteina de fusédo
6xHis-tag

pUC18 (pSV303)  Cloning vector

pET28a (pSV514) Vetor para expressdo em bactéria da proteina de fusdo
6xHis-tag

PYES2 (pSV550) Vetor URA3 2 para expressdo em levedura com

promotor induzivel por galactose

pSv28 ADE3 clonado em pRS426
pSV35 TIF51A em pGEX-4T1

pSV36 TIF51A em pYGEX-2T (URA3 2})
pSV39 tif51A(K51R) em pRS425

pSV40 tif51A"*'R em pYGEX-2T(URA3 2})
pSV99 TIF51A em pSV28

pSV137 TIF51A em pCGF-1A

pSV138 TIF51A em pRS316

pSV139 tif51A-1 em pRS315

pSV140 tif51A-3 em pRS315

pSV141 tif51A-2 em pRS315

pSV146 TIF51A em pRS315

pSV305 TIF51A em pUC18

pSV431 DYS1 em pGEX-4T 1

Dra. Pamela Silver

Invitrogen

(Sikorski e Hieter, 1989)
(Sikorski e Hieter, 1989)

Dra. Pamela Silver

Qiagen

G.E Helthcare

Novagen

Invitrogen

Dra. Pamela A. Silver
Colegéo do laboratorio
Colecao do laboratério

(Stephen Buratowski)
Colegéo do laboratorio

(Frigieri et al., 2007)
Colegéo do laborat6rio

(Valentini et al., 2002)

(Valentini et al., 2002)

(Valentini et al., 2002)

(Valentini et al., 2002)

(Valentini et al., 2002)

este trabalho

Colecao do laboratério



pSV500
pSV501
pSV615
pSV616
pSV617
pSV618
pSV619
pSVv620
pSV621
pSV622
pSVv623
pSV624
pSV625
pSV626
pSV708
PSV710
pSV711
pSV712
pSV713
pSV727
pSV731
pSV732
pSV733
pSV734
pSV735
pSV736
pSV766
pSV767
pSV768
pSV769
pSV770
pSV771
pSV772

vetor pRS314 sem o sitio de restricdo Sall
TIF51A em pSV500
tif51A(C39Y) em pRS315
tif51A(G118D) em pRS315
tif51A(T661/G118D) em pUC18
tif51A(G118D/M142l) em pUC18
tif51A(G118D/S140F) em pUC18
tif51A(M1421) em pUC18
tif51A(S140F) em pUC18
tif51A(T661/G118D) em pRS315
tif51A(G118D/M1421) em pRS315
tif51A(G118D/S140F) em pRS315
tif51A(M1421) em pRS315
tif51A(S140F) em pRS315
tif51A(Q22H/L93F) em pSV500
tif51A(N29K/M441/P83S) em pSV500
tif51A(G14D/V57D) em pSV500
tif51A(L93F) em pSV500
tif51A(Q22H) em pSV500
TIF51A em pQE-30

tif51A(G53A) em pRS315
tif51A(H52A) em pRS315
tif51A(G50A) em pRS315
tif51A(K56A) em pRS315
tif51A(M1L) em pRS314
tif51A(M1L/T10M) em pRS314
tif51A(T661) em pUC18
tif51A(T661) em pRS315
tif51A(C39Y/G50D) em pUC18
tif51A(C39Y/G50D) em pRS315
tif51A(G50D) em pUC18
tif51A(G50D) em pRS315

tif51A(C39Y/G53D) em pUC18
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pSV773
pSV774
pSV775
pSV777
pSV778
pSV780
pSV781
pSV782
pSV783
pSV784
pSV785
pSV786
pSV787
pSV793
pSV794
pSV809
pSVv810
pSV842
pSVa43
pSV844
pSV845
pVZ973
pVZ974
pVZ975
pVvZ976
pVZ1009
pVZ1010
pVZ1011
pVZ1055
pVZ1056

tif51A(C39Y/G53D) em pRS315
tif51A(G53D) em pUC18
tif51A(G53D) em pRS315
tif51A(P116L/G118D) em pUC18
tif51A(P116L/G118D) em pUC18
tif51A(M441/P83S) em pUC18
tif51A(M441/P83S) em pSV500
tif51A(N29K) em pSV500
tif51A(G14D) em pSV500
tif51A(V57D) em pSV500
tif51A(H52D) em pRS315
tif51A(H54D) em pRS315
tif51A(K56D) em pRS315
tif51A(M441) em pRS315
tif51A(M441) em pUC18
tif51A(P116stop) em pQE-30
tif51A(G118V/L120N/L124D) em pQE-30
tif51A(P116stop) em pRS315
tif51A(S24P) em pRS315
tif51A(G118V/D122W) em pRS315
tif51A(G118V/L120N/L124D) em pRS315
tif51A (K56A) em pCGF-1A

tif51A (Q22H/L93F) em pCGF-1A
6xHis-TIF51A em pYES2
6xHis-tif51A (K51R) em pYES?2
pST39

pET3aTR

pST39 helF5A DHS DOHH

pST39 helF5A DHS

pPET3aTRm
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de mutacao sitio-dirigida.

Oligo Mutacdo | Sequéncia (5’-3’)°

SV0210 5. CCAACTCATATATACACTGTCTGACGAAGAAC — 3
SvVOo211 MIL 5. GGTTGAGTATATATGTGACAGACTGCTTCTTG — 3
SV0212 5 - GAACATACCTTTGAAATGGCTGACGCTGGTTCC - 3
SV0213 oM 5'- CTTGTATGGAAACTTTACCGACTGCGACCAAGG — 3
SV0214 5'- GCACGGTCACGCTGCAGTCCATTTGGTTGCC — 3
SV0215 (o0A 5'- CGTGCCAGTGCGTCGTCAGGTAAACCAACGG — 3°
SV0216 5'- CCACTTCTAAGACTGCTAAGCACGGTCACGC — 3
SV0217 G504 5'- GGTGAAGATTCTGACGCGTGCCAGTGCG — 3°
SV0218 5. CTAAGACTGGTAAGGCCGGTCACGCTAAAGTCC — 3
SV0219 Ho2h 5'- GATTCTGACCATTCCGGCCAGTGCGATTTCAGG — 3
SV0220 5'- GACTGGTAAGCACGCTCACGCTAAAGTCC — 3
SV0221 G534 5. CTGACCATTCGTGCGAGTGCGATTTCAGG — 3°
SV0387 5. CATAGACTGGTAAGGACGGTCACGCTAAAGTCC- 3
SVO388 Ho2b 5 - GGACTTTAGCGTGACCGTCCTTACCAGTCTTAG — 3
SVO389 5 -GATGTCAAGGCTTAAGAAGGTGAATTGGGTG- 3
SV0390 PSP ACCCAATTCACCTTCATTAGCCTTGACATC- 3
SV0393 5'- GCACGGTCACGCTGACGTCCATTTGGTTGCC — 3
SV0394 1o6b 5'- GGCAACCAAATGGACGTCAGCGTGACCTGC — 3
SVO395 5'- ACTGGTAAGCACGGTGACGCTAAAGTCCATTTG — 3
SVO396 Hoab 5'- CAAATGGACTTTAGCGTCACCGTGCTTACCAGT — 3°
SV0405 5'- CCCAATGCAATGTCCTGCCTTGAGAAAGAACG-3'
SV0406 S24P 5 CGTTCTTTCTCAAGGCAGGACATTGCATTGGG-3
SV0425 | oiisviison) | 5 GCTCCAGAAGGTGAAAACGGTGACAGTGACCAAAC-3
SV0426 L124D 5. AGTTTGGTCACTGTCACCGTTTTCACCTTCTGGAGC-3
Svoaz7 | . . |5 TCAGAAGTTGAATTGGGTIGGAGTTTGCAAACTGCT 3
SV0428 5. AGCAGTTTGCAAACTCCAACCCAATTCAACTTCTGG-3'

% Os nucleotideos substituidos para a geracdo das mutacGes sitio-dirigidas estdo

sublinhados.



Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas clonagens e nos sequenciamentos
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Oligo Sequéncia (5’-3’) Sitio?
SV049 5 - GCC AAT TACTCATAG ACTCC -3 —
SVO50 5'- GCG AAG AGT ACA TGATGT GA -3’ R
SVO51 5- CGC GGA TCC TGT ATT CCG TAG CGT TATATC G - 3° BamHI
SVO52 5'- CGC GGA TCC GAA TTA CAC TGC CTG CAT AAG G — 3’ BamHI
SVO58 5- CGC GGA TCC ATT TTC TCT GAG GGG TGA GAA CAG C -3 BamH
SVO59 5- CGC GGATCC TTT CTT CTA CCG CCT CGATCT GACG -3 BamHI
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4- RESULTADOS

4.1- Andlise estrutural de elF5A

4.1.1- Determinac&o da estrutura cristalografica de elF5A de S. cerevisiae.

Com o objetivo de determinar a estrutura terciaria da proteina elF5A de S.
cerevisiae, nosso laboratério associou-se a Rede de Biologia Molecular Estrutural
(SmolBNet) e, com a colaboracdo dos doutores Luciano Henrique Apponi e
Francisco Javier Medrano Martin, este trabalho contribuiu com as etapas de
clonagem e expressdo génica, purificacdo da proteina elF5A recombinante e
rastreamento das condi¢cdes de cristalizagcdo. Os passos seguintes de coleta e
tratamento dos dados cristalograficos, bem como, de resolucéo da estrutura terciaria
de elF5A, foram realizados pelo Dr. Mario Sanches, sob a supervisdo da Dra. Beatriz
G. Guimarées, no Laboratério Nacional de Luz Sincroton — Campinas (LNLS).

Para iniciar os ensaios de cristalizacdo de elF5A, optou-se por produzir a
proteina recombinante em fusdo com GST para, posteriormente, purificar a proteina
sem “tag”. Para tanto, foi utilizada uma construcéo ja existente no laboratério
(pSV35), na qual o gene codificador de elF5A (TIF51A) foi clonado no vetor de
expressdo pGEX-T4 1 (pSV43), para a producdo de GST-elF5A. Células de E. coli
(DH5a) contendo a construcdo pGEX-T4 1-TIF51A (pSV35) foram entdo submetidas
a inducdo da expressao com IPTG (0,4mM). Apos 3 horas de crescimento a 37°C,
as células foram coletadas por centrifugacao, lavadas com PBS 1X e estocadas a -
80°C. A seguir, as células foram lisadas por sonicagéo e o sobrenadante, clarificado
por centrifugacdo, foi submetido a cromatografia de afinidade utilizando coluna de
glutationa-sepharose, PBS 1X como tampédo de corrida e Tris-HCI 0,1M pH 8,0
contendo 0,31g de glutationa reduzida como tampao de eluicdo. As fracbes do
cromatograma foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE seguido de coloracéo
por Coomassie Blue. Apos combinacdo das fracbes que continham GST-elF5A,
dialise contra tampédo PBS 1X para remoc¢do da glutationa e digestdo com trombina
para separacdo de GST e elF5A, a amostra foi novamente submetida a
cromatografia de afinidade e a proteina elF5A pdde ser purificada em quantidades
suficientes para os ensaios de cristalizacéo (resultados ndo mostrados).

Como néao existe nenhum teste funcional in vitro para verificar a funcionalidade
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de elF5A, ndo é possivel determinar se a proteina purificada mantém sua estrutura
terciaria funcional. A técnica de dicroismo circular foi entdo utilizada na tentativa de
verificar se a proteina purificada apresentava estruturas secundarias apos a
purificagdo, uma vez que o dado obtido por essa técnica fornece uma medida
estimada do conteudo de estruturas secundarias. As analises foram realizadas no
LNLS pelo Dr. Francisco Javier Medrano Martin. Amostra da proteina elF5A
purificada (0,1mg/mL) foi submetida a analise em espectropolarimetro e o perfil de
dicroismo circular obtido para a proteina evidenciou um predominio de estruturas
estruturas secundérias irregulares e estruturas B (resultados ndo mostrados),
confirmando dados anteriormente descritos para as proteinas de humano (Facchiano
et al., 2001) e de arqueas (Kim et al., 1997; Peat et al., 1998; Yao et al., 2003). Foi
realizado também um ensaio de estabilidade estrutural dessa proteina por dicroismo
circular, sob variacdo de temperatura de 20°C a 95°C, sendo possivel verificar que
analisando a estabilidade no comprimento de onda 222nm, a proteina sofre pouca
modificacdo da estrutura secundéaria até 75°C (resultados ndo mostrados), o que
indica que a proteina purificada € bastante estavel.

A proteina elF5A pura foi entdo submetida a dialise contra tampé&o Tris-HCL
20mM pH 7,5; concentrada a 15mg/mL e submetida ao rastreamento de condi¢des
de cristalizacdo utilizando os Kits Hampton Research (Crystal Screen | e II;
PEG/Ion), Jena Bioscience (1 e 2) e Wizard (1 e 2) a 18°C. Este rastreamento
revelou algumas condi¢cdes nas quais foi observada a formacdo de esferolitos.
Testes posteriores de refinamento de tais condi¢cdes, onde foram variadas a
concentracdo da proteina, a concentracdo dos agentes precipitantes, o pH dos
tampbes e a temperatura de cristalizacdo, continuaram a apresentar apenas
esferolitos e o rastreamento foi entdo abandonado.

Como dUltima tentativa de obter a estrutura de elF5A de S. cerevisiae por
cristalografia, foi realizada nova estratégia de expressdo e purificacdo dessa
proteina, desta vez em fusdo a uma sequéncia de histidinas. Para isso, a regido
codificadora do gene TIF51A foi clonada no vetor de expressao pQE-30 (pSV255),
gerando a construcdo pQE-30-TIF51A (pSV727), a qual foi introduzida em E. coli
(M15). Apo6s algumas tentativas de obter a proteina sollvel e em gquantidades
suficientes aos ensaios de cristalizacdo, a indugéo de sua expressao foi realizada
com 0,2mM de IPTG, a 25 C por trés horas, como pode ser observado no painel A
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da Figura 7. Apdés a lise celular por sonicacdo e clarificacdo do lisado por
centrifugacéo, o extrato foi submetido a cromatografia de afinidade utilizando coluna
NINTA (Qiagen). O painel B da Figura 7 apresenta as etapas dessa purificacao e
pode-se verificar que varias fracdes contém a proteina 6xHis-elF5A pura. Essas
fracbes contendo a proteina purificada foram reunidas, submetidas a dialise em
tampéao Tris-HCI 20mM pH7,5 e concentradas.

A fim de verificar a manutencdo das estruturas secundarias de 6xHis-elF5A
apos a purificagdo, essa proteina também foi submetida ao ensaio de dicroismo
circular pelo Dr. Francisco Javier Medrano Martin, no LNLS. Como descrito
anteriormente para a proteina elF5A sem “tag”, o perfil obtido com a proteina 6xHis-
elF5A também evidenciou um predominio de estruturas estruturas secundarias
irregulares e estruturas B (resultados ndo mostrados), com estabilidade estrutural
qguando a proteina foi submetida ao dicroismo circular sob variacdo de temperatura
(resultados ndo mostrados).

A proteina 6xHis-elF5A pura foi entdo concentrada a 15mg/mL e submetida ao
rastreamento de cristalizacéo utilizando os Kits Hampton Research (Crystal Screen |
e Il; PEG/lon), Jena Bioscience (1 a 10) e Wizard (1 e 2) a 18°C. Em 24 horas,
houve a formacédo de dois cristais com tamanho adequado para coleta de dados na
condicdo 30% PEG 400; 0,1M NaMES pH6,5; 0,1M MgCl, (resultados nao
mostrados). Esses cristais foram submetidos a difracdo de raios-X, entretanto, a
difrac&o foi baixa (3,8A), provavelmente devido & célula unitaria que apresentou um
dos parametros bastante grande (59,13A, 59,13A, 343,86A, 90,00°, 90,00° e
120,00°). Apesar da baixa resolucio, foi possivel determinar o grupo espacial a que

pertencem os cristais dessa proteina (Hexagonal - P6s22). Em outras condicdes,
houve formagcdo em duas semanas de cristais compridos de diametro pequeno e

agulhas. Essas condicdes de cristalizacao foram as seguintes:

¢ 20% PEG 4000; 5% isopropanol; 0,1M Citrato de Sadio.

¢ 22% PEG 4000; 0,2M Sulfato de Amonio; 0,1M Acetato de Sodio.

¢ 25% PEG 4000; 0,1M NaHEPES pH7,5; 0,2M Sulfato de Litio; 0,1M Acetato
de Sddio.

¢ 15% PEG 8000; 0,1M NaMES pH6,5; 0,2M Acetato de Sadio.
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Novos lotes da proteina foram entdo produzidos e as condi¢cdes que revelaram
esses cristais foram refinadas variando a temperatura, a porcentagem do
precipitante, o pH, o tampdo e a concentracdo da proteina, entretanto, cristais
semelhantes se formaram (resultados ndo mostrados). A condi¢do contendo 20%
PEG 4000; 5% isopropanol e 0,1M Citrato de Sodio foi refinada retirando o
isopropanol e dois cristais iguais aos anteriores foram formados em duas semanas
(resultados ndo mostrados). Todos esses cristais também foram submetidos a
difracao de raios-X mas ndo mostraram melhora na resolugéo.

Com o objetivo de aumentar o tempo de formacgao dos cristais e, assim, tentar
melhorar sua resolucédo pelo melhor arranjo das moléculas protéicas, foi decidido
adicionar diferentes propor¢cdes de 6leo ao poco de baixo da condicdo 30% PEG
400; 0,1M NaMES pH®6,5; 0,21M MgCl,. Como esperado, com a adicdo do 6leo a
velocidade de difusdo da agua da gota para o poco diminuiu e a proteina, que antes
cristalizava em 24 horas, demorou de uma a duas semanas para cristalizar. Além
disso, esses cristais apresentaram-se maiores que aqueles obtidos anteriormente
nessa condi¢do. Entretanto, ao expor esses novos cristais ao feixe de raios-X o
padréao de difragdo ndo mudou (resultados ndo mostrados).

Como dultima tentativa de conseguir cristais com boa resolucdo, a condigdo
30% PEG 400; 0,1M NaMES pHS6,5; 0,1M MgCI; foi refinada utilizando os Kits 1, 2 e
3 de aditivos da Hampton Research (Additive Screen). Novos cristais com tamanho
adequado a exposicéo ao feixe de raios-X formaram-se na presenca dos seguintes
aditivos: Cloreto de célcio 0,01M; Cloreto de magnésio 0,01M; Glicerol 3%;
Hexanodiol 3%; MPD 3%, Etileno glicol 3%; Uréa 3%; Dioxano 3%; Etanol 3%
Isopropanol 3%; Metanol 3%; L-cisteina 0,01M; EDTA 0,01M; Glicose 3%; Sucrose
3%; Xilitol 3%; Glicina 0,1M ou Fenol 0,01M (resultados n&o mostrados).

