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RESUMO

O provével fator de inicio de traducdo 5A (elF5A) é altamente conservado de
arqueas a mamiferos e sofre uma modificacdo pés-traducional Unica e essencial, em
gue uma lisina especifica € convertida em um residuo de hipusina. Este fator ja foi
relacionado ao transporte nucleocitoplasmatico, a degradacdo de mRNA e a
proliferagdo celular. Dados recentes restabelecem uma funcdo para elF5A na
traducdo e sugerem a sua atuacao na etapa de elongacdo ao invés de inicio, como
originalmente proposto. Uma vez que o envolvimento de elF5A com o degradacéao
de mRNA ainda né&o foi elucidado, tornou-se interessante estudar qual a natureza
desta relacdo. O metabolismo de mMRNA é um processo complexo que envolve as
etapas da traducdo (mMRNAs nos polissomos), repressdo da traducdo (mRNAs
acumulados em granulos de estresse) e degradacdo de mRNA (mRNAs nos P
bodies). Os componentes da maquinaria de degradacao de mRNA acumulam-se nos
P bodies e, neste trabalho, foi verificado que elF5A ndo se localiza nestes
corpusculos. Ainda, foi avaliada a formacdo de P bodies no mutante tif51A-3, na
temperatura ndo permissiva (38°C), e foi verificada uma inibicdo na formacéo de P
bodies. Outros mutantes com defeitos na elongacéo da traducdo, como ccal-1 e
eft2™°%K também apresentaram defeito na agregacéo dos P bodies. Foi avaliada a
existéncia de interacdo genética sintética entre os mutantes tif51A-1 e tif51A-3 e
mutantes de fatores envolvidos com a represséo da traducdo e/ou degradacéo de
MRNA. Foi revelada uma supresséao parcial do fenotipo de termossensibilidade com
nocautes dos genes SBP1, DHH1 e PAT1, que codificam fatores ativadores da
remocao do capacete e repressores da traducdo. Por outro lado, uma interacao
sintético doente entre os mutantes tif51A-1 e xrnlA foi observada. Por fim, a
agregacao de granulos de estresse induzidos por choque térmico foi testada. Os
mutantes tif51A-3, tif51A%%?H93F o tif51AK®®* apresentaram reduzida formacéo de
granulos de estresse, especialmente o mutante tif51A-3. Foi mostrado que os fatores
elF5A e Shpl também se agregam nos granulos de estresse induzido por choque
térmico. Os dados obtidos reforcam o envolvimento de elF5A com a elongacéo da
traducdo, mostram que o efeito de elF5A na degradacdo de mRNA é secundario e

sugerem uma funcéo para elF5A como ativador da traducéo.



ABSTRACT

The putative translation initiation factor 5A (elF5A) is highly conserved from
archaea to mammals and undergoes an unique and essential post-translational
modification, in which a specific lysine residue is converted into a hypusine residue.
This factor has been involved in several cellular processes such as
nucleocytoplasmic transport, mRNA decay and cell proliferation. Recent data have
re-established a function for elF5A in translation and suggests a role in elongation
rather than initiation as originally proposed. Since the involvement of elF5A with
MRNA decay has not been elucidated it has become interesting to study the aspects
of this relationship. mMRNA metabolism is a complex process that involves the steps
of translation (MRNAs on the polysomes), translation repression (mRNAs
accumulated in granules) and mRNA degradation (MRNAs in P bodies). The mRNA
degradation machinery accumulates in P bodies and in this study we have verified
that elF5A is not localized inside them. P bodies assembly was evaluated in the
tif51A-3 mutant at non-permissive temperature and this aggregation was inhibited.
Other mutant strains with defects in translation elongation, such as ccal-1 e
eft2™®% also presented defective P body assembly. The existence of synthetic
genetic interactions between the elF5A mutants, tif51A-1 and tif51A-3, and
translation repression and/or mRNA decay mutants was evaluated. A partial
suppression of the temperature sensitive phenotype of the elF5A mutants was
revealed when SBP1, DHH1 and PAT1 genes were deleted. Since those proteins are
decapping activators and translational repressors these interactions reveal a putative
function for elF5A as an inhibitor of translation repression. However, a synthetic sick
phenotype between tif51A-1 and xrnlA mutants was observed. Finally, stress
granules assembly was induced by robust heat shock in elF5A mutants, specifically
tif51A-3, tif51ARP2HL9F o if51 AKS®A  Stress granules