Todos os cristais foram analisados e a maioria apresentou resolucéo igual ou
superior a 3,4 A. Apenas nas condi¢des com adicdo de glicerol 3% (painel A da
Figura 8) ou glicina 0,1M (resultados ndo mostrados), a resolugcdo foi um pouco
melhor, mas os cristais formados ainda apresentaram células unitarias grandes.
Dessa maneira, os dados de trés cristais com resolucéo entre 49.447 - 3,352 A e
célula unitaria de aproximadamente 59,13A, 59,13A, 343,86A, 90,00°, 90,00° e
120,00° foram coletados (painel A da Figura 8). Esses cristais apresentaram duas

moléculas de 6xHis-elF5A na unidade assimétrica e 0 mesmo grupo estrutural dos

cristais analisados previamente (Hexagonal - P6s22).
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Como dito anteriormente, todos os dados cristalograficos foram coletados e
analisados pelo Dr. Mario Sanches, com a supervisdo da Dra. Beatriz G. Guimaraes.
Da mesma forma, a estrutura de 6xHis-elF5A de S. cerevisiae foi resolvida pelo
meétodo de substituicdo molecular a partir da proteina homologa de L. braziliensis -
PDB ID 1X60 (painel B da Figura 8). Apesar de nao ter sido possivel visualizar as
cadeias laterais dos aminoacidos de algumas regifes da estrutura obtida,
provavelmente devido a sua baixa resolugéo, foi possivel determinar com preciséo
as estruturas secundarias que compdem a molécula de 6xHis-elF5A. A estrutura
cristalografica de 6xHis-elF5A de S. cerevisiae foi entdo depositada no “Protein Data
Bank” (PDB ID 3ERO) e esta apresentada no painel B da Figura 8.

Como descrito anteriormente, elF5A é a Unica proteina conhecida que sofre a
modificacdo pos-traducional de formacdo do aminoacido hipusina, pela acdo das
enzimas desoxihipusina sintase (Dys1l em S. cerevisiae) e desoxihipusina hidroxilase
(Lial em S. cerevisiae), como esta apresentado na Figura 3 (Park, 2006). Com o
propésito de determinar as regifes estruturais importantes para a formacdo do
complexo elF5A-Dys1, foi proposto o estudo cristalografico dessas duas proteinas
complexadas. Para isso, inicialmente, a sequéncia codificadora da proteina Dys1 foi
amplificada por PCR a partir de DNA gendémico de S cerevisiae e clonada nos
vetores pQE30 e pET28a para a producao da proteina de fusdo 6xHis-Dys1, porém,
apesar de inUmeras tentativas, ndo foi possivel determinar a condicdo de expressao
de 6xHis-Dys1 (dados ndo mostrados). Dessa maneira, optou-se por clonar DYS1 no
vetor de expressdo pGEX-4T 1, para produzir a proteina de fusdo GST-Dysl e,
posteriormente, purificar Dysl livre. Apesar da producdo de GST-Dysl ter sido
suficiente para sua purificacdo (painel A da Figura 9), ndo foi possivel separar GST
de Dysl devido a precipitacdo da proteina Dys1 livre no processo de digestdo com
trombina.

Sendo assim, diante da dificuldade em purificar a proteina desoxihipusina
sintase, o0 objetivo de estudo cristalografico do complexo protéico elF5A-Dysl foi
abandonado. Entretanto, a proteina GST-Dysl purificada foi utilizada para a
imunizacdo de um coelho segundo o protocolo descrito em 3.2.19. Dessa maneira,
foi obtido o anticorpo policlonal anti-Dysl, reagente necessério para ensaios
apresentados adiante. O painel B da Figura 9 apresenta o western blot contra
extrato total de levedura, utilizando o soro obtido a partir de cada um dos

sangramentos parciais do coelho. O soro anti-Dys1, obtido apds a primeira etapa da
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imunizacéo (12 sangria), foi testado nas diluicdes 1:500 e 1:1.000 (canaletas 3 e 4).
Como pode ser observado, o soro anti-Dys1 ja reconheceu a proteina de 43kDa a
partir do extrato total de levedura selvagem. Entretanto, nota-se que o titulo do soro
melhorou significativamente apds a conclusdo do esquema de imunizacdo. As
canaletas 5 e 6 mostram os resultados obtidos com a segunda sangria (diluicdes
1:1.000 e 1:2.000). Nas canaletas 7 e 8 estdo apresentadas as diluicbes 1:2.000 e
1:5.000 referentes a terceira sangria. O soro do coelho proporcionou uma boa
resposta imunolégica, pois 0 mesmo permitiu em todas as sangrias a deteccdo da
proteina Dysl. Sendo assim, para a deteccdo de Dysl nos ensaios posteriores, foi
utilizado o soro referente a 32 sangria na diluicdo 1:5.000. A obtencdo deste
anticorpo foi realizada com a colaboracéo do bolsista de Iniciacdo Cientifica Wagner

da Silva Silveira.
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Figura 7. Producédo e purificacdo de 6xHis-elF5A de S.cerevisiae a partir de
bactéria, utilizando coluna de niquel. Amostras referentes ao teste de expresséo e
as fracOes de purificacdo por cromatografia de afinidade foram separadas por SDS-
PAGE e coradas por “Coomassie Blue”. (A) Inducdo da producdo de 6xHis-elF5A.
Aliguotas da cultura bacteriana antes (canaleta 2) e ap6s inducdo com 0,2mM IPTG
(canaletas 3 a 5). As canaletas 6 e 7 apresentam a proteina no precipitado e no
sobrenadante, respectivamente. A seta indica a proteina 6xHis-elF5A. (B)
Purificacdo de 6xHis-elF5A por cromatografia de afinidade. A canaleta 2 contém
proteinas ndo ligadas a coluna. A canaleta 3 contém amostra obtida durante a
lavagem da coluna e as canaletas 4 a 15 contém amostras coletadas durante a
eluicdo. A seta indica 6xHis-elF5A purificada. Observe que as canaletas 4 — 6
possuem contaminantes e essas fracdes foram descartadas. A canaleta 1 dos

painéis contém o padrdo de massa molecular 10kDa (Invitrogen).
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Figura 8. Estrutura cristalografica de elF5A de S. cerevisiae. (A) Trés cristais da
proteina 6xHis-elF5A formados na condicdo na condicdo 30% PEG 400; 0,1M
NaMES pH6,5 e 0,1M MgCl, com adicdo de glicerol 3%, foram analisados por
difrac&o de raios-x. A menor e a maior resolucdo da estrutura foram 49.447 - 3,352 A
e as dimensées da célula unitaria foram 59,13A, 59,13A, 343,86A, 90,00°, 90,00° e
120,00°. (B) Estrutura terciaria de 6xHis-elF5A resolvida por substituicio molecular
a partir da proteina homologa de L. brasilienses. As duas barras horizontais indicam
os dominios da proteina e a seta aponta a al¢ca onde esta localizada a lisina alvo da
hipusinacdo. A estrutura foi depositada no PDB (ID-3ERO0), onde os dados

cristalograficos completos podem ser visualizados.
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Figura 9. Purificacdo de GST-Dysl e avaliacdo do anticorpo policlonal anti-
Dysl produzido em coelho. (A) Purificacdo de GST-Dysl. As canaletas 2 e 3
correspondem as fracbes contendo as proteinas que passam pela coluna (FT =
“Flowthrough”), as canaletas 4 e 5 contém as amostras obtidas durante a lavagem e
as canaletas 6 e 7 correspondem a GST-Dys1 eluida da coluna cromatografica. (B)
Analise do anticorpo policlonal anti-Dys1. Ensaio de western blot com extrato total de
leveduras, utilizando os soros obtidos apds subsequentes imunizacdes com a
proteina GST-Dysl. O soro anti-Dysl, obtido com a 12 sangria, foi testado nas
diluicbes 1:500 e 1:1.000 (canaletas 3 e 4). As canaletas 5 e 6 mostram o0s
resultados obtidos com a segunda sangria (diluicdes 1:1.000 e 1:2.000). Nas
canaletas 7 e 8 estdo apresentadas as diluicbes 1:2.000 e 1:5.000 referentes a
terceira sangria. Para avaliar o estado prévio de imunizacdo, o soro pré-imune do
coelho foi utilizado nas diluigbes 1:500 e 1:1000 (canaletas 1 e 2). A proteina Dys1
est4 indicada na figura por seta.
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4.1.2- Expressdo e purificacdo da forma recombinante hipusinada de
helF5A

Como mencionado, a proteina elF5A € bastante conservada de arqueas a
eucariotos superiores, no entanto ndo esta presente em bactérias (Figura 4, Park,
2006). Bactérias como a E. coli ndo possuem homologos das enzimas
desoxihipusina sintdse e desoxihipusina hidroxilase, responséaveis pela modificacao
poés-traducional de elF5A, essencial para sua atividade em eucariotos. Dessa
maneira, elF5A recombinante produzida em bactéria ndo possui 0 aminoacido
hipusina. Devido ao baixo rendimento ao se purificar a proteina elF5A diretamente
de tecido ou de levedura, todas as estruturas cristalograficas de elF5A publicadas
até o momento sédo provenientes de proteinas recombinantes purificadas de bactéria
e, consequentemente, ndo possuem o0 aminodacido hipusina. Dessa maneira, com o
objetivo de produzir helF5A recombinante de humano, hipusinada em bactéria, e
assim obter quantidades suficientes da forma ativa dessa proteina para ensaios de
cristalizacdo, os genes codificadores de helF5A, DHS e DOHH, foram clonados
sequencialmente, sob o controle de um Unico promotor, no vetor policistrénico
pST39 (pVZ1009), especialmente desenvolvido para a expressdao de complexos
protéicos (Figura 10; Song, 2001).

Inicialmente, os sitios para as enzimas de restricdo EcoRIl e Hindlll que
existiam fora do cassete de clonagem do vetor pET3aTr (pVZ1010) foram removidos
por mutacdo sitio dirigida, gerando o vetor pET3aTRm (pVZ1056). Esses sitios
tiveram que ser eliminados porque essas enzimas foram utilizadas para a clonagem
do gene DYS1. Em seguida os genes codificadores de helF5A (Eif5a-1), DHS e
DOHH de humano foram individualmente amplificados por PCR e clonados nos
sitios Ndel/BamHI, Ndel/Hindlll e Ndel/Mlul, respectivamente, de acordo com o
esquema apresentado na Figura 10. Apés checagem por sequenciamento, 0s genes
codificadores de helF5A, DHS e DOHH foram retirados do vetor pET3aTRm e
subclonados no vetor pST39 (pVZ1009) nos sitios Xbal/BamHI, EcoRI/Hindlll e
BspEI/Mlul, respectivamente (Figura 10). Dessa maneira, 0s trés genes ficaram sob
o controle de um Unico promotor presente no vetor pST39 (pVZ1009), mas com sinal
individual de inicio de traducdo.

Apds o sequenciamento do clone obtido, este foi introduzido em E.coli (BL21
pLys) e a inducédo da producdo de helF5A, DHS e DOHH foi realizada com 0,1 mM
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de IPTG, a 37°C por quatro horas. Como pode ser observado no painel A da Figura
11 (canaletas 3, 4 e 5), a proteina helF5A é bastante produzida, mas o0 mesmo nao
acontece com as proteinas DHS e DOHH. A producao protéica também foi checada
por SDS-PAGE seguido de western blot e esta apresentada no painel B da Figura
11, onde pode-se comprovar a producdo de DHS e DOHH em pequena quantidade,
detectavel apenas por western blot.

Apesar das baixas concentracbes de DHS e DOHH, esse clone foi submetido
ao ensaio de hipusinacgao in vivo para verificar se helF5A estava sendo modificada.
Para isso, no momento da inducédo da expressao protéica com 0,1mM de IPTG, foi
adicionado ao meio de cultura 5uCi/mL de [*H]-espermidina. Apés 4 horas de
inducdo, as proteinas foram precipitadas com TCA 10% acrescido de 1mM de
poliaminas e a incorporacdo de espermidina radioativa foi determinada por
cintilografia. Como pode ser observado no painel C da Figura 11, na linhagem
contendo o plasmideo pST39 helF5A ndo ha incorporacdo de [*H]-espermidina,
enquanto que nas linhagens contendo os plasmideos pST39 helF5A DHS
(pVZ1055) ou pST39 helF5A DHS DOHH (pVZ1011) existe proteina marcada com
espermidina radioativa, indicando que a proteina helF5A de humano foi modificada
em bactéria e contém o aminoacido desoxihipusina e/ou hipusina.

As amostras protéicas precipitadas com TCA na presenca de poliaminas foram
também submetidas a hidrolise acida seguida de cromatografia de troca idnica e
analise das fracdes obtidas por cintilografia. Esta técnica permite a distincdo entre os
aminoacidos desoxihipusina e hipusina, sendo possivel verificar quais formas da
proteina modificada estdo sendo produzidas na linhagem de E. coli contendo pST39
helF5A DHS ou pST39 helF5A DHS DOHH (painel D da Figura 11). Como esperado,
a linhagem que expressa as duas enzimas modificadoras (DHS e DOHH) produz a
forma hipusinada helF5A-Hpu, helF5A completamente modificada, enquanto que a
linhagem que expressa apenas DHS produz helF5A-Dhp, a forma intermediaria da
proteina. Nos painéis C e D da Figura 11, pode-se verificar que a incorporacao de
espermidina radioativa pela célula que expressa as duas enzimas modificadoras é
maior quando comparada com a célula que contém apenas 0s genes que codificam
helF5A e DHS. Isso acontece porque a primeira etapa de modificacdo de helF5A é
reversivel enquanto que a segunda etapa, a etapa de hidroxilacdo, € irreversivel
(Figura 3; Park, 2006). Esses dados indicam que as enzimas modificadoras de

helF5A, apesar de estarem em concentracdes bastante reduzidas, foram capazes de
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modificar helF5A recombinante em bactéria. Além disso, verifica-se que quando as
duas enzimas estdo presentes, toda a proteina helF5A produzida é hipusinada, o
gue esta de acordo com a tese de que a hipusina é produzida imediatamente apés a
traducdo do RNA mensageiro de elF5A e ndo é alterada ou removida até que a
proteina elF5A seja degradada (Park et al., 1993a).

Com o proposito de determinar a melhor condicé&o de producédo de helF5A-Hpu,
foi verificada a velocidade de expresséo e hipusinacdo dessa proteina em bactéria.
Para isso, a célula E.coli (BL21pLys) contendo a constru¢cdo pST39 helF5A DHS
DOHH, foi induzida com 0,1mM de IPTG por 6 horas na presenca de [*H]-
espermidina, e aliquotas protéicas foram analisadas a cada 2 horas através SDS-
PAGE seguido de coloracdo por Coomassie Blue, hipusinacao in vivo e analise de
aminodacido por cromatografia de troca i6nica seguida de cintilografia. O painel A da
Figura 12 apresenta o SDS-PAGE do extrato total celular, sendo possivel observar
que a producdo maxima de helF5A ocorre com 4 horas de inducdo (canaleta 5).
Apoés 6 horas de inducéo foi verificado diminuicdo da proteina helF5A. Os ensaios
de hipusinacgéo in vivo e de analise de aminoacido por cromatografia de troca i6nica
estdo apresentados nos painéis B e C da Figura 12. Verifica-se que em 4 horas de
inducdo h& maior producéo da proteina helF5A-Hpu e em 6 horas de inducéo existe
uma diminuicdo severa da quantidade de proteina hipusinada. Acredita-se que iSso
aconteca pois apos 4 horas de inducdo as células comecam a morrer devido a alta
producdo de proteinas recombinantes, estranhas a célula. Dessa maneira, para
maior producdo da proteina helF5A-Hpu, foram padronizadas 4 horas de inducgéo
com 0,1mM de IPTG, a 37°C.

Uma vez determinada a melhor condicao de producéo da proteina helF5A-Hpu,
foram produzidos 6 litros de cultura, dos quais foram obtidos 20 gramas de células. A
massa celular foi entdo coletada por centrifugacéo, lavada com PBS 1X e estocada
a -80°C. A segquir, as células foram lisadas por sonicacdo, em tampao A (50mM de
TrisAc pH 7,0, 0,1mM de EDTA, 1mM de DTT e 1X inibidor de protease - Roche) e o
sobrenadante, clarificado por centrifugacéo, foi submetido a cromatografia de troca
ibnica utilizando a coluna DEAE Sephacel (G.E. - Healthcare), tampao A para
lavagem e diferentes concentracéo de KCI como tampé&o de eluicdo. Antes de iniciar
a cromatografia, 50pmol da proteina marcada helF5A-[*H]Hpu, produzida por reacédo
de hipusinacgéo in vitro, foi acrescentada no extrato protéico para servir de marcador

para a purificacdo. Fracdes desta cromatografia foram recolhidas e analisadas
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guanto a concentracdo de proteina total e radioatividade (painel A da Figura 13). No
painel B da Figura 13 esta apresentado o SDS-PAGE referente as aliquotas do
cromatograma. Pela medida de radioatividade, pode-se verificar que helF5A-[*H]Hpu
esta presente em maior concentracao na fracdo 9 da cromatografia e as andlises de
concentracdo protéica e SDS-PAGE demonstram que existe alta concentracdo de
helF5A junto com outras proteinas nessa mesma fracao.

Dessa maneira, as fracdes de 8 a 10 da cromatografia anterior foram reunidas,
dialisadas contra tamp&o A, concentradas e submetidas a nova cromatografia de
troca idnica utilizando a coluna catibnica SP-Sepharose (G.E. - Healthcare), tampéo
A para lavagem e diferentes concentracdo de KCI para a eluicdo. As fracdes desta
nova cromatografia também foram analisadas por radioatividade, dosagem protéica
e SDS-PAGE, e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 14. Séao
observados dois picos marcados radioativamente, um pico grande (fragoes de 22 a
31) que corresponde a eluicdo da proteina helF5A-[*H]Hpu, e outro pico pequeno
entre as fracoes de 15 & 19, que corresponde a forma intermediaria helF5A-[*H]Dhu.
Isso acontece porque a reacdo de hipusinaco in vitro, pela qual helF5A-[*H]Hpu foi
obtida, ndo é 100% eficiente, havendo a formacdo de pequena quantidade de
helF5A-[*H]Dhp. Sendo assim, pode-se observar que helF5A foi eluida da coluna em
duas regides de concentracdo de KCI (Figura 14). A primeira regido de eluicao
corresponde as proteinas helF5A-Lis e/ou helF5A-Dhp e a segunda, mais
concentrada, corresponde a forma hipusinada da proteina pois € eluida junto com
helF5A-[*H]Hpu.

Através dos dois passos cromatograficos apresentados, utilizando as resinas
DEAE-Sepharose e SP-Sepharose de troca ibnica, foi possivel purificar helF5A-Hpu
com mais de 95% de pureza. No entanto, para obter 100% de pureza, as fracOes de
22 a 27 da dultima cromatografia foram reunidas, dialisadas contra tampao A,
concentradas e submetidas a nova cromatografia de troca idnica utilizando a coluna
anibnica Q-Sepharose (G.E. - Helthcare). Novamente, foram utilizados tampéao A
para lavagem e diferentes concentracdo de KCI para a eluicdo. Da mesma forma, as
fracbes cromatograficas também foram analisadas por radioatividade, dosagem
protéica e SDS-PAGE seguido de coloracdo por Coomassie Blue. A Figura 15
apresenta os dados obtidos com a andlise destas fracdes e pode-se verificar o alto
grau de pureza da proteina helF5A-Hpu obtida.

Todos os experimentos descritos, relacionados a obtencdo da proteina helF5A-
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Hpu de humano, foram realizados durante meu Doutorado Sanduiche (Agosto 2008
— Janeiro 2009), sob supervisdo da Dra. Myung Hee Park, no National Institute of
Health, Bethesda — EUA. Uma vez estabelecido o procedimento de purificacdo da
proteina helF5A-Hpu, 50mg desta proteina pura foram produzidos e enviados para
ensaios de cristalizacdo, também no National Institute of Health, em colaboracao
com a Dr. Jessica K. Bell, no entanto, até 0 momento, ainda nao foi estabelecida a
condicdo de cristalizacdo dessa proteina. Apesar dos resultados cristalograficos até
agora negativos, a proteina helF5A-Hpu apresenta-se como um reagente de grande
importancia para futuros ensaios de interagdo dessa proteina com o ribossomo e

atividade dessa proteina in vitro.
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Figura 10. Esquema ilustrativo da construcdo do vetor de expressao
policistrénico contendo os genes codificadores das proteinas helF5A, DHS e
DOHH de humano. A sequéncia completa dos genes codificadores de helF5A-,
DHS e DOHH de humano foram, individualmente, clonados no vetor de transicéo
pET3aTrm e cada fragmento indicado pelas barras horizontais foram subclonados
para o vetor policistronico pST39 na seguinte ordem: helF5A, DHS e DOHH. Cada
vetor recombinante foi sequenciado antes de proseguir para o préximo passo de

subclonagem. (Figura adaptada de Song, 2001).



84

Figura 11. Determinacdo da expressao e modificagcdo de elF5A de humano,
produzida em E. coli BL21(DE3)pLys. (A) Analise da produgéo das proteinas
helF5A, DHS e DOHH por SDS-PAGE seguido de coloragéo por Coomassie Blue.
(B) Checagem da expressao de helF5A, DHS e DOHH por SDS-PAGE do extrato
protéico total seguido de western blotting. As setas indicam as proteinas helF5A,
DHS e DOHH sendo ou néo produzidas em cada linhagem. (C) Ensaio de
hipusinacdo in vivo no qual a modificacdo de helF5A € determinada pela
incorporacdo de espermidina radioativa em 1mL de cultura de células. (D)
Determinacdo da forma de helF5A modificada produzida a partir da analise dos
aminoacidos desoxihipusina e hipusina, por cromatografia de troca ibnica seguida de

cintilografia.
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Figura 12. Otimizacdo da expressdo e modificacdo de helF5A de humano,
produzida em E. coli BL21(DE3)pLys contendo a construcdo pST39 helF5A
DHS DOHH. (A) Andlise por SDS-PAGE seguido por coloracdo por Coomassie Blue.
A primeira canaleta apresenta o padrdo de massa molecular e nas canaletas
seguintes a producdo da proteina helF5A-Hpu é verificada antes da inducéo
(canaleta 2) e em 6 horas de indugdo com IPTG (canaletas 3 a 7). (B) Quantificacao
da producao de helF5A-Hpu em relacédo ao tempo de inducéo, através do ensaio de
hipusinagdo in vivo, no qual a quantidade de helF5A-Hpu formada € relativa a
incorporacado de espermidina radioativa (D) Determinacdo da producéo de helF5A-
Hpu em relacdo ao tempo de inducéo, através da quantificacdo do aminoécido *H-
hipusina, por cromatografia de troca idnica seguida de cintilografia.



86

Figura 13. Purificacdo de helF5A recombinante hipusinada por cromatografia
de troca ibnica utilizando a coluna DEAE Sephacel. (A) Aliquotas da
cromatografia foram analizadas por cintilografia para determinar a concentracédo de
KCI necessaria para a eluicido de helF5A-[*H]Hpu) - marcado em vermelho, e por
concentracdo de proteina a fim de determinar os picos de elui¢cdo protéica de acordo
com a concentracdo de KCl — marcado em preto. (B) Analise por SDS-PAGE
seguido de coloragédo por Coomassie Blue. A primeira canaleta apresenta o padrao
de massa molecular e as seguintes as fracbes cromatograficas. A banda com
tamanho esperado para helF5A esta indicada por uma flecha e as aliquotas

reunidas para a proxima cromatografia foram de 8 a 10.



87

Figura 14. Purificacdo de helF5A recombinante hipusinada por cromatografia
de troca ibnica utilizando a coluna SP-Sepharose. (A) Aliquotas da cromatografia
foram analizadas por cintilografia para determinar a concentracdo de KCI necessaria
para a eluicdo de elF5A-[*H]Dhp e elF5A-[°*H]Hpu - marcado em vermelho, e por
concentracéo de proteina a fim de determinar os picos de eluicéo protéica de acordo
com a concentracdo de KCl — marcado em preto. (B) Analise por SDS-PAGE
seguido de coloracdo por Coomassie Blue. A primeira canaleta apresenta o padrao
de massa molecular e as seguintes as fragcbes cromatograficas. A banda com
tamanho esperado para helF5A esta indicada por uma flecha e as aliquotas

reunidas para a préxima cromatografia foram de 22 a 27.
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Figura 15. Purificacdo de helF5A recombinante hipusinada por cromatografia
de troca ibnica utilizando a coluna Q-Sepharose. (A) Aliquotas da cromatografia
foram analizadas por cintilografia para determinar a concentracdo de KCl necessaria
para a eluicdo de elF5A-[°*H]JHpu - marcado em vermelho, e por concentracéo de
proteina a fim de determinar os picos de eluicdo protéica de acordo com a
concentracdo de KCl — marcado em preto. (B) Analise por SDS-PAGE seguido de
coloracdo por Coomassie Blue. A primeira canaleta apresenta o padrdo de massa
molecular e as seguintes as fragcbes cromatograficas. A banda com tamanho

esperado para helF5A esta indicada por uma flecha.
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4.1.3- Determinacdo do estado oligomérico de elF5A de S. cerevisiae em

solucéo.

4.1.3.1- Cromatografia de exclusdo molecular

Iniciando a andlise do estado oligomérico de elF5A de S. cerevisiae em
solucédo, foi realizada cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75
de 25 mL (G.E. - Healthcare), utilizando a mesma proteina recombinante 6xHis-
elF5A, previamente produzida e purificada de E.coli para os ensaios de cristalizacao
(Figura 7). Foram analisadas trés concentracbes da proteina (10mg/mL, 5mg/mL e
2,5 mg/mL), em tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, e as curvas cromatograficas
obtidas foram comparadas com a curva padrédo das proteinas quimiotripsinogénio A
(25 KDa) e ovoalbumina (43 KDa).

O painel A da Figura 16 apresenta o cromatograma obtido com a proteina
6xHis-elF5A — 10 mg/mL (marcado em vermelho) e com os padrbes (marcado em
azul). O primeiro pico do cromatograma azul corresponde ao corante Blue Dextram,
o qual foi utilizado para colorir a amostra protéica e facilitar sua aplicacdo no FPLC
(G.E. - Healthcare). O pico seguinte representa a proteina ovoalbumina e os trés
picos finais correspondem a proteina quimiotripsinogénio A. Como a proteina 6xHis-
elF5A ndo possui nenhum triptofano em sua molécula, seu espectro de absorcédo a
D.O.280nm POSSUi valores bastante baixos quando comparados com os valores da
curva padrdo. Mesmo assim, foi possivel verificar que existe um pico de 6xHis-elF5A
localizado na mesma regido que o pico correspondente a proteina ovoalbumina (43
KDa) e nenhum pico na regido da proteina quimiotripsinogénio A (25 KDa). As
amostras referentes a esses picos foram analisadas por SDS-PAGE seguido de
coloracdo por Coomassie Blue para confirmacédo dos tamanhos protéicos, no caso
dos padrbes, e da presenca de 6xHis-elF5A (painel B da Figura 16).

A massa molecular apresentada pela proteina 6xHis-elF5A esta de acordo com
a massa de duas moléculas de 6xHis-elF5A, uma vez que ja foi determinado que
uma molécula de elF5A possui massa molecular de 18-21 kDa, dependendo da
espécie (Park et al., 1997). Esses dados indicam que, nesse tampéao, 6xHis-elF5A
recombinante, purificada a partir de E.coli, ndo hipusinada, esta presente apenas na
forma de dimero. O mesmo resultado foi obtido para as outras concentracdes de
6xHis-elF5A (resultados ndo mostrados), o que demonstra que o estado oligomérico

de 6xHis-elF5A nao depende da sua concentracao.
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Embora os resultados obtidos com a proteina recombinante estejam de acordo
com os resultados j& publicados para elF5A de outros organismos (Chung et al.,
1991; Wagner e Klug, 2007), é sabido que podem existir diferengas estruturais entre
uma proteina purificada do seu organismo de origem e a mesma proteina
recombinante purificada de bactéria, especialmente neste caso em que elF5A
purificada a partir de bactéria ndo apresenta o aminoacido hipusina, que por sua vez
pode influenciar no estado oligomérico da proteina. Dessa maneira, com 0 objetivo
de confirmar o dado obtido anteriormente e ainda determinar se o aminoacido
hipusina altera a formacéo dimérica de elF5A, as proteinas selvagem (6xHis-elF5A)

e mutada (6xHis-elF5AFR

), a qual ndo contém o aminoéacido hipusina, foram
purificadas de levedura e submetidas a técnica de cromatografia de excluséo
molecular.

Para isso, os genes codificadores das proteinas 6xHis-elF5A e 6xHis-elF5A IR
foram clonados em vetor pYES2 (Invitrogen), gerando as construgbes pVZ975
(PYES2-TIF51A) e pVZ976 (pYES2-tif51A'R) e, em seguida, os plasmideos foram
inseridos individualmente na levedura SVL55. Depois de produzidas, as proteinas
6xHis-elF5A e 6xHis-elF5A*R foram purificadas por cromatografia de afinidade
utilizando coluna NINTA (Qiagen) (resultados ndo mostrados). As proteinas puras
foram submetidas a dialise contra tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 100 mM,
concentradas a 1 mg/mL e submetidas a cromatografia de exclusdo molecular.
Desta vez foi utilizada a coluna Superdex 200 de 90 mL (G.E. - Healthcare), que nos
permite separar moléculas com massa molecular entre 10 e 600 kDa. Essa
cromatografia de exclusdo molecular foi realizada no Instituto de Fisica de Sao
Carlos - USP, em colaboracdo com o Prof. Dr. Richard Charles Garratt.

O painel A da Figura 17 apresenta o cromatograma obtido com os padrbes de
tamanho molecular ribonuclease A (13,4 kDa), quimiotripsinogénio A (25 KDa),
ovoalbumina (43 KDa) e albumina (67 kDa), onde os picos referentes a cada
tamanho molecular esté indicado com seu respectivo volume de eluicdo da coluna.
Em seguida, foram obtidas as curvas cromatogréficas das proteinas 6xHis-elF5A e
6xHis-elF5A!R (painéis B e C da Figura 17), as quais foram comparadas com a
curva dos padrdes. As amostras referentes a todos os picos foram analisadas por
SDS-PAGE seguido de western blot utilizando anticorpo anti-elF5A, para verificar a
presenca de elF5A nos respectivos volumes de eluicdo. Como apresentado nos

AK51R

painéis B e C da Figura 17, tanto elF5A como elF5 sao eluidos entre 82 e
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87mL, volumes de eluicdo que correspondem a proteinas de aproximadamente 40
kDa (painel A da Figura 17), indicando que, nesse tampdao, elF5A esta presente
apenas na forma de dimero e que seu estado de oligomerizagéo é independente do
aminoacido hipusina. Uma vez que o aminodcido hipusina ndo é necessério e
também néo impede a formacdo do dimero de elF5A, esse ensaio sugere que a
modificacdo poés-traducional que elF5A sofre, essencial para sua atividade em
eucarioto, ndo faz parte da superficie de contato entre as duas moléculas da

proteina em solucgdo.

4.1.3.2- Espalhamento de raios-X em baixo angulo (SAXS - “Small-angle

X-ray scattering)

Para avaliar o raio de giro de elF5A de S. cerevisiae em solucéo e, por sua vez,
confirmar se esta proteina pode apresentar-se como dimero, 0 presente estudo
langcou mao da técnica de espalhamento de raios-x em baixo angulo (SAXS). Atraveés
deste método, informacdes estruturais de macromoléculas presentes em solugéo
podem ser obtidas e entéo utilizadas para avaliar o arranjo adquirido pela molécula
ou pela composi¢do de duas ou mais estruturas protéicas, no caso da formacao de
complexos ou oligbmeros, por exemplo.

Para isso, aliguota da mesma proteina 6xHis-elF5A, purificada a partir de
levedura e utilizada no ensaio de cromatografia de exclusdo molecular, foi dialisada
contra tampao Tris-HCI 25mM, pH 7,8, contendo NaCl 20mM, concentrada a
1mg/mL e submetida ao ensaio de SAXS. Esse experimento foi realizado no LNLS
pelo Dr. Wanius Garcia, responsavel pela coleta, analise e interpretacéo dos dados.

A partir da transformacdo Fourier, as funcdes de distribuicdo par, a qual
fornece informacédo direta sobre a forma e o tamanho das moléculas em solucao,
foram calculadas e apresentadas no painel A da Figura 18. Na mesma figura, esta
apresentado o grafico Kratky para o espalhamento obtido com a amostra. A partir
dos gréficos gerados foi possivel determinar o raio de giro da espécie analisada e
criar um modelo estrutural para esta proteina. O modelo apresentado no painel B da
Figura 18 foi gerado com base na estrutura cristalografica de 6xHis-elF5A de S.
cerevisiae (PDB ID 3ERO).

Analisando as dimensfes do envelope protéico obtido (painel B da Figura 18),

verifica-se que € impossivel existir apenas uma molécula de 6xHis-elF5A nesta
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estrutura. Os resultados indicam claramente que a proteina 6xHis-elF5A purificada a
partir de levedura e, por sua vez, contendo o aminoacido hipusina, esta presente no
tampdo descrito como um dimero, dado que confirma o pico Unico obtido na
cromatografia por exclusdo molecular em coluna Superdex 200 (Painel B da Figura
17). Com o objetivo simples de mostrar, visualmente e ndo por graficos, que duas
moléculas de elF5A juntas tém tamanho correspondente ao envelope gerado por
SAXS, as duas estruturas que compdem a unidade assimétrica do cristal de 6xHis-
elF5A foram alinhadas com o envelopo obtido por SAXS (painel B da Figura 18). Isto
ndo significa que as duas moléculas de elF5A interagem dessa maneira, mesmo
porque nao existe 0 aminoacido hipusina na estrutura cristalizada. O alinhamento foi
realizado apenas para facilitar a comparacédo das dimensdes do envelope protéico
obtido por SAXS e o tamanho correspondente a duas moléculas de 6xHis-elF5A

juntas.

4.1.3.3- Ensaio de crosslinking

Com o objetivo de confirmar que a proteina elF5A ndo contendo o amino&cido
hipusina é capaz de se oligomerizar, a mesma amostra protéica utilizada
anteriormente nos ensaios de cristalizacdo (6xHis-elF5A produzida em E. coli.) foi
submetida ao tratamento com dissuccinato de etileno glicol (EGS), substancia capaz
de ligar covalentemente moléculas de proteinas na regido de contato. Também foi
verificado se o estado oligomérico de elF5A se mantém na presenca do agente
redutor DTT. Em seguida, o resultado foi analisado por SDS-PAGE e esta
apresentado na Figura 19.

As canaletas 2 a 4 contém a proteina 6xHis-elF5A nao tratada, tratada com
EGS e tratada com EGS na presenca de DTT, respectivamente. Pode-se observar
gue nas canaleta 2 e 4 aparece apenas uma banda na altura de aproximadamente
20kDa, tamanho préximo ao esperado para monémeros de 6xHis-elF5A (18-20kDa)
ou oligbmeros desnaturados pelo SDS. Por outro lado, a canaleta 3 apresenta varias
bandas, uma de aproximadamente 20kDa, outra de 40 kDa e outras maiores e em
menor intensidade, o que demonstra que 6xHis-elF5A apresenta-se como
monémero, dimero e até mesmo como oligbmeros com mais de duas moléculas da
proteina ou aglomerados devido a precipitacdo protéica. Outros trabalhos também

mostram elF5A como aglomerados protéicos (Chung et al., 1991; Jao e Chen, 2006;
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Gentz et al., 2008).

Por esse experimento, em que sdo mostrados mais de um tamanho para a
proteina apds o tratamento com EGS, ndo € possivel afirmar se 6xHis-elF5A
apresenta-se em solu¢cdo como uma unica forma oligomérica (dimero) ou como uma
mistura (dimero, mondémero ou aglomerados), uma vez que a existéncia de mais de
uma banda pode ser decorrente da ndo otimizacdo da condicdo de formacédo de
ligacbes covalentes entre apenas duas moléculas de elF5A através do agente
guimico EGS. No entanto, fica claro que a falta do amino&cido hipusina ndo impede
elF5A de interagir com outra molécula. Como controle desse experimentos foi
utilizada a proteina desoxihipusina sintase de humano (canaletas 5 a 7) que,
conhecidamente, forma dimero e tetramero na presenca de EGS, 0s quais sdo
desfeitos na presenca do agente redutor DTT. Esta proteina DHS de humano ja
existia previamente purificada no laboratorio. Esse experimento também foi realizado

durante meu Doutorado Sanduiche (Agosto 2008 — Janeiro 2009).
4.1.3.4- Ensaio de copurificacao

Com o objetivo de verificar se a proteina elF5A também se apresenta como
oligbmero no extrato celular e ndo apenas completamente purificada, foi realizado o
ensaio de copurificacdo entre GST-elF5A e elF5A, bem como entre GST-elF5AR e
elF5AX*R Para isso, inicialmente a linhagem SVL731, contendo o gene codificador
de elF5A selvagem em fusédo com proteina A (ProtA-elF5A), foi transformada com as
construgdes plasmidiais pSV36 e pSV146, as quais codificam as proteinas GST-
elF5A e elF5A respectivamente, ou com pSV40 e pSV39, as quais na mesma
ordem, codificam as proteinas GST-elF5A"*!R e eIF5AX*'R. Em seguida, a expresséo
das proteinas em fusdo com GST foi induzida por galactose e essas linhagens foram
submetidas ao ensaio de copurificacdo, apresentado na Figura 20. Este ensaio foi
realizado na presencga e auséncia de RNase e EDTA, com o proposito de investigar
se RNA mensageiro e/ou ribossomo inteiro (80S) sdo necessarios para a formacgao
oligomérica de elF5A no extrato celular. Como controle negativo do ensaio de
copurificacdo, foi utilizada a mesma levedura transformada com pSV20 (GST) e
pSV146 (elF5A).

Na Figura 20, observa-se claramente no controle negativo que a proteina GST

sozinha nao é capaz de interagir com elF5A. Por outro lado, pode-se verificar que as
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proteinas elF5A é copurificada por GST-elF5A e elF5AX*R é copurificada por GST-
elF5A**R resultado que demonstra que elF5A forma oligbmeros no extrato protéico,
independentemente da presenca do aminoacido hipusina, comprovando os dados
anteriormente obtidos neste trabalho. Da mesma forma como ocorre no ensaios de
crosslinking, ndo € possivel determinar por copurificacdo qual a forma oligomérica
assumida por elF5A (dimero ou oligbmeros maiores), no entanto, este resultado
oferece suporte adicional a idéia de que elF5A oligomeriza-se in vivo.

De modo interessante, GST-elF5A n&o copurifica elF5A na presenca de
RNase, o que sugere que a formacéao oligomérica de elF5A in vivo seja dependente
de RNA mensageiro. Por outro lado, a presenca de EDTA, reagente que provoca o
desacoplamento das subunidades ribossomais 40S e 60S, ndo desfez a interacao
entre GST-elF5A e elF5A, o que indica que o estado oligbmero de elF5A néo

depende do ribossomo como um todo.
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Figura 16. Analise do estado oligomérico de elF5A de levedura em solucdo,
purificada a partir da bactéria, por cromatografia de exclusdao molecular. (A)
Curva cromatografica obtida com a proteina His-elF5A (indicada em vermelho) e
com os padroes de massa molecular quimiotripsinogénio A (25Kda, representada
aqui por 3 picos devido a degradacéo) e ovoalbumina (43KDa) (indicada em azul).
(B) SDS-PAGE ap6s coloragdo com Coomassie Blue relativo as aliquotas obtidas da
cromatografia apresentada acima. As primeiras canaletas contém o padrdo de
massa molecular (Invitrogem). As proteinas His-elF5A, quimotripsinogénio e

ovoalbumina estéo indicadas por setas.
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Figura 17. Analise do estado oligomérico de elF5A em solucdo, purificada a

partir da levedura S. cerevisiae, por cromatografia de exclusdo molecular. (A)

Curva cromatografica obtida com os padrbes de massa molecular Blue Dextran,

ribonuclease A (13,4kDa), quimiotripsinogénio A (25KDa), ovoalbumina (43KDa) e

albumina (67kDa). Cromatograma e western blot das fracdes obtidas contendo as

proteinas 6xHis—elF5A (B) e 6xHis—elF5A"!? (C), o volume no qual as proteinas

foram eluidas esté indicado pela barra horizontal.
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100 A

Para Dado Dimero Modelo de

arametros ; . e -
experimental Cristalografico corpo rigido

Dmax (A) 100.0 +/- 10.0 92.6 111.5

Rg (A) 30.6 +/- 0.2 25.2 30.0

Discrepancia x - 45 2.1

Resolucéo (nm) 19.43

Figura 18. Andlise do estado oligomérico de 6xHis-elF5A em solucdo,
purificada a partir da levedura S. cerevisiae, por Espalhamento de raios-X em
baixo angulo (SAXS - “Small-angle X-ray scattering). (A) Func¢des de distribuigdo
par de distancia, obtidas a partir da transformacdo Fourier e graficos de Kratky e
Guinier para o espalhamento obtido com a amostra protéica. (B) Reconstrucao
tridimencional da proteina 6xHis-yelF5A a partir das medidas obtitas por SAXS. O
arranjo existente na célula unitaria do cristal de 6xHis-yelF5A PDB (ID-3EROQ) foi
alinhado com o envelope dessa proteina obtida por SAXS através do programa

subcomp.
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Figura 19. Andlise do estado oligomérico de 6xHis-elF5A em solucdo,
purificada a partir de bactéria, por crosslinking. SDS-PAGE seguido de
coloracdo por Coomassie Blue da proteina 6xHis-elF5A antes (canaleta 2) e apés o
tratamento com EGS e EGS mais DTT (canaletas 3 e 4, respectivamente). As setas
pretas indicam os tamanhos moleculares assumidos por 6xHis-elF5A. Como
controle, a proteina DHS de humano também foi submetida ao ensaio e esta
indicada por setas vermelhas. A canaleta 1 apresenta o padrdo de tamanho

molecular (Invitrogen).
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Figura 20. Andlise do estado oligomérico de 6xHis-elF5A por copurificagao.
Copurificacdo entre GST-elF5A e elF5A, bem como entre GST-elF5AFR e
elF5A*IR | seguido de SDS-PAGE e western blot. NL e L correspondem as
amostras néo ligadas e ligadas a resina de glutationa, respectivamente. Foi utilizado
anti-elF5A , o qual reconhece elF5A e GST. As setas indicam as proteinas

reveladas, com seus respectivos tamanhos moleculares.
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4.2- Obtencéao de novos mutantes de elF5A

Consideraveis avancos no estudo de elF5A foram conseguidos com a utilizacdo de
mutantes condicionais dessa proteina, notadamente em relacdo aos resultados obtidos em
nosso laboratdrio com o isolamento de supressores de tif51A-1 (Valentini et al., 2002; Zanelli
e Valentini et al., 2005), o envolvimento de elF5A com a maquinaria traducional (Zanelli et al.,
2006; Gregio et al., 2009) e o rastreamento por letalidade sintética utilizando o alelo tif51A-3
(Frigieri et al., 2007). Dessa maneira, com 0 objetivo de mapear regides estruturais
importantes para a atividade da proteina elF5A, trés diferentes técnicas foram utilizadas para
gerar mutantes dessa proteina de levedura: Mutagénese quimica, PCR mutagénica e
mutacdo sitio-dirigida. A obtencdo dos novos mutantes de elF5A foi realizada com a

colaborac¢do da bolsista de Iniciacdo Cientifica Suzana M. Rangel.
4.2.1- Mutagénese quimica

Recentemente, o alelo tif51A-3 (tif51ACM0) de elF5A foi utlizado em um
rastreamento por letalidade sintética realizado em nosso laboratorio (Frigieri et al., 2007).
Neste rastreamento, muta¢des pontuais aleatdrias foram geradas utilizando o agente quimico
etiimetanossulfonato (EMS) e buscou-se genes mutados que, em associacao exclusiva com
o0 alelo mutado tif51A-3, e s6 nesta situacao, inviabilizam a sobrevivéncia celular. O estudo
dos mutantes extragénicos revelou um alelo mutante do gene YPTL1 (yptl-G80D) como
sinteticamente letal com tif51A-3 (Frigieri et al., 2007).

Durante o rastreamento, também foram geradas mutacdes intragénicas no alelo tif51A-
3 que resultaram no nocauteamento deste alelo e consequentemente na inviabilidade celular,
visto que TIF51A é essencial. Nove mutantes intragénicos do alelo tif51A-3 foram gerados e
descartados do rastreamento de letalidade sintética por ndo se tratar exatamente de uma
interacdo genética. No entanto, esses mutantes foram objetos de estudo deste trabalho pois
a identificacdo e a caracterizacéo fenotipica das mutacdes que nocautearam o alelo tif51A-3
podem revelar aminoacidos importantes para a estrutura e a funcéo da proteina elF5A.

A fim de identificar estas mutac¢des intragénicas, o alelo mutado tif51A-3* foi amplificado
por PCR & partir do DNA gendmico dos nove mutantes e sequenciado utilizando os
oligonucleotideos SVO49 e SVO50. Além de apresentarem os dois aminoécidos trocados do
alelo mutante tif51A-3 (tif51A“*°¥6118P) ' os nove mutantes estudados revelaram um terceiro

aminoacido trocado, que estdo listados na Tabela 5. O mecanismo de acdo do agente
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mutagénico EMS envolve a adicdo de um grupo etil & guanina, a qual passa a fazer duas
pontes de hidrogénio e assim se pareia com timina no lugar da citosina. Como o esperado,
todos os alelos estudados apresentaram esse tipo de mutacéo (Tabela 5).

Coincidentemente, a mutagdo P83L presente em um dos alelos estudados
corresponde a mesma mutacdo observada no alelo tif51A-2 ja descrito por nosso laboratério
(Valentini et al., 2002). O fato de as trés mutac¢oes juntas (C39Y, P83L e G118D) tornarem a
levedura inviavel reforca a importancia desses aminoacidos na estrutura de elF5A.

Com o propésito de avaliar o fen6tipo gerado pelas mutacdes individualizadas, foram
realizados experimentos de separacéo das mutagbes dos alelos tif51A-3* nocauteados,
presentes nos mutantes SVL518 (tif51AC?Y/CLIBDSI0R gy 519 (tif51ASYTEO/CLED) Qv 520
(tif51 AC39Y/P116IJG118D)’ SVL521 (iif51 AC39Y/G5OD/GllSD), SVL522 (tifslACSQY/GSSD/GﬂSD) e SVL523
(tif51 ACOYCLEOMIAZY " yando possivel, a separacdo destas mutacdes foi realizada através
de subclonagens de fragmentos de DNA. Primeiramente, os alelos selvagem e nocauteados
de TIF51A foram amplificados por PCR utilizando os oligonucleotideos SVO58/SVO59 e
DNA gendmico das leveduras SVL55, SVL518, SVL519, SVL520, SVL521, SVL522 e
SVL523. Em seguida, o alelo selvagem foi clonado no sitio BamHI do vetor puC18 (pSV303)
dando origem a construcdo plasmidial pUC18-TIF51A (pSV305). Apos digestdo da
construcdo pSV305 e dos produtos de PCR contendo os alelos mutados de tif51A-3" com
enzimas de restricdo especificas, as quais apresentam sitios apenas na ORF de TIF51A,
mas nao no vetor pUC18 (pSV303), um fragmento do alelo selvagem foi substituido pelo
mesmo fragmento do gene mutado (“swap”). Dessa maneira foram obtidas as construgbes
plasmidiais pSV617 (pUC18-if51A™CH18D) - nS\vE18  (pUC18-if51ACH MY - hsve19
(PUC18-if51ACMEPS10RY 'h5\620 (pUC18-1if51A4Y), pSV621 (pUC18-if51AM), pSV766
(PUC18-if51A™®), pSV768 (pUCL8-if51ASD)  nhsv770 (pUC18-if51A%P), pSV772
(PUC18-if51ASY5%80Y  nSv774 (pUC18-if51ASP) e pSV777 (pUC18-if51AP1e/CHED) a9
guais foram checadas por sequenciamento de DNA utilizando os oligonucleotideos SVO49 e
SVO50.

Esses novos alelos foram entdo subclonados em um vetor LEU2/CEN (pRS315 -
pSV59), utilizando a enzima BamHI. As subclonagens deram origem as construcées pSV622
(PRS315-if51ATCIED) - nSvE23  (PRS315-if51ACHEOMI42) - hSve24  (pRS315-
tif51LACHEOSI40R) - hvE25  (pRS315-6f51AMY), pSV626  (PRS315-if51A5F), pSV767
(PRS315-if51A™), pSV769 (pRS315-if51AYP) hSv771 (pPRS315-1i51AP), pSV773
(PRS315-1if51A“Y530) ' nSV775 (pRS315-i51A°P) e pSV778 (PRS315-tif51A7HOHCHED)

Estas subclonagens de separacdo das mutacGes nao puderam ser feitas diretamente em
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PRS315 (pSV59), pois os sitios das enzimas de restricdo utilizadas também estao presentes
nesse vetor.

As duas mutagdes do alelo 3 de TIF51A (tif51A%/C180) também foram separadas. No
entanto, a separagdo pode ser realizada diretamente a partir da construgdo contendo o alelo
tif51A-3 no vetor pRS315 (pSV140), utilizando a enzima Sall que possui um sitio dentro da
ORF de TIF51A e outro no vetor. Essas mutagbes ja haviam sido isoladas no passado
(Valentini et al., 2002), entretanto, os plasmideos foram perdidos. Essas subclonagens deram
origem &s construcdes plasmidiais pSV615 (pRS315-if51A%Y) e pSV616 (PRS315-
tif51ACED),

4.2.2- PCR mutagénica

O gene que codifica elF5A (TIF51A) foi usado como molde para PCR mutagénica
utiizando os oligonucleotideos SVO51 e SVO52, gradiente de concentracdes de
desoxirribonucleotideos, 7 mM de MgCl, e 0,5 mM de MnCl,. Ap6s amplificacdo e
quantificacdo, foi realizada transformacéo de alta eficiéncia da levedura nocaute coberta com
gene selvagem de elF5A (SVL132), com o produto de PCR mutagénica e o plasmideo
TRP1/CEN pRS314-TIF51A (pSV501), anteriormente linearizado com Sall, para promover a
recombinacé&o homologa.

Os volumes totais das transformacdes foram plaqueados em 40 placas SC -Trp. Os
clones obtidos foram replicados, com a utilizacdo de veludo estéril, em 5-FOA e incubados
diretamente a 37°C. Isso foi feito devido ao aparecimento de um grande nimero de colbnias
por placa na etapa de transformacdo, o que impossibilitava a distincdo dos clones apos
vérias réplicas. Foram rastreados 1,0x10° clones, entre os quais foram obtidos 7 suspeitos.
Os clones suspeitos foram cultivados, a partir da placa SC -Trp a 25°C, em meio contendo 5-
FOA, para que ocorresse a troca de plasmideos, e 3 cobriram o nocaute de TIF51A.

Os 3 clones que cobriram o0 nocaute de TIF51A tiveram entdo seus plasmideos
extraidos da levedura e, a seguir, introduzidos em E. coli através de eletroporacéo. Depois de
crescidas as colénias bacterianas, foi feita a extracao plasmidial de bactéria. A partir desse
DNA foi realizada reacdo de sequenciamento do plasmideo mutado utlizando os
oligonucleotideos SVO49 e SVO50, sendo possivel identificar as mudancas dos residuos de
aminodcido de elF5A codificada por cada clone, sdo elas: pSV708 (pRS314-tif51A95F),
PSV710 (pRS314-tif51 ANHKMUIPESS) @ ho\/711 (PRS314-if51ACHPVD),

Com o0 mesmo proposito de determinar residuos de aminoacidos importantes para a
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manutencdo da estrutura e atividade da proteina elF5A, as mutagdes dos diferentes alelos
gerados foram isoladas, quando possivel, por subclonagens. Sendo assim, o plasmideo
pSV708 (pRS314-if51A% SR foi digerido com as enzimas Sall e Hpal, gerando um
fragmento onde estava contido somente a mutagdo L93F. Esse fragmento foi ligado ao
pRS314-TIF51A (pSV501), previamente digerido com as mesmas enzimas e, através desta
troca foi obtido um plasmideo contendo somente a mutacdo L93F (pSV712-pRS314-
tif51A"*). Concomitantemente, o plasmideo restante do pSV708 (pRS314-tif51A2 %)
contendo a mutacdo Q22H, foi ligado ao fragmento de 357 pb gerado pela digestdo com
Hpal e Sall do pRS314-TIF51A (pSV501), gerando a construgcdo pSV713 (pRS314-
tif51A%%2H),

As mutacdes do pSV710 (pRS314-if51ANHKMAPES) foram isoladas digerindo o
plasmideo com as enzimas Sall e Hpal, gerando um fragmento que possui as mutacdes
M44l e P83S. Esse fragmento foi ligado ao plasmideo pRS314-TIF51A (pSV501)
previamente digerido com Sall e Hpal e, através disso, foi conseguida uma construcao

AMAIPE3S) Ao mesmo

plasmidial contendo apenas estas mutacOes (pSV781-pRS314-tif51
tempo, o plasmideo restante do pSV710 (pRS314-tif51ANKMAPES) “contendo somente a
mutacdo N29K, foi ligado ao fragmento gerado pela digestdo com Hpal e Sall do pRS314-
TIF51A (pSV501), gerando a construcdo pSV782 (pRS314-tif51AN). Para separar as
mutacbes M44l e P83S, foi necessaria a subclonagem do alelo selvagem e do mutante
tif5LAM4PE3S no vetor pUC18, pois a auséncia de sitios de restricdo no cassete de clonagem
do pSV781 (pRS314-if51AM4PES) nao permitia a separacdo destas mutacdes. Assim,
utlizando a enzima BamHI, o fragmento de 1,1Kb foi retrado do plasmideo pSV781
(PRS314-1if51AMPES) @ ligado ao pUC18 (pSV303) previamente linearizado com BamH,
gerando entdo pSV780 (pUC18-if51AMPE35) A seguir, o pSV780 (pUC18-if51AMPES) foi
digerido com as enzimas EcoRV e EcoRl e o fragmento produzido contendo a mutagéo M44l
foi ligado ao pUC18-TIF51A (pSV305) previamente digerido com as mesmas enzimas e,
deste modo, foi conseguido um plasmideo contendo somente a mutacdo M44l (pSV794-
pUC18-if51A™). Porém, foi necessario trazer este alelo para uma construcdo plasmidial
gue permite a sua expressdao em levedura. Deste modo, foi feita outra subclonagem
utilizando BamHI, gerando um fragmento de 1,1Kb do plasmideo pSV794 (pUC18-if51A44),
gue foi ligado ao vetor LEU2/CEN pRS315 (pSV59) previamente linearizado com esta
mesma enzima. Com isso, foi obtida a mutacéo M44l no plasmideo LEU2 (pSV793-pRS315-
tif51A*4). Finalmente, a mutacio P83S isolada ja existia no laboratdrio, pois corresponde ao
alelo tif51A-1 (Valentini et al., 2002).



104

O isolamento das mutacdes presentes no plasmideo pSV711 (pRS314-tif51AC4PVSy
foi feito utilizando a mesma estratégia usada para separar as mutacdes do pSV708 (pRS314-
tif51A%2279F)  Dessa maneira, foram obtidos os plasmideos pSV783 (pRS314-if51A%P) e
pSV784 (pRS314-tif51A™P).

4.2.3- Mutacao Sitio-dirigida

A estrutura terciaria de elF5A é formada basicamente por estruturas 3 e “ao acaso’,
como pode ser observado na estrutura cristalogréfica de elF5A de S. cerevisiae (Figura 8).
Essas estruturas aleatérias que conectam as estruturas 3 sdo chamadas de al¢as, as quais
podem ser importantes pontos de interacéo fisica entre proteinas e outros fatores celulares,
uma vez que essas sequéncias de residuos geralmente ndo tém importancia para
estabilizacdo da estrutura secundaria e encontram-se na superficie da proteina. Como dito
anteriormente, elF5A sofre uma modificacdo pos-traducional exclusiva e de extrema
importancia para a viabilidade da célula, que consiste na hipusinacdo da lisina 51, presente
na alca localizada entre o residuo treonina 46 até a lisina 56 da sua estrutura (Figuras 4 e 8).
Assim, foram geradas mutacGes pontuais em residuos especificos presentes na algca onde
ocorre a hipusinacéo de elF5A, uma regido de total conservacdo entre as espécies, como
pode ser verificado no alinhamento multiplo apresentado na Figura 3.

Essas modifica¢es foram obtidas pelo método de mutacao sitio-dirigida, utilizando o kit
“QuickChange” — Stratagene e o plasmideo LEU2 contendo o gene codificador de elF5A
selvagem pRS315-TIF51A (pSV146). Os oligonucleotideos foram devidamente desenhados
para que fossem introduzidas as muta¢des pontuais em elF5A, como mostrado na Tabela 5.
Os oligos SVO218/SVO219 geraram o0 mutante H52A (pSV732-pRS315-tif51A™%),
SVO387/SVO388  produzitam o0 mutante H52D  (pSV785-pRS315-if51A™P),
SVO220/SVO221 formaram G53A  (pSV731-pRS315-if51A°%4),  SV0216/SVO217
originaram G50A  (pSV733-pRS315-4if51A%Y) e SVO214/SVO215 produziram a
modificacdo K56A (pSV734-pRS315-if51A%), SV0393/SV0394 geraram K56D (pSV787-
pRS315-if51A%) e SVO395/SVO396 originaram H54D (pSV786-pRS315-if51A™P),
Todas estas mutacdes foram checadas por sequenciamento, utilizando os oligonucleotideos
SVO49 e SVO50.

Também foram obtidos mutantes com modificacbes nas estruturas o-hélice da

molécula de elF5A (Figura 8). Os oligonucleotideos SVO405 e SVO406 foram utilizados para
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gerar a mutacdo S24P (pSV843-pRS315-if51A5**), localizada na pequena a-hélice do N-
terminal de elF5A (Figura 8). Os oligos SVO425 e SVO426 originaram as trés mutacoes
G118V, L120N e L124D (pSV845-pRS315-1if51 ACHEVILIZ0NLI2AD) 1 |6calizadas na o-hélice do
C-terminal (Figura 8) e os oligos SVO427 e SVO428 geraram a mutacdo dupla G118V e
D122W (pSV844-pRS315-1if51ACHPI22M) também localizadas na a-hélice do C-terminal.
Os oligonucleotideos SVO389 e SVO390 foram utilizados para inserir um stop cédon no C-
terminal de elF5A, deletando completamente a o-hélice dessa regido (pSV842-pRS315-
tif51 APH10P),

Além das mutacdes dos residuos das a-hélices, foi feita também a modificacdo no
gene de elF5A para que houvesse a delecdo dos 10 aminoécidos iniciais de elF5A. Esta
modificacdo também foi realizada para analise da importancia desses residuos em
eucariotos, uma vez que esses aminoacidos nao existem nas proteinas elF5A de arqueas.
Essa delecdo foi gerada primeiramente, retirando a metionina inicial de elF5A, que foi
substituida por uma leucina, gerando o mutante M1L (pSV735-pRS314-tif51A"') através da
utilizacdo dos oligonucleotideos SVO210 e SVO211. Esse alelo leva a delecdo dos 20
amino&cidos iniciais de elF5A (A20), uma vez que a segunda metionina, na mesma janela de
leitura, € no residuo 21 da proteina. A seguir, 0 mutante M1L foi usado como DNA molde
para a geragao da delecdo dos 10 aminoacidos (A10), a qual foi realizada através da
introducdo de um residuo de metionina em substituicdo a treonina 10. A mutacdo T10M
(pPSV736-pRS314-1if51A™M) foi realizada através da utiizacdo dos primers SVO212 e
Sv0213.

Dessa maneira, foram gerados 40 mutantes novos de elF5A, dos quais 18 tiveram
origem por mutagénese quimica, 10 foram gerados por PCR mutagénica e 12 foram obtidos
por mutacdo sitio-dirigida. Na Tabela 6 estdo listados todos os mutantes de elF5A
desenvolvidos nesse trabalho, bem como todos os ja existentes na literatura. A Figura 21
apresenta a localizacdo de alguns dos residuos mutados no modelo da estrutura
tridimencional de elF5A de S. cerevisiae (PMDB PM0075091).



Tabela 5. Relagéo das mutacdes intragénicas geradas no alelo tif51A-3, durante o

rastreamento de letalidade sintética.

MUTANTE ) ,
INTRAGENICO CODON ALTERADO  AMINOACIDO TROCADO
#1(51) ACT - ATT Te6!
#2(83) CCA—CTA P83L
#3(88) TCC—»TTC S140F
#4(345) ACT — ATT T66l
#5 (360) ACT — ATT T66l
#6 (385) CCA—CTA P116L
#7(413) GGT — GAT G50D
#8(440) GGT — GAT G53D

#9 (447) ATG — ATA M142D

106
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Tabela 6. Resumo dos residuos de aminoacidos alterados existentes nos mutantes de elF5A

e seus respectivos fenétipos.

Niveis da proteina

Fenbtino d Expresséo IFSA
. . endtipo de i e na
Origem Mutacéo ) .p daproteina .
crescimento™ . temperatura néo
elF5A .
permissiva
tif51A B tr Sim ++++
tif51A(K51R) y .
K51R Inviavel Sim ND
(Schnier et al., 1991)
ts1159 o .
S149P ts34°C Sim +
(Zuk et al., 1998)
tif51A-1 o .
P83S ts36°C Sim +
(Valentini et al., 2002)
tif51A-2 o .
P83L ts37°C Sim +++
(Valentini et al., 2002)
tif51A-3 o .
C39Y/G118D ts36°C Sim ++
(Valentini et al., 2002)
C39Y ts 38°C Sim +++
G118D tr Sim ND
tif51A (L102A)
(Chatterjee et al., L102A ts 37°C Sim ND
2006)
tif51A(D63V) o .
D63V ts37°C Sim ND
(Saini et al., 2009)
Mutagénese quimica C39Y/P83L/G118D Inviavel ND ND
Mutagénese quimica C39Y/T661/G118D Inviavel ND ND
T661/G118D ts 37°C Sim +++
T66I ts 38°C ND +++
Mutagénese quimica  C39Y/G118D/S140F Inviavel ND ND
G118D/S140F ts 38°C Sim +
S140F tr Sim ND
Mutagénese quimica  C39Y/G118D/M142| Inviavel ND ND
G118D/M142| ts 38°C Sim ++
M142| tr Sim ND
Mutagénese quimica  C39Y/P116L/G118D Inviavel ND ND
P116L/G118D ts 38°C Sim ++
Mutagénese quimica  C39Y/G50D/G118D Inviavel ND ND
C39Y/G50D Invidvel Sim ND
G50D Inviavel Sim ND
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Mutagénese quimica  C39Y/G53D/G118D Inviavel ND ND
C39Y/G53D Invidvel Sim ND

G53D Inviavel Sim ND
PCR mutagénica N29K/M441/P83S ts 37°C Sim ++
M441/P83S ts 37°C Sim ++

N29K tr Sim ND

M44| tr Sim ND

PCR mutagénica G14D/V57D ts 37°C Sim +++
G14D tr Sim ND

V57D ts 37°C Sim +++

PCR mutagénica Q22H/L93F ts 38°C Sim ++++
L93F tr Sim ND

Q22H tr Sim ND

Sitio-dirigida G50A Inviavel Sim ND
Sitio-dirigida H52A Inviavel Sim ND
Sitio-dirigida H52D Inviavel Sim ND
Sitio-dirigida G53A Inviavel Sim ND
Sitio-dirigida H54D Inviavel Sim ND
Sitio-dirigida K56D Inviavel Sim ND

Sitio-dirigida K56A ts 37°C Sim e+
Sitio-dirigida Al1-10 tr Sim ND
Sitio-dirigida A116-157 Inviavel N&o ND
Sitio-dirigida S24P ts 37°C Sim ++
Sitio-dirigida G118Vv/D122W ts 37°C Sim ++
Sitio-dirigida G118D/L120N/L124D Invidvel N&o ND

®Abreviacdes usadas: ts = temperatura-sensivel; tr = temperatura-resistente.
bTemperatura na qual o fenétipo é observado.

°ND = N&o determinado.
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Alca da hipusina

N-termina’ C-terminal

Figura 21. Localizacdo de alguns dos residuos mutados de elF5A. Os dominios N-
terminal e C-terminal, bem como a alca onde se localiza a lisina 51 (em negrito), alvo da
hipusinacgao, estéo indicados por barras horizontais no modelo da estrutura tridimencional de
elF5A de S. cerevisiae (PMDB PM0075091). Os residuos identificados indicam a localizacdo

de alguns dos mutantes descritos nesse trabalho.
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4.3- Caracterizacao inicial dos novos mutantes de elF5A
4.3.1- Complementagao da levedura contendo o alelo nocauteado de TIF51A

A primeira analise que deve ser feita com relacédo a um mutante de um gene essencial
€ conferir se o0 alelo mutado complementa a inviabilidade causada pelo nocauteamento do
alelo selvagem. Assim, o plasmideo contendo o alelo selvagem do gene que codifica a
proteina elF5A (pSV138- pRS316-TIF51A) e que mantém viavel a levedura com esse gene
nocauteado (SVL132) foi trocado por um plasmideo contendo um dos alelos mutados
individualmente. A viabilidade a 25°C indica que a proteina elF5A mutada substitui a proteina
selvagem. Entretanto, os alelos que ndo cobriram o nocaute do gene selvagem e tornaram
as células inviaveis a 25°C possuem uma mutacdo bastante severa, indicando que a regido
onde esta localizada essa mutacdo € importante para a estrutura e/ou funcao protéica. Dos
40 mutantes novos de elF5A gerados neste trabalho, todos os 7 mutantes triplos originados
pela mutagénese quimica nao foram utilizados nesse ensaio, pois vieram do rastreamento de
letalidade sintatica e, portanto, ndo complementam o nocaute de TIF51A.

Os outros 33 mutantes obtidos por PCR mutagénica em plasmideo TRP1/CEN
(pPSV58-pRS314; 9 construcdes) ou mutacdo sitio-dirigida em plasmideo LEU/CEN (pSV59-
pRS315; 24 construcdes) foram transformados individualmente na levedura contendo o gene
codificador de elF5A nocauteado (SVL132). Dessa maneira foram geradas as linhagens
SVL524 (pSV59-pRS315-if51ATCED) 'Sy 525 (pSV59-pRS315-if51ACHEPMI2Y) gy 526
(pSV59-pRS315-if51ACHEISIRY - gy 527 (pSV59-pRS315-if51AM), SVIL528 (pSV59-
PRS315-if51ASF) SVIL599 (pSV58-pRS314-if51A%2H)  SvL601 (pSV58-pRS314-
tif5 L ANCKMAAIPESS) - Qv 602 (pSVE8- pRS314-if51ASMPVS™DY - Qv 603 (pSV5E8-pRS314-
tif51A%), SVL604 (pSV58-pRS314-if51A%Y,  SVL631  (pSV59-pRS315-if51A%),
SVL632 (pSV59-pRS315-if51A™#), SVLE33 (pSV59-pRS315-if51AY), SVLE34 (pSV59-
PRS315-4if51A ), SVL636 (pSV59- pRS315-if51AYY), SVL649  (pSV59-pRS315-
tif51A™®), SVL650 (pSV59- pRS315-1if51ATHHCHEDY " Qv 664 (pSV5E8-pRS314-if51ASMP),
SVL665 (pSV58-pRS314-if51AN), SVL666 (pSV59-pRS315-if51AM), SVL667 (pSV58-
PRS314-if51A°"P), SVL668 (pSV58-pRS314-tif51AMIPES) - Sy 671 (pSV59-pRS315-
tif51A™°),  SVLE72 (pSV59-pRS315-if51A™P),  SVL673  (pSV59-pRS315-1if51ACP),
SVL704 (pSV59-pRS315-if51ASC0) - SvL705 (pSV59-pRS315-if51A%P), SVL706
(pPSV59-pRS315-if51A“YC3P) - SvIL707  (pSV59-pRS315-if51A%%P), SVL721  (pSV59-
PRS315-if51A%*F), SVL722 (pSV59-pRS315-if51ACMEYPL22W) - Qv 723 (pSV59-pRS315-
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tif51 ACHEVZNLIZD) o 57) 752 (pSV59-pRS315-tif51 AP,

Em seguida, o plasmideo URA3 contendo o alelo selvagem de elF5A (pSV138-
pRS316-TIF51A), que mantém viavel a levedura com esse gene nocauteado (SVL132), foi
substituido em meio 5-FOA a 25°C por um dos plasmideos TRP1 ou LEU2 contendo elF5A
mutado. Os controles utilizados nessa primeira fase de caracterizacdo foram os vetores
vazios TRP1 ou LEU2 (pSV58-pRS316, pSV59-pRS315) e 0 vetor contendo 0 gene de
elF5A selvagem (pSV50-pRS314-TIF51A/SVL512 ou pSV146-pRS315-TIF51A/SVL530).
Foi observado que dos 33 alelos analisados, 21 mostraram-se viaveis e 12 inviaveis, ndo
permitindo o crescimento da levedura na auséncia do alelo selvagem de elF5A (Tabela 6). O
painel A da Figura 22 apresenta o resultado do teste de complementacdo do nocaute de

elF5A de alguns dos alelos novos obtidos.
4.3.2- Andlise do fendtipo de sensibilidade a temperatura dos mutantes viaveis

Apoés o teste de complementacdo do fendtipo, todas as 21 linhagens viaveis foram
entdo submetidas ao ensaio de sensibilidade a temperatura. As leveduras com o gene
cromossomal de elF5A nocauteado por HIS3 e cobertas apenas com um dos alelos em
estudo foram submetidas a diluicdes seriadas e cultivadas em meio SC-his a 25°C, 37°C e
38°C. Como controles desse experimento, foram utilizadas as leveduras nocauteadas
cobertas com o alelo selvagem pRS315-TIF51A (SVL530) ou pRS314-TIF51A (SVL512).

Alguns alelos de TIF51A sensiveis & temperatura, os quais incluem tif51A-1 (if51A™%S),
tif51A-2 (tif51A7EY), tif51A-3 (tif51ASYCIED) 151159 (1if51ASM%P), 1if51A-L102A (tif51A2%) e
tif51A-D63V (tif51AP%Y), j& foram previamente descritos na literatura (Valentini et al., 2002;
Zuk e Jacobson, 1998; Chatterjee et al., 2006; Saini et al., 2009). No entanto, como esses
mutantes apresentaram diferentes graus de sensibilidade a temperatura e isso pode ser
decorrente de diferentes “background” genéticos, seus fenotipos foram novamente checados,
dessa vez sob o mesmo “background” genético. Os mutantes tif51A-L102A (tif51A"%) e
tif51A-D63V (tif51AP®Y), recentemente descritos, ndo foram incluidos nessa andlise. Foi
analisada também a importancia de cada mutacéo presente no alelo tif51A-3 para o fenétipo
do mutante.

O painel B da Figura 22 apresenta o fendtipo de sensibilidade a temperatura de alguns
dos novos mutantes e dos previamente descritos. Como o esperado, a levedura contendo
elF5A selvagem cresceu a 37°C e a 38°C da mesma forma como a 25°C, e as leveduras

contendo os alelos temperatura-sensiveis ndo cresceram a partir de 32°C. Nesse estudo, 13
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novos mutantes apresentaram-se termossensiveis e 8 mostraram-se termorresistentes
(Tabela 6).

Utilizando a mesma metodologia, também foi avaliado se 0s compostos quimicos
sorbitol e PMSF, acrescentados individualmente ao meio de cultura, promovem supressao
fenotipica entre todos os mutantes de elF5A. Como mostrado no painel B da Figura 22, a
adicdo de 1M de sorbitol no meio de cultura suprimiu parcialmente os fenétipos de
termossensibilidade dos mutantes apresentados e de todos os outros caracterizados nesse
trabalho (resultados ndo mostrados). No entanto, o sorbitol ndo foi capaz de substituir a
proteina elF5A no ensaio de complementacdo do nocaute do gene codificador dessa
proteina (resultados ndo mostrados). Por outro lado, a adicdo de PMSF no meio de cultura
nao melhorou o crescimento celular dos mutantes de elF5A na temperatura hdo permissiva

(dados nao mostrados).

4.3.3- Estabilidade da proteina mutada presente nos mutantes sensiveis a

temperatura

Os fendtipos de inviabilidade ou termossensibilidade celular ocasionada por uma
mutacdo genética pode ser decorrente de duas situagfes: a) degradacdo da proteina
codificada pelo gene mutado ou b) producdo de uma forma inativa da proteina, que deixa de
se ligar a outros componentes celulares. Dessa maneira, para determinar a causa dos
fendtipos apresentados pelos novos mutantes de elF5A, os niveis dessa proteina foram
analisados por western blot para cada novo alelo inviavel ou termossensivel de TIF51A.
Como apresentado na Tabela 6, a maioria dos alelos termossensiveis apresentou
instabilidade da proteina elF5A na temperatura ndo permissiva. Esses resultados sao
similares aos obtidos com os 4 mutantes condicionais de elF5A previamente descritos na
literatura, os quais revelam residuos importantes para a estrutura secundaria e terciaria de
elF5A (painel A da Figura 23). Dos 13 novos mutantes termossensiveis testados, apenas 2
ndo apresentam degradacdo de elF5A na temperatura ndo permissiva, sao eles: SLV599
(PRS314-if51A%H9F) @ SVL634 (pRS315-if51A%), 0s quais serdo discutidos adiante. Os
niveis da proteina elF5A mutada também foram verificados na presenca de 1M de sorbitol no
meio de cultura, no entanto ndo foi observado estabilizagdo protéica (painel A da Figura 23).

Com o objetivo de verificar se a reducéo dos niveis da proteina elF5A nos mutantes de
tif51A € resultado de uma deficiéncia na sintese protéica ou da rapida degradacéo dessa

proteina na temperatura ndo permissiva, foi realizado o ensaio de “pulse-chase” nas
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temperaturas permissiva e ndo permissiva. Com a colaboracdo do Dr. Luciano Henrique
Apponi, esse ensaio foi repetido trés vezes e os resultados obtidos foram utilizados para
calcular a meia-vida das proteinas elF5A provenientes de alguns mutantes de tif51A (Painel
B da Figura 23). Na temperatura permissiva, tanto as proteinas provenientes dos alelos
mutantes analisados como do selvagem apresentaram meia-vida de aproximadamente 25
horas, 0 que esta de acordo com os dados previamente publicados (Kang e Hershey, 1994).
No entanto, na temperatura ndo permissiva, as proteinas provenientes dos mutantes de
tif51A apresentaram marcante reducdo de meia-vida (Painel B da Figura 23).

Esses resultados confirmam a hipétese de que a instabilidade protéica € responséavel
pela diminuicdo dos niveis da proteina elF5A na temperatura ndo permissiva e demonstram
gue os fendtipos apresentados pelos alelos mutantes de tif51A na temperatura nao
permissiva sdo decorrentes da diminuicdo dos niveis da proteina elF5A, essencial para a

viabilidade celular.
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Figura 22. Avaliacdo da complementacédo do nocaute de TIF51A de alguns mutantes.
(A) Andlise de crescimento das linhagens com a proteina elF5A mutada. (B) Determinacéo
da sensibilidade a temperatura dos mutantes tif51A, sob o mesmo background genético, na

presenca e auséncia de 1M de sorbitol no meio de cultura.
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Figura 23. Andlise da estabilidade da proteina mutada presente nos mutantes
sensiveis a temperatura de tif51A. (A) Determinacdo dos niveis da proteina elF5A
selvagem e mutada por western blot, nas temperaturas permissiva e ndo permissiva, na
presenca e na auséncia de 1M de sorbitol. (B) A meia-vida das proteinas elF5A selvagem e
mutadas foram checadas por ensaios de “pulse-chase”, nas temperaturas permissiva e ndo

permissiva.
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4.4- Caracterizacdo dos mutantes de tif51A que apresentam alteracdo na alca

de hipusinacao

Durante a andlise da terceira mutagao que nocauteou o alelo tif51A-3*YC1EP ge |F5A
e causou inviabilidade celular (Frigieri et al., 2007), foram identificadas 2 novas mutacoes
(G50D e G53D) que, individualmente, sdo capazes de nocautear o gene codificador de
elF5A. Estes residuos séo totalmente conservados entre 0s varios organismos analisados
(Figura 4) e estao localizados na al¢a de hipusinagdo (painel A da Figura 24). Esta alga, por
sua vez, € 100% conservada entre 0s eucariotos e contém residuos carregados
positivamente ou ndo carregados (Figura 4). Dessa maneira, com o objetivo de verificar se a
presenca de aminoacidos negativamente carregados € a causa da inviabilidade dos alelos
tif51A%P e 1if51A%*", novos mutantes foram gerados através de mutacdo sitio-dirigida,
substituindo os residuos G50, H52, G53 e K56 por alanina e os residuos H52, H54 e K56 por
acido aspartico. Esses novos mutantes foram avaliados quanto a sua capacidade de
complementar o nocaute do gene selvagem (painel A da Figura 22), e os resultados mostram
claramente que apenas o alelo tif51A"**, (iltimo aminoécido da alca de hipusinacéo (painel A
da Figura 24), foi capaz de substituir 0 gene selvagem na temperatura permissiva. Em
seguida, para verificar se as proteinas mutadas sdo produzidas pelos alelos inviaveis, uma
linhagem que expressa a fusdo funcional da proteina A com elF5A selvagem (SVL731) foi
transformada com os alelos em estudo e a expressédo de elF5A mutada foi checada por
western blot. Essa andlise foi possivel uma vez que os tamanhos da proteina A-elF5A e
elF5A séo diferentes. Como pode ser observado no painel B da Figura 24, todos os mutantes
inviaveis analisados apresentam a proteina elF5A mutada estavel, o que indica que seus
fendtipos de inviabilidade ndo sdo causados pela perda da proteina. Esses resultados
sugerem gue essas proteinas mutantes sao estaveis, mas nao funcionais.

Assim, com o0 objetivo de determinar se um defeito na sintese de hipusina é
responsavel pelo fendtipo de inviabilidade apresentado pelos alelos com mutac¢es na alca de
hipusinacao, foi testado se essas proteinas mutadas servem de substrato para as enzimas
modificadoras de elF5A (Dys1 e Lial) em um experimento de hipusinacgéo in vivo (painel C da
Figura 24). Nenhuma das proteinas mutadas avaliadas sofreu a modificacéo pés-traducional
de incorporacdo do residuo de hipusina, sendo esta a causa para seus fenétipos de
inviabilidade. O mutante elF5A"** ser4 analisado e discutido adiante.
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Figura 24. Caracterizacdo dos mutantes de elF5A cujos residuos modificados estao
localizados na alca de hipusinacéo. (A) Localizacédo de alguns dos residuos mutados de
elF5A. Os dominios N-terminal e C-terminal, bem como a alca de hipusinacdo, estao
indicados por barras horizontais no modelo da estrutura tridimencional de elF5A de S.
cerevisiae (PMDB PMO0075091). Os residuos pertencentes a alca de hipusinacdo estao
marcados em vermelho, a lisina alvo da hipusinacéo estad marcada em azul e a localizagdo do
residuo K56 esta indicada em preto. (B) Expresséao e estabilidade das proteinas mutadas. As
linhagens expressando a fusdo funcional ProtA-elF5A selvagem foi transformada com os
alelos inviaveis de tif51A e a expressao das proteinas mutantes foi determinada por western
blot. (C) Andlise das proteinas mutantes como substrato para a formacéo da hipusina. As
mesmas linhagens utilizadas em (B) foram submetidas ao ensaio de hipusinacdo. O painel

apresenta o fluorograma do SDS-PAGE das amostras analisadas.
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Figura 26. Mutantes de elF5A com substituicdes na a-hélice do dominio C-terminal
apresentam defeitos de estruturacao protéica. (A) Expressao e estabilidade das proteinas
mutadas produzidas pelas linhagens inviaveis. As linhagens expressando a fusao funcional
ProtA-elF5A selvagem foi transformada com os alelos invidveis de TIF51A e a expressdo das
proteinas mutantes foi determinada por western blot. (B) Analise por dicroismo circular da
estrutura secundaria de elF5A recombinante. As proteinas selvagem e mutantas no C-
terminal que se apresentaram inviaveis foram expressas em E. coli e analisadas por

dicroismo circular.
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4.5- Caracterizacdo dos mutantes de tif51A que apresentam alteragdo na a-

hélice do C-terminal

Como apresentado na Figura 8 e no painel A da Figura 25, a estrutura terciaria de
elF5A de S. cerevisiae possui uma regido em a-hélice no dominio C-terminal. Curiosamente,
estruturas previamente determinadas de proteinas homologas de elF5A de arqueas nao
apresentam essa o-hélice ou possuem essa estrutura bastante reduzida, diferente das
estruturas observadas em leishmania, levedura e humano (Kim et al., 1997; Peat et al., 1998;
Yao et al., 2003; Tong et al., 2009; L. braziliensis - PDB ID 1X60 e L. mexicana — PDB ID
1XTD).

Com o objetivo de confirmar a existéncia da o-hélice do C-terminal e analisar a
importancia dessa estrutura secundaria para a estruturacdo e funcdo de elF5A, foram
geradas mutacdes sitio-dirigidas baseadas na estrutura modelada de elF5A de S. cerevisiae
(PMDB PM0075091): elF5ASHEVD122W - o) p5 ACHIBVILIZONLIZAD o o|EBAMIEIST  Egtas mutantes
também foram avaliados quanto a complementacéo do nocaute de TIF51A, sensibilidade a
temperatura e estabilidade da proteina mutada Como esperado, estes mutantes
apresentaram diferentes graus de severidade fenotipica (painel A da Figura 22 e painel B da
Figura 25). O mutante elFSASM8PEW mastrou-se termossensivel com degradagdo da

proteina mutada na temperatura ndo permissiva (painel B da Figura 25), e os mutantes

elF5 AG118V/L120N/L124D 5, AA116-157

e elF apresentaram fenétipo de inviabilidade com niveis de
producdo de elF5A mutada ndo detectaveis (painel A da Figura 22 e painel A da Figura 26).
Esses resultados indicam que a regido que contém essas mutagdes é importante para a
manutencao estrutural da proteina elF5A.

Buscando confirmar fisicamente a existéncia da o-hélice e caracterizar sua importancia,

ACHBVILIZNLIZAD o o|F5AMISIS’ hem como elF5A selvagem, tiveram seus

os mutantes elF5
genes clonados no vetor de expressdo em bactéria pQE30, as proteinas foram produzidas
em E. coli e purificadas por cromatografia de afinidade com coluna de niquel. Em seguida, as
proteinas puras foram submetidas a técnica de dicroismo circular no Instituto de Fisica de
Séo Carlos, pelo Dr. Wanius Garcia, responsavel pela coleta e andlise dos dados. Os
resultados obtidos estdo apresentados no painel B da Figura 26. O espectro de elF5A
selvagem é caracterizado pela leitura minima a aproximadamente 207nm e por uma evidente
curva (ombro) entre 216 e 223nm, dados que sugerem a presenca de estruturas como folhas

B e a-hélice. Esses resultados estdo de acordo com dados anteriormente descritos para as
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proteina de humano (Facchiano et al., 2001; Tong et al., 2009), de leishmania (L. braziliensis

- PDB ID 1X60 e L. mexicana — PDB ID 1XTD) e de levedura (Figura 8). O espectro do

G118V/L120N/L124D
SA

mutante triplo elF , por sua vez, apresenta diminuicao da elipticidade entre

216 e 223nm guando comparado com o espectro da proteina selvagem, o que indica perda

5AMESY) apresentou

da estrutura terciaria. O mutante contendo a delecéo do C-terminal (elF
espectro com elipticidade ainda menor que o apresentado pelo mutante triplo. Esses
resultados confirmam a existéncia da o-hélice e indicam gue essa estrutura secundéria tem
grande importancia para a estabilidade estrutural de elF5A, o que esta de acordo com a idéia

’ elF5 AG118V/L120N/L124D e

de que os fendtipos apresentados pelos mutantes elFSASH8YP122W
elF5A*®Y7 530 decorrentes da destruicdo parcial e total da a-hélice, que leva & perda da

proteina como um todo.
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Figura 26. Mutantes de elF5A com substituicdes na a-hélice do dominio C-terminal
apresentam defeitos de estruturacédo protéica. (A) Expresséo e estabilidade das proteinas
mutadas produzidas pelas linhagens inviaveis. As linhagens expressando a fuséo funcional
ProtA-elF5A selvagem foi transformada com os alelos inviaveis de TIF51A e a expresséo das
proteinas mutantes foi determinada por western blot. (B) Analise por dicroismo circular da
estrutura secundaria de elF5A recombinante. As proteinas selvagem e mutantas no C-
terminal que se apresentaram inviaveis foram expressas em E. coli e analisadas por

dicroismo circular.
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Figura 27. Caracterizacdo dos dois mutantes de elF5A que produzem a proteina
estavel na temperatura ndo permissiva. (A) Localizacéo dos residuos mutados de elF5A.
Os dominios N-terminal e C-terminal, bem como a alga de hipusinagéo, estio indicados por
barras horizontais no modelo da estrutura tridimencional de elF5A de S. cerevisiae (PMDB
PM0075091). A localizagdo dos residuos mutados em elF5AK56A e elFSA2SF agtzo
indicados em preto e vermelgo, respectivamente. (B) Analise dos niveis das proteinas elF5A

selvagem e mutadas por western blot, nas temperaturas permissiva e nao permissiva.
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Figura 28. Caracterizacdo da interacéo fisica e funcional entre os dois mutantes de
elF5A que produzem a proteina estavel na temperatura ndo permissiva e a enzima
Dysl. (A) Ensaio de copurificacdo entre GST-Dysl e elF5A selvagem e mutadas, nas
temperaturas permissiva e e néo permissiva. (B) Determinacdo se os mutantes de elF5A

servem de substrato para a formacéo da hipusina através do ensaio de hipusinagdo in vivo.
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Figura 29. Localizacdo subcelular dos dois mutantes de elF5A que produzem a
proteina estavel na temperatura ndo permissiva. Localizacdo celular de GFP-elF5A,
GFP-elF5A* e GFP-elF5A%?H  GFP indica a localizagdo das proteinas selvagem e
mutadas, DAP apresenta a localizagdo do nucleo e DIC mostra a célula como um todo.

Essas imagens foram feitas das células depois de 3 horas a 38°C.
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4.6- Caracterizacdo dos mutantes de tif51A que produzem a proteina elF5A

estavel na temperatura ndo permissiva de crescimento

Da mesma forma que os mutantes de elF5A previamente descritos (Valentini et al.,
2002; Zuk e Jacobson, 1998; Chatterjee et al., 2006; Saini et al., 2009 e Figuras 22, 23, 25 e
26), a maioria dos novos alelos de tif51A produz a proteina elF5A instavel na temperatura ndo
permissiva (Tabela 6), caracteristica que explica o fenétipo termossensivel desses mutantes,
uma vez que a proteina elF5A é essencial para a viabilidade celular, e, ainda, revela residuos
importantes para a estrutura secundaria e terciaria de elF5A. No entanto, essa caracteristica
dificulta a procura de proteinas que interagem fisicamente com elF5A atraves de
rastreamentos genéticos realizados na temperatura ndo permissiva, uma vez gue a
compensacao da perda total da proteina é muito mais dificil de ser alcancada do que a perda
de interacdes fisicas especificas. Felizmente, dentre os novos alelos de TIF51A obtidos, dois
(tif51ARPHSF o 1if51 A% apresentaram elF5A estavel na temperatura ndo permissiva
(Figura 27), indicando que, ao contrario dos outros mutantes, seus fendtipos podem ser
decorrentes da perda de interacOes fisicas especificas entre elF5A mutada e seus ligantes

celulares. Curiosamente, 0 mutante tif51A%2-%%

apresentou aumento dos niveis da proteina
elF5A em relagdo a linhagem selvagem, tanto na temperatura permissiva como na nao

permissiva.

4.6.1- Interacao fisica e funcional entre os mutantes elF5A**** e elF5ARHSF o

suas enzimas modificadoras Dys1 e Lial

Uma vez que a funcdo de elF5A depende da formacdo do aminoacido hipusina, as
interacdes fisicas e funcionais entre os mutantes estaveis (eIF5A* e elF5A%?H) @ as
enzimas envolvidas no processo pos-traducional de formacdo da hipusina (Dysl e Lial)
foram avaliadas. Inicialmente, foi verificada a capacidade desses mutantes de interagir
fisicamente com a fuséo funcional de GST com a enzima desoxihipusina sintase (GST-
Dys1), responsavel pela primeira etapa na formacédo da hipusina. As leveduras contendo o
gene codificador de elF5A selvagem nocauteado, viaveis devido a presenca individual dos
alelos tif51A2SF g 1if51 AS®A foram transformadas com a construcdo plasmidial pSV431,
a qual codifica a proteina GST-Dysl. Em seguida, essas leveduras foram submetidas ao
ensaio de copurificacdo, nas temperaturas permissiva e restritiva de crescimento. O painel A

da Figura 28 apresenta o resultado desse experimento. Pode-se observar que as proteinas
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elF5A e elF5A%?HF s50 capazes de interagir fisicamente com GST-Dys1. De modo
interessante, 0 mutante elF5A%?"3 narece ser mais copurificado por GST-Dys1 do que a
proteina elF5A selvagem, o que pode ser resultado da maior expressao dessa proteina
mutada (painel B da Figura 27). Esses mesmos resultados foram obtidos no ensaio de
copurificacéo entre as proteinas elF5A™ e elF5A%?%F o 3 proteina GST-Lial (Veridiana
Soares Pereira Cano, resultados ndo publicados), responsavel pela segunda etapa da
formacao da hipusina.

Depois de verificada a interacdo fisica entre elFSA mutada e suas enzimas
modificadoras (Dys1 e Lial), foi avaliada a capacidade de essas proteinas mutadas serem
hipusinadas através da andlise da incorporacéo de espermidina radioativa nas proteinas
elF5A das linhagens mutantes tif51A%?5F e 1if51A%%A (painel B da Figura 28). Esse
experimento foi realizado com a colaboracéo da Dra. Veridiana Soares Pereira Cano. Pode-
se observar que os dois mutantes servem de substrato para as enzimas Dys1 e Lial, tanto
na temperatura permissiva como na nao permissiva. Apesar de observarmos menor
hipusinacéo da proteina mutada elF5A“*** em relacéo & proteina selvagem, acreditamos que
essa quantidade de elF5A modificada seja suficiente para sua funcéo celular, uma vez que a
diminuicdo da forma hipusinada ocorre em ambas as temperaturas (permissiva e nao
permissiva) e esse mutante substitui a proteina selvagem na temperatura permissiva (painel
A da Figura 22). De modo interessante, tif51A%??**%3 apresentou um aumento na quantidade
de proteina modificada em relacdo a proteina selvagem, fato que também pode ser explicado

pela maior producéo da proteina elF5A%?*"9F (painel B da Figura 27).
4.6.2- Caracterizacdo de outros fenétipos dos mutantes elF5AF®* e elF5AHL9%F

A localizacdo subcelular de elF5A foi determinada por microscopia de fluorescéncia
(Valentini et al., 2002). Neste estudo foi mostrado que elFS5A apresenta localizagcao
citoplasmatica com maior concentracao perinuclear, o que esta de acordo com a localizacéo
de elF5A em células de mamiferos, onde essa proteina localiza-se principalmente no
citoplasma (Shi et al., 1997; Li-En Jao e Yu Chen, 2002). Dessa maneira, a mesma técnica
foi utiizada com os mutantes estaveis elFSA* e elF5A%H9F para verificar se eles
apresentam alguma alteracdo da localizac&o celular da proteina mutada nas temperaturas
permissiva e ndo permissiva de crescimento. Para isso, inicialmente os alelos dos mutantes
foram clonados em fuséo com o gene codificador de GFP no vetor pCGF-1A (pSV76),

induzivel por galactose, e, depois de sequenciados, os clones foram inseridos na levedura
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SVL55. Em seguida, as expressdes das proteinas selvagem e mutadas em fuséo com GFP
foram checadas por western blot e foi verificado que apds uma hora de inducéo as proteinas
j& sé@o produzidas em gquantidades suficientes para andlise (resultados ndo mostrados). A
localizacéo celular foi entdo determinada apos uma hora de indugdo da expresséo protéica
na temperatura permissiva e 3 horas na temperatura ndo permissiva. A Figura 29 apresenta
a localizacdo das proteinas selvagem e mutadas a 38°C, em que se pode observar que tanto
a proteina selvagem como os mutantes elF5A*** e elF5A%??"¥ gpresentam localizacéo
citoplasmatica, mesma caracteristica previamente observada para a proteina selvagem a
30°C (Valentini et al., 2002). Assim, uma vez ndo existindo defeito visivel na localizagéo
celular dessas proteinas mutadas e para entender qual o defeito celular apresentado pelos
alelos tif51 AP e tif51A foram realizados outros ensaios tais como: quantificacéo da
sintese protéica, curva de crescimento e perfil polissomal.

Inicialmente, foi verificado se esses mutantes apresentam defeito na sintese protéica,
através do ensaio de quantificacdo da incorporacdo de leucina radioativa no contetdo
protéico celular. Como apresentado no painel A da Figura 30, os dois mutantes analisados
(tif51 A2 @ if51 AKS%%) possuem diminuicéo da sintese protéica em relago ao selvagem
quando sdo submetidos a temperatura ndo permissiva. Também foi determinada a curva de
crescimento das linhagens selvagem, tif51A%H%F ¢ 1if51 A% (painel B da Figura 30). De
modo interessante, o defeito na sintese protéica ja foi evidente apés 1 hora dos mutantes
estarem na temperatura ndo permissiva, antes de qualquer defeito aparente de crescimento
ser detectado, 0 que sugere que o defeito na sintese protéica € a causa da diminuicdo de
crescimento dessas linhagens na temperatura restritiva.

A separacdo e quantificacdo dos componentes ribossomais (40S, 60S, 80S e o
polissomo) atraves de gradiente de sacarose, seguida da analise das fracGes obtidas por
absorbancia a 254nm, é uma importante ferramenta para o estudo de proteinas envolvidas
no processo de tradugdo. Dessa maneira, a anélise dos mutantes termossensiveis tif51A-1 e
tif51A-3 de elF5A revelou defeitos na distribuicdo polissomal na temperatura ndo permissiva,
quando comparados ao alelo selvagem, os quais lembram o defeito de uma proteina
envolvida com o processo de elongacéo da traducéo (Zanelli et al., 2006; Gregio et al., 2009).
Uma vez que esses mutantes analisados de elF5A sdo instaveis na temperatura nao
permissiva, o perfil polissomal dos mutantes que produzem elF5A estavel na temperatura
nao permissiva foi investigado e os resultados obtidos estéo apresentados na Figura 31.

Mutantes de proteinas envolvidas no inicio do processo de traducdo apresentam

aumento da porcdo 80S, porque a quantidade de ribossomos livres aumenta, e diminui¢cao



128

da area do polissomo porque novos polissomos ndo sdo formados. Embora a proteina elF5A
tenha sido inicialmente identificada como um fator de inicio de traducéo, a andlise do perfil
polissomal dos mutantes elF5A** e elF5A%?9F nag indica defeito no inicio da traduc&o.
Foi feita triplicata deste experimento e 0s numeros apresentados correspondem a média das
medidas das areas dos polissomos dividido pelas areas da porcéo 80S. Pode-se observar
que a relacdo entre a area do polissomo e da porcdo 80S é maior nos mutantes elF5A*
(2,71 +/- 0,086) e elF5A%?MSF (241 +/- 0,053) quando comparado com a linhagem
selvagem (1,67 +/- 0,043), ou seja, a por¢do 80S diminui e a area do polissomo aumenta.
Essa caracteristica evidencia que, na temperatura restritiva, os mutantes de elF5A estao
sofrendo parada na etapa de elongacéo, pois 0 numero de ribossomos livres (porcéo 80S)
esta diminuido, mas ha aumento da area do polissomo. Isso indica que os ribossomos se
ligam ao MRNA mas ndo se desligam, o que sugere defeito no processo de elongacao da

traducdo nos mutantes de elF5A.
4.6.3- Busca de parceiros fisicos por copurificacdo de elF5AK%* e el F5A22HL%SF

Como apresentado anteriormente, o fendtipo de diminuicdo de crescimento a 38°C
apresentado pelos dois mutantes de elF5A que produzem a proteina estavel na condicdo
ndo permissiva pode ser decorrente da perda de interacdes fisicas especificas entre elF5A
mutada e seus ligantes celulares nessa condicdo. Dessa maneira, com 0 objetivo de
identificar as proteinas que interagem fisicamente com elF5A selvagem mas deixam de
interagir com as proteinas mutadas, foi realizado o experimento de copurificacéo seguido de
espectrometria de massas.

Inicialmente, os genes codificadores de elF5A selvagem e mutadas foram clonados no
vetor de expressao em S. cerevisiae pYGEX-2T, o qual permite a expressdo da proteina de
interesse em fusdo com GST, possui regulacdo de expressdo por galactose, marca
auxotréfica URA3 e origem de replicacdo 2. Em seguida, as construgdes plasmidiais
pSV20, pSV36, pVZ992 e pVZ994 foram introduzidas na linhagem SVL55 e os
transformantes resultantes foram crescidos em meio solido seletivo contendo glicose 2%.
Pré-cultura destes transformantes foi feita em meio liquido seletivo contendo glicose 2%, a
30°C durante a noite. No dia seguinte, as culturas foram diluidas para D.O.s0nm=0,016 em
500 mL de meio liquido seletivo contendo rafinose 2% e incubadas a 30°C até atingir
D.0O.s00nm= 0,4-0,5. Em seguida, foi feita a inducdo da producéo das proteinas de fuséo, pela
adicdo de 50 mL de galactose 20%, por 3 horas. Apdés a inducdo, as culturas foram
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incubadas por 4 horas na temperatura restritiva de 38°C. As células foram centrifugadas a
2.500xg, por 7 minutos, a 4°C, lavadas duas vezes com PBS 1X gelado, pesadas e
congeladas a -80°C. A seguir, as células foram lisadas, submetidas ao ensaio de
copurificagdo e analisadas por SDS-PAGE seguido de coloragdo por prata.

Vale ressaltar aqui que a fusdo GST-elF5A é funcionalmente ativa por suprimir o
fendtipo temperatura sensivel de elF5A mutada (Zanelli et al., 2006). Como esperado,
podemos observar na Figura 32 que uma série de proteinas de diferentes tamanhos foram
copurificadas com a fusdo GST-elF5A mas ndo com GST-elF5A e GST-elF5AR2HLSF,
As bandas indicadas na Figura 32 foram recortadas do gel e enviadas para a identificacéo
das proteinas por espectrometria de massas, no National Institutes of Health (Bethesda, MA).

As proteinas identificadas foram as proteinas ribossomais: L33A (12kDa), S17A
(16kDa), S19A (16kDa), S15 (16kDa), S18 (17kDa), S20 (17kDa), S26 (14kDa), L6A
(20kDa), L17A (21kDa), S9 (22kDa), S5(23kDa), L7B (28kDa), L2, S8 (23kDa), S01 (27kDa),
S3 (26kDa), L13A (22kDa), L5 (34kDa), PO (34Kda), L4A (40kDa) e o fator de elongagao
eEF2. Como pode ser observado, a maioria das proteinas identificadas séo componentes do
ribossomo, o que esta de acordo com resultados previamente publicados (Zanelli et al., 2006;
Jao e Chen, 2006).

A associacdo de elF5A com as proteinas ribossomais PO, L5 e eEF2 foi descrita
recentemente por nosso laboratério como sendo dependente do ribossomo (Zanelli et al.,
2006). Da mesma forma, as proteinas PO e L5 também foram identificadas nesse
experimento de copurificagcdo. No entanto, como pode ser observado na Figura 32, os dois
mutantes de elF5A parecem ndo copurificar ou copurificar em menor quantidade com as
proteinas ribossomais identificadas, quando comparado com a proteina selvagem. Esse
resultado indica que possivelmente esses dois mutantes perdem a interacdo com o
ribossomo na condicéo ndo permissiva de crescimento, dado que sustenta a idéia de que a
proteina elF5A participa do processo de traducdo e deve estar ligada ao ribossomo, ou a
algumas proteinas do ribossomo. Curiosamente, 0 mutante GST-elF5A%?*¥ nao perde a
interacdo com o fator de elongacdo eEF2 (Figura 32), ao contrario do que parece ocorrer
com mutante GST-elF5A** quando comparado com a proteina selvagem, dado que sugere
uma possivel ligacdo direta entre elF5A e o fator de elongacao eEF2.

Com o objetivo de verificar se 0os mutantes GST-elF5A™ e GST-elF5A%2SF s30
capazes de se ligar as proteinas de traducdo PO, L5 e eEF2 da mesma forma como a
proteina selvagem, as mesmas amostras provenientes do experimento de copurificacdo

apresentado anteriormente foram submetidas a SDS-PAGE 4-12% seguido de western blot,
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utilizando os anticorpos anti-P0, anti-L5 ou anti-eEF2 para a identificacdo das respectivas
proteinas. Além disso, com o objetivo de verificar se a ligacdo da proteina mutante GST-
elF5A*H9¥ com a proteina eEF2 é dependente do ribossomo, 0s mesmos extratos
protéicos utilizados no item anterior foram submetidos a nova copurificagdo, dessa vez na
presenca de EDTA 40 mM e 300 mg de RNase, substancias que desfazem o ribossomo
nessas concentragoes.

O resultado apresentado na Figura 33 mostra claramente que na temperatura nao

permissiva as proteinas selvagem e GST-elF5A%29F

interagem com PO, L5 e eEF2, ao
contrario do mutante GST-elF5A®. Esse resultado confirma o dados obtidos pelo
experimento anterior que demonstram que o mutante GST-elF5A"*® perde a interacdo com
proteinas ribossomais, ao contrario das proteinas selvagem e GST-elF5A%?%%  Entretanto,
o dado mais interessante apresentado nesse experimento foi a manutencao da copurificacao

do fator de elongagdo eEF2 pelo mutante GST-elF5A%-93F

na condicdo em que o
ribossomo € desfeito (tratamento com EDTA e RNase). Esse resultado sugere uma possivel

interacao fisica direta entre elF5A e eEF2.



131

Figura 30. Caracterizacdo do defeito celular dos dois mutantes de elF5A que
produzem a proteina estavel na temperatura ndo permissiva. (A) Determinagao
dos niveis de sintese protéica das linhagens contendo TIF51A ou um dos alelos
tif5LAS®A e tif51A?2H%3F (B) Curva de crescimento das linhagens contendo TIF51A
ou um dos alelos tif51AX*® e tif51A%??9%F h3 temperatura ndo permissiva.
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Figura 31. Perfil polissomal de elF5A selvagem e mutadas. Extrato protéico das
linhagens contendo os genes codificadores da proteina elF5A selvagem (SVL530)
ou dos mutantes elF5A%®* (VLZ634) ou elF5AR%HL93F (vz1599) foi submetido a
ultracentrifugacdo seguida de analise das fracGes por luz ultravioleta 252nm. A
proporcdo entre as areas do polissomo e da fracdo 80S esta indicada abaixo de
cada grafico.
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Figura 32. Busca de parceiros fisicos por copurificacdo de elF5AK®** e
elF5AQ22H/L93F. A linhagem SVL55 contendo pSV20 (pYGEX-2T, canaleta 1),
pSV36 (pPYGEX-2T-TIF51A, canaleta 2), pvVZ992 (pYGEX-2T-tif51A%*®* canaleta 3)
ou pVZ994 (pYGEX-tif51A°%H93F  canaleta 4) foi submetida ao experimento de
copurificacdo e as amostras foram analisadas por gel SDS-PAGE 4-12% seguido de
coloracdo por prata utilizando o kit SilverQuest (Invitrogen). A primeira canaleta
contém o padrdo de massa molecular e as setas indicam as proteinas GST (27kDa)
ou GST-elF5A (47kDa) selvagem e mutadas. As bandas indicadas pelos retangulos
foram recortadas do gel e analisadas por espectrometria de massas. As proteinas
identificadas foram PC1: L33A (12kDa). PC2: S17A (16kDa), S19A (16kDa), S15
(16kDa), S18 (17kDa), S20 (17kDa), S26 (14kDa). PC3: L6A (20kDa), L17A (21kDa),
S9 (22kDa). PC4: S5(23kDa), L7B (28kDa), L2, S8 (23kDa), S01 (27kDa), S3
(26kDa), L13A (22kDa). PC5: L5 (34kDa), PO (34Kda). PC6: L4A (40kDa). N-
metyhyltransferase (68Kda). PC7: eEF2 (94 kda). PC8: GSTelF5A (47kDa). PCO9:
eEF2 (94 kda).
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Figura 33. Identificacdo de parceiros fisicos de elF5A por ensaio de
copurificacdo. As mesmas linhagens do experimento anterior foram submetidas ao
experimento de copurificagdo na presenca e auséncia de 40mM de EDTA e
300ug/mL de RNase. Em seguida as amostras foram analisadas por gel SDS-PAGE
4-12% seguido de western blot utilizando como anticorpo priméario anti-eEF2, anti-
PO, anti-L5 ou anti-GST. As proteinas identificadas estdo indicadas por setas, com
seus respectivos tamanhos moleculares.
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5- DISCUSSAO

5.1- Andlise estrutural de elF5A

elF5A é uma proteina acida (pl 5,4), constituida de 157 aminoacidos (em S.
cerevisiae) e com massa molecular de 18-21kDa, dependendo da espécie (Park et
al., 1997). Em janeiro de 2005, quando este trabalho foi iniciado, ndo se conhecia
muito sobre a estrutura terciaria da proteina elF5A. Resolvidas por cristalografia,
existiam apenas as proteinas das arqueas M. jannaschii (Kim et al., 1997), P.
aerophilum (Peat et al., 1998) e P. horikoshii (Yao et al., 2003). Ainda, a estrutura de
elF5A de humano havia sido modelada (Facchiano et al.,, 2001). Sendo assim,
naquele momento, a determinacdo da estrutura cristalografica de elF5A de S.
cerevisiae mostrava-se importante para a continuidade do seu estudo,
principalmente por se tratar de uma proteina essencial e a analise mutacional
baseada em sua estrutura terciaria apresentar-se como um instrumento interessante
para a analise de sua funcdo. Dessa maneira, a proteina elF5A recombinante de S.
cerevisiae foi produzida, purificada e submetida ao rastreamento de condicdo de
cristalizacao.

Inicialmente, foi produzida a proteina sem “tag”, através da purificacdo por
cromatografia de afinidade utilizando a proteina de fusdo GST. No entanto, apesar
do grande empenho dispensado no refinamento das condi¢des de cristalizacdo em
gue formaram-se apenas esferolitos, ndo foi obtido cristal de elF5A. Sendo assim,
novo rastreamento foi realizado, desta fez com a proteina elF5A purificada contendo
seis histidinas (Figura 7). A proteina 6xHis-elF5A cristalizou na condicdo 30% PEG
400; 0,1M NaMES pH6,5; 0,1M MgClI, e glicerol 3%, e a estrutura de elF5A de S.
cerevisiae pdde ser resolvida (Figura 8). Devido a baixa resolucéo (3,352 A), néo foi
possivel visualizar as cadeias laterais dos aminoacidos de algumas regifes da
estrutura obtida, no entanto, as estruturas secundarias que compdem a molécula de
elF5A foram determinadas com precisdo e os dados obtidos foram depositados no
“Protein Data Bank” (PDB ID 3ERO).

Concomitantemente a resolucdo da estrutura de elF5A de S. cerevisiae, as
estruturas homologas dessa proteina de duas Leishmanias foram depositadas no
PDB (PDB ID 1XTD, 1X60) e a de humano foi recentemente resolvida (Tong et al.,

2009), as quais mostraram-se similares a estrutura de elF5A de levedura. A analise
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dessas estruturas mostrou elF5A dividida em dois dominios, predominantemente
compostos por estruturas secundarias irregulares, estruturas e uma a-hélice no C-
terminal. Curiosamente, as estruturas previamente determinadas das proteinas
homologas de elF5A de arqueas ndo apresentam esta a-hélice no C-terminal ou
possuem esta estrutura bastante reduzida (Kim et al., 1997; Peat et al., 1998; Yao et
al., 2003).

A comparacdo dos dominios de elF5A com outras proteinas de estruturas
tridimensionais conhecidas mostra que o dominio N-terminal possui um dobramento
classificado como “Translation Protein SH3-like motif’, também presente em varias
proteinas ribossomais e fatores de elongacdo da traducdo, sendo descrito na
literatura como mediador de ligacdes entre proteina e RNA. O dominio C-terminal,
por sua vez, é similar a dobramentos de proteinas que se ligam a &acidos nucléicos
de fita simples (OB-fold: “Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold”)
(http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough 2001), também presente em outros

fatores envolvidos com a traducéo (elF1A, elF2a e outras proteinas ribossomais).
Entretanto, enquanto a atividade de ligacdo de elF1A ao RNA mensageiro é
atribuida ao arranjo “OB-fold”, esta mesma estrutura encontrada em elF2a
caracteriza-se como o local de sua fosforilagdo e regulacdo por diversas elF2
quinases, nao sendo clara a atividade de ligacdo de elF2a a RNA mensageiros no
inicio da traducéo. De fato, dois trabalhos sugerem a interacdo de elF5A com RNA
(Xu e Chen, 2001; Xu et al., 2004). No entanto, estudos adicionais ainda necessitam
ser realizados com o intuito de estabelecer um papel de elF5A na interacao fisica
direta com mRNAs.

Até o momento, nao foram identificadas proteinas homologas de
desoxihipusina sintase ou desoxihipusina hidroxilase em bactéria e, como esperado,
0 aminoacido hipusina também nunca foi encontrado nesses organismos (Park,
2006). Devido ao baixo rendimento obtido na purificagcdo de elF5A de tecido ou de
levedura, todas as estruturas cristalograficas existentes dessa proteina foram
obtidas a partir de proteinas recombinantes produzidas em bactéria e, como
esperado, nenhuma destas estruturas apresentou o aminoacido hipusina. Sendo
assim, com o propdsito de obter quantidades suficientes de elF5A hipusinada para
ensaios de cristalizacdo e de interacdo fisica com o ribossomo, o0s genes
codificadores das proteinas helF5A, DHS e DOHH de humano foram clonados, sob

o controle de um anico promotor, no vetor policistrénico pST39 (Song Tan, et al.,
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2001). As células expressando esses genes foram entdo submetidas a ensaios de
hipusinacao in vivo (Figuras 11 e 12) e depois de confirmada a producéo de elF5A
hipusinada em bactéria, esta foi purificada por cromatografia de troca ibnica, sendo
obtido aproximadamente 50mg da proteina com alto grau de pureza a partir de 6L de
cultura bacteriana (Figura 13 a 15). Esta proteina ja esta sendo submetida a ensaios
de cristalizacdo e apresenta-se como um reagente de grande importancia para
futuros estudos estruturais e funcionais de elF5A. Além disso, um manuscrito
descrevendo a producgéo e purificacdo de helF5A hipusinada em bactéria encontra-
se em fase final de redacdo (Abstract no Anexo I).

Como mencionado anteriormente, foi descrito na literatura que elF5A purificada
de eritrécitos de humano apresentam-se como dimero em condicfes fisiolégicas
(Chung et al., 1991). Mais de quinze anos depois, um homélogo de elF5A em
arquea foi descrito como tendo atividade ribonucleolitica especifica in vitro,
dependente do estado oligomérico da proteina (Wagner e Klug, 2007).
Recentemente, foi publicado que elF5A de S. cerevisiae forma dimero em solugéo
de forma dependente do aminoacido hipusina e RNA mensageiro (Gentz et al.,
2008). Em posse destes resultados, o estado oligomérico de elF5A de S. cerevisiae
foi investigado neste trabalho por quatro técnica diferentes: Cromatografia de
exclusdo molecular, SAXS, crosslinking e copurificacdo. Ao contrario do que foi
publicado (Gentz et al., 2008), este estudo demonstrou que elF5A apresenta-se
oligomerizada em solucdo, independentemente da existéncia do aminoacido
hipusina, sendo que os ensaios de cromatografia de exclusdo molecular e SAXS
deixam claro que elF5A é um dimero em solucdo (Figuras 16 a 19). De modo
interessante, os resultados obtidos com o0 ensaio de copurificacdo sugerem que a
dimerizacdo ocorre in vivo, de forma dependente de RNA, mas independente da
hipusina e do ribossomo estruturado, 80S (Figura 20). Estes dados fazem sentido se
considerarmos que a hipusina ndo faz parte da superficie de contato entre as duas
moléculas de elF5A porque precisa estar livre para atuar como sitio ativo e funcional
da proteina. Ainda, se considerarmos que elF5A esta envolvida no inicio da
traducdo, como ja foi sugerido anteriormente (Benne e Hershey, 1978; Park et al.,
1993), o dimero de elF5A pode ligar-se apenas ao RNA mensageiro ou ainda ao
complexo de RNA mensageiro e subunidade 40S (complexo ternério do inicio da
traducdo apresentado na Figura 1), uma vez que a ligacdo a RNA mensageiro €

essencial para a formacdo do dimero, ao contrario da ligacdo ao ribossomo 80S
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(Figura 20). No entanto, estas sdo apenas suposi¢cdes, uma vez que nenhum
trabalho apresentado até hoje demonstra a funcionalidade e essencialidade da
formagdo do dimero para a atividade de elF5A. A determinagdo da superficie de
contato entre as moléculas de elF5A se faz necessaria neste momento. Em posse
deste conhecimento, sera possivel gerar mutantes dessa proteina que nao se
oligomerizam e, assim, determinar a funcionalidade do dimero.

Embora ndo exista o aminoacido hipusina em bactérias, as sequéncias de
aminoacidos e as estruturas tridimensionais dos fatores de elongacdo em bactéria
(EF-P) e de inicio da traducao em eucarioto (elF5A) sdo bastante parecidas (Glick e
Ganoza, 1975; Hanawa-Suetsugu et al., 2004). EF-P é uma proteina acida que esta
dividida em trés dominios: Dominio | no N-terminal e dominios Il e Ill no C-terminal.
A estrutura cristalografica dos dominios | e Il de EF-P sdo sobreponiveis aos
dominios N-terminal e C-terminal das estruturas de alF5A (elF5A de arquea),
respectivamente (painel A da Figura 34). Curiosamente, a estrutura global de EF-P
assemelha-se muito com a estrutura de tRNA (Hanawa-Suetsugu et al., 2004) e com
o envelope protéico gerado por SAXS da proteina elF5A de S. cerevisiae (Figura
18), como pode ser visto nos painéis B e C da Figura 34.

EF-P é uma proteina essencial em bactérias que estimula a atividade peptidil-
transferase de ribossomos (Glick e Ganoza, 1975). Assim como elF5A, EF-P
também estimula a sintese de metionil-puromicina in vitro, sugerindo, além da
similaridade estrutural, uma conservagao funcional entre EF-P e elF5A (Park, 2006).
Recentemente, foi mostrado que, embora EF-P n&o possua desoxihipusina ou
hipusina, esta proteina de E. coli sofre uma modificacdo pos-traducional que
adiciona uma massa de 144 em sua lisina 34, lisina esta localizada no sitio
correspondente ao sitio onde se localiza a hipusina em arqueas e eucariotos (Aoki et
al., 2008). Além disso, foi proposto que EF-P interage com o sitio A do ribossomo
70S e inibe a ligacdo do RNA transportador nesse sitio (Aoki et al., 2008). De modo
interessante, o gene codificador do tRNA de alanina foi encontrado em nosso
laborat6rio como supressor em alto numero de copias do fendétipo termossensivel de
mutantes de elF5A (Watanabe et al., resultados n&o publicados). Esse dado, aliado
ao fato de que a estrutura de EF-P é bastante parecida com a estrutura global de um
RNA transportador (Hanawa-Suetsugu et al., 2004; Figura 36), fortalece a idéia
apresentada por Aoki e colaboradores (Aoki et al., 2008).

Por outro lado, a recente estrutura cristalografica de EF-P ligado ao ribossomo
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70S mostrou esse fator localizado entre os sitios P e E. (Blaha et al., 2009). Este
estudo propde que EF-P facilita o posicionamento do tRNA iniciador no sitio P,
estimulando a formacdo da primeira ligacdo peptidica (Blaha et al., 2009). Os
autores também propdem um modelo no qual elF5A se posiciona de maneira similar
no ribossomo 80S e a cadeia de hipusina fica estendida para o centro da peptidil
transferase. Dessa maneira, a atividade que elF5A apresentou de estimular a
sintese in vitro de metionil puromicina seria explicada pelo envolvimento de elF5A na
formacdo da primeira ligacdo (Blaha et al., 2009). No entanto, a conservagéo
funcional de EF-P e elF5A ndo pode ser assumida como verdade absoluta apenas
devido a similaridade existente entre suas sequéncias de aminoacidos e estruturas
cristalogréficas. E importante enfatizar que estudos futuros de localizacdo de elF5A
no ribossomo se fazem necessarios para o melhor entendimento do papel de elF5A
no mecanismo de traducao.

elF5A é uma proteina singular por vérios fatores, mas dentre todos os mencionados,
ressalta-se o fato de ser a Unica proteina na célula a ser ativada pela adicdo do aminoacido
hipusina. No entanto, uma questao importante ndo resolvida até o presente momento € até
que ponto a conservacao na sequéncia de aminoacidos e na estrutura tridimensional de
elF5A reflete os requerimentos estruturais necessarios para a sua interagdo com as enzimas
modificadoras (desoxihipusina sintase e desoxihipusina hidroxilase) e/ou com os efetores que
atuam abaixo de elF5A na célula. Dentro desse contexto, foi realizada uma analise
mutagénica da proteina elF5A de S. cerevisiae com a finalidade de dissecar os elementos
estruturais necessarios para a atividade bioldgica desta proteina, assim como para sua
modificacdo pOs-traducional e, com isto, obter informacdes a respeito da funcéo
desempenhada por esta intrigante proteina. Parte dos resultados obtidos neste estudo foram
publicados na revista “FEBS Joumnal” (“Structural modeling and mutational analysis of yeast
eukaryotic translation initiation factor 5A reveal new critical residues and reinforce its
involvement in protein synthesis” — Dias et al, 2008 — Anexo II).

Sendo assim, 40 novos mutantes foram gerados e caracterizados neste trabalho, dos
guais 19 ndo complementaram o nocaute do gene que codifica elF5A, 13 mostraram-se
termossensiveis e 8 nao apresentaram fendétipo diferente do selvagem nas condices
avaliadas (Tabela 6). Para avaliar a causa dos fen6tipos apresentados pelos novos mutantes
de elF5A, os niveis dessa proteina foram analisados para cada novo alelo inviavel ou
termossensivel de TIF51A (Tabela 6). Dos 13 mutantes novos termossensiveis testados,

apenas 2 nao apresentam degradacdo de elF5A na temperatura ndo permissiva. Isso
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significa que todos 0s outros mutantes possuem alteracdo em aminoacidos importantes para
a estrutura e estabilidade da proteina, o que explica seus fenotipos.

Com o objetivo de verificar se existe relagdo entre a conservacdo dos residuos
substituidos em elF5A e o fendtipo apresentado por esses mutantes em levedura, a
conservacao de cada residuo de aminoacido substituido foi examinada pelo alinhamento
multiplo apresentado (Figura 4) e um levantamento estatistico avaliou a frequiéncia e o tipo de
conservacao dos residuos em todas as proteinas elF5A e nas suas homologas de arqueas
(Figura 35). Pode-se verificar que no caso dos alelos com mutagcdes Unicas que
apresentaram fendtipo de inviabilidade, todos os residuos substituidos sdo 100%
conservados entre os eucariotos analisados, com excecao do residuo His54, e todos fazem
parte da alca onde se localiza a hipusina. Os alelos termossensiveis com mutacdes Unicas,
por sua vez, possuem residuos substituidos que sé@o conservados em 90% dos eucariotos e
em 80% de todos os organismos analisados, incluindo as arqueas. Por outro lado, os
residuos com menor conservacdo entre as especies avaliadas sdo aqueles que foram
substituidos nos alelos de elF5A que ndo apresentaram fenétipo diferente do selvagem nas
condi¢cdes analisadas (72% conservados nos eucariotos e 50% em todos 0s organismos
avaliados). Dessa maneira, parece ser bastante forte a relacdo entre o grau de conservagao
dos residuos entre as espécies e o0s fendtipos apresentados pelos alelos com esses residuos
substituidos.

O gene codificador da proteina quinase C em levedura (PKC1) foi identificado como
supressor em alto nimero de cépias do fenétipo do mutante tif51A-17° (Valentini et al.,
2002). PKC esta envolvido com integridade celular e mutantes desse gene tem seu fen6tipo
suprimido por sorbitol em ensaios tipicos de monitoramento de integridade celular. Nesse
contexto, também foi mostrado que os fenétipos dos alelos tif51A-17%%5, tif51A-27%", tif51A-
3COVICED o5 suprimidos pelo sorbitol, estabilizador osmético celular (Valentini et al., 2002),
sugerindo gque a funcdo de elF5A esta ligada a integridade da parede celular. No entanto,

1AL102A

mais recentemente, foi mostrado que o fenétipo do mutante tif5 € suprimido pelos

componentes sorbitol ou PMSF devido a estabilizacdo da proteina elF5A mutada na
temperatura ndo permissiva (Chatterjee et al., 2006). Dessa maneira, a supresséao fenotipica
por ambos, sorbitol e PMSF, foi avaliada entre todos os mutantes de elF5A. Como mostrado
no painel B da Figura 22, a adicdo de 1M de sorbitol no meio de cultura suprimiu o fenétipos
de termossensibilidade dos mutantes analisados e de todos os outros caracterizados nesse
trabalho, mas a proteina elF5A mutada néo foi estabilizada na temperatura ndo permissiva

(painel A da Figura 23), sugerindo que 0 mecanismo de supresséo fenotipica por esse
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composto é geral para os mutantes de elF5A, mas nao se da pela estabilizacdo da proteina
mutada. Sorbitol ndo é capaz de substituir a proteina elF5A no ensaio de complementacéo
do nocaute do gene codificador dessa proteina e 0 mecanismo pelo qual sorbitol suprime o
fendtipo dos mutantes de elF5A ndo é claro. Essa substancia promove, provavelmente, a
viabilidade celular em linhagens com guantidades limitadas de elF5A. Embora PMSF tenha
suprimido o fendtipo termossensivel do mutante tsL102A (Chatterjee et al., 2006), a adicdo
dessa substancia no meio de cultura ndo melhorou o crescimento celular dos outros
mutantes de elF5A na temperatura ndo permissiva, demonstrando que PMSF néo pode ser
considerado um supressor geral do fen6tipo dos mutantes de elF5A.

O residuo de lisina que sofre hipusinacéo esta localizado na extremidade de uma alca
exposta presente no dominio N-terminal (painel A da Figura 24). A transferéncia do grupo 4-
amino-2-hidroxibutil para este aminoacido adiciona uma longa cadeia lateral basica no local
da formacao do amino&cido hipusina, o qual é rodeado por residuos basicos e hidrofilicos
(STSKTG-hipusina-HGHAK). Assim, para investigar se a carga positiva dessa regido €
importante para a estabilidade e/ou atividade dessa alca, novos mutantes foram gerados
através de mutacao sitio-dirigida, substituindo individualmente os residuos G50, H52, G53 e
K56 por alanina e os residuos H52, H54 e K56 por &cido aspértico. Com excecao do mutante
termossensivel K56A, gque por sinal € o ultimo residuo da alca de hipusinacéo, todos os
outros mutantes avaliados (G50A, G50D, H52A, H52D, G53A, G53D, H54D e K56D) nao
foram capazes de substituir a proteina selvagem, no entanto apresentaram a proteina
estavel. Esses resultados sugerem que qualquer substituicdo na alga de hipusinagdo afeta a
funcdo de elF5A, embora a substituicdo do residuo K56 por outro carregado negativamente
seja mais prejudicial para a atividade de elF5A do que sua substituicdo por alanina, mas nao
prejudica sua estrutura terciaria ao ponto de levar a degradacao protéica, evidenciando uma
atividade funcional para essa regido protéica.

A essencialidade do aminoacido hipusina para a viabilidade celular € bem conhecida
(Park et al., 2009). O bloqueio da hipusinacéo, por substituicdo da lisina alvo (K51R) ou
delecdo do gene que codifica para desoxihipusina sintase em leveduras leva a inviabilidade
celular. Recentemente, foi apresentado que o nocaute dos genes codificadores da enzima
desoxihipusina sintase ou da proteina elF5A de camundongo também levam a morte
embrionaria (Park et al., 2009). Dessa maneira, foi investigado se esses mutantes de elF5A
com alteracdo na alca de hipusinacdo possuem o aminoécido hipusina, sendo possivel
verificar que nenhum deles sofre essa modificacdo pés-traducional, o que explica o fendtipo

destes mutantes (Figura 24).
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Apesar da baixa resolucdo da estrutura cristalografica de elF5A de S.
cerevisiae obtida, a a-hélice do C-terminal estd localizada em uma das poucas
regides que possui alta resolucdo, o que possibilitou a visualizacdo das cadeias
laterais dos aminoacidos que a compdem. Essa estrutura secundaria é composta por
trés voltas, no entanto, ela aparece na Figura 8 sendo composta por apenas uma
volta. Isso ocorre devido a um erro de reconhecimento do programa pymol, utilizado
para a visualizagdo da estrutura. Como mencionado, essa estrutura nao esta
presente ou € menor nas estruturas resolvidas de homologos de elF5A em arqueas,
no entanto este trabalho mostrou, por ensaios de western blot e dicroismo circular,
gue essa a-hélice do C-terminal € essencial para a manutencdo estrutural dessa
proteina.

Outra diferenca importante entre as estruturas de elF5A de eucariotos e de
seus homdélogos em arquea € a presenca apenas em eucariotos de uma extensao
no dominio N-terminal (Figura 4). Em levedura, essa extensdo N-terminal possui 14
residuos, no entanto, a existéncia de uma forma de elF5A sem os 10 residuos de
aminodcidos iniciais do N-terminal ja foi descrito em levedura (Wohl et al., 1993; Klier
et al., 1993). Dessa maneira, para verificar se a forma de elF5A sem os 10
aminoacidos iniciais € viavel, a proteina elF5A foi gerada com delecdo dos 10
residuos iniciais e sua habilidade de substituir a proteina selvagem foi checada em
diferentes temperaturas (painel B da Figura 22). Como pode ser observado, esse
novo alelo substitui a proteina selvagem e demonstra que os 10 aminoacidos iniciais
de elF5A de levedura ndo sao essenciais para sua atividade. Esse resultado esta de
acordo com os resultados apresentados com a proteina de humano em que as
formas protéicas de elF5A sem 6 ou 13 residuos iniciais também sao viaveis (Cano
et al., 2008).

5.2- Anéalise funcional de elF5A

Embora a maioria dos mutantes de elF5A apresentem fendtipo de
termossensibilidade devido a degradacéo da proteina elF5A mutada na temperatura
nao permissiva (Tabela 6), dois alelos mutantes novos de TIF51A, nomeados de
tif5 LAN®A e tif51AR?2H93F apresentam fenétipo de termossensibilidade mas nado tém
a proteina elF5A degradada na temperatura nao permissiva. Apesar de

apresentarem a mesma localizacdo celular da proteina selvagem (Figura 29), esses
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mutantes termossensiveis apresentam defeito de crescimento, reducdo na sintese
protéica total e aumento de polissomo na temperatura ndo permissiva (Figuras 30 e
31), fendtipos anteriormente encontrados em mutantes de proteinas envolvidas com
a etapa de elongacgéao da traducéo. De fato, trabalhos recentes envolvem elF5A com
a elongacao da traducgéo (Zanelli et al., 2006; Gregio et al., 2009; Sani et al., 2009),
mas ndo definem o mecanismo pelo qual elF5A esta envolvido com esse passo da
traducdao.

Desde que a hipusinacdo é essencial para a atividade de elF5A, esses
mutantes foram submetidos ao ensaio de hipusinacao in vivo para avaliar se a falta
do aminoacido hipusina era a causa da diminuicdo de crescimento na temperatura
nNao permissiva para esses mutantes, no entanto, ambos serviram de substrato para
a modificacdo pds-traducional de sintese de hipusina e essa hipétese foi descartada.
No entanto, os niveis de hipusinacéo do mutante tif51A°®* aparecem reduzidos ja
na temperatura permissiva o que pode explicar o seu crescimento lento nesta
condicdo. Dessa maneira, ndo pode ser excluida a possibilidade da diminuicdo dos
niveis de hipusina ser responsavel pelo fenétipo termossesivel do mutante
tif51A%A,

Enquanto K56 é o udltimo aminodcido da alca de hipusinagdo, as cadeias
laterais dos residuos Q22 e L93 estdo voltadas para o solvente, o que é
particularmente incomum para o aminoacido leucina. O fato dessas proteinas serem
estaveis, aliado ao dado de que os aminoacidos Q22 e L93 estdo voltados para o
solvente, sugere que esses residuos sejam importantes para a interacdo de elF5A
com algum ligante envolvido com a sua funcao, e o fendtipo apresentado por esses
mutantes esta diretamente relacionado com a perda dessa interagao.

Sendo assim, foram realizados ensaios paralelos de copurificagdo com as
linhagens selvagem e mutantes, para identificar proteinas que deixam de interagir
com elF5A na temperatura ndo permissiva de crescimento. Foi possivel constatar
que as proteinas elF5A® e elF5A°%H9F perdem a interacdo com proteinas
ribossomais na temperatura ndo permissiva, sendo essa a possivel causa dos seus
fendtipos (Figura 32). Esses resultados estdo de acordo com outros previamente
publicados que dizem que elF5A copurifica com monossomos funcionalmente ativos

(Zanelli et al., 2006). De modo interessante, 0 mutante elF5SA*22H/-93F

parece interagir
diretamente com o fator de elongacdo eEF2 na temperatura ndo permissiva (Figura

33), 0 que sugere que em algum momento da traducdo elF5A interage diretamente
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com esse fator e que o defeito do mutante elF5A%??"9%F pnossa ser justamente néo
conseguir se desligar de eEF2 para que a elongacdo da traducdo prossiga
corretamente.

Apesar de elF5A ter sido denominado como um fator de inicio de traducéo
devido a sua capacidade de estimular a sintese in vitro de metionil-puromicina
(Benne e Hershey, 1978; Park et al., 1993), dados subsequentes ndo suportam essa
idéia (Kang e Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998). Nos ultimos anos, trés
trabalhos sugerem que elF5A faga parte da elongacdo da traducéo, interagindo
funcionalmente com o fator de elongacado eEF2 (Zanelli et al., 2006; Gregio et al.,
2009; Saini et al., 2009).

Embora muitos estudos defendam o envolvimento de elF5A com a elongacéao
da traducéo, nao existe informacdo sobre a maneira ou 0 mecanismo pelo qual essa
proteina atua no ribossomo. N&o é conhecido o sitio ribossomal de interagdo com
elF5A (sitios A, P, ou E), nem mesmo qual é o papel da hipusina nessa interacéo,
embora ja seja conhecido que o aminoacido hipusina € essencial para a interacao
com o ribossomo (Zaneli et al., 2006). A relevancia da interacéo fisica e funcional
entre eEF2 e elF5A precisa ser melhor investigada nos niveis moleculares e
celulares. Ensaios estruturais futuros de ligacdo de elF5A ao ribossomo poderao

ajudar a elucidar o mecanismo pelo qual elF5A atua na elongacéo da traducéo.
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100 A

24 A

Figura 34. Comparacao das estruturas tridimensionais de alF5A, elF5A e EF-P.
(A) Alinhamento das estruturas cristalogréaficas de alF5A e EF-P (Figura adaptada de
Park, 2006). (B) Comparacao da estrutura cristalografica de EF-P (duas primeiras
figuras a esquerda) e a estrutura global do RNA transportador de fenilalanina de S.
cerevisiae (Figura adaptada de Hanawa-Suetsugu et al., 2004). (C) Reconstrucao
tridimencional da proteina 6xHis-yelF5A a partir das medidas obtitas por SAXS neste
trabalho. O arranjo existente na célula unitaria do cristal de 6xHis-yelF5A PDB (ID-

3ERO) foi alinhado com a estrutura dessa proteina obtida por SAXS.
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TODOS

Figura 35. Conservagdo dos residuos mutados de elF5A de arqueas a
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eucariotos. Cada uma das 7 colunas representa a frequéncia e o tipo de
conservacao dos residuos de elF5A mutados, analisados a partir do alinhamento
multiplo entre varios organismos apresentado na Figura 5. TODOS compara todos
0os organismos do alinhamento. Verde = residuos exatamente iguais aos
apresentados nas leveduras, azul = mudancas conservadas (mudanca para residuos
do mesmo grupo: ndo polar, alifatico, aromatico, polar, ndo carregado, carregado
positivamente, carregado negativamente), vermelho = ndo conservado (mudanca de

grupo ou inexisténcia do residuo).
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6- CONCLUSOES

e A estrutura cristalografica de elF5A de S. cerevisiae apresenta esta proteina
dividida em dois dominios, predominantemente compostos por estruturas
secundarias irregulares, fitas B e uma a-hélice no C-terminal.

e O dominio N-terminal de elF5A possui um dobramento classificado como
“Translation Protein SH3-like motif’, sendo descrito na literatura como
mediador de ligacdes entre proteina e RNA.

e O dominio C-terminal de elF5A é similar ao dobramento denominado OB-fold:
“Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold”, encontrado em proteinas que
se ligam a acidos nucléicos de fita simples.

e E possivel produzir e purificar helF5A hipusinada recombinante de humano a
partir de cultura bacteriana

e A proteina elF5A € um dimero em solugcdo, independentemente do
aminoécido hipusina.

e elF5A se oligomeriza no extrato protéico celular de forma dependente de
RNA.

e O envelope protéico gerado por SAXS da proteina elF5A de S. cerevisiae
assemelha-se muito com as estruturas de EF-P e tRNA.

e Qualquer alteracdo na alca de hipusinacdo nao altera a estrutura protéica ao
ponto de provocar a degradacgdo da proteina, no entanto, leva a diminuigéo ou
bloqueio completo da hipusinagéo e, consequentemente, inviabilidade celular.

e A o-hélice do C-terminal é essencial para a manutencéo estrutural de elF5A.

¢ Os 10 aminoacidos iniciais de elF5A de levedura ndo sé&o essenciais para sua
atividade.

e O mecanismo de supresséao fenotipica por sorbitol é geral para os mutantes
de elF5A, mas nao se da pela estabilizacao da proteina mutada.

e Os mutantes de elF5A que ndo apresentam a proteina degradada na
temperatura ndo permissiva de crescimento, apresentam defeitos celulares
caracteristicos de proteinas envolvidas com a etapa de elongacdo da

traducéo.
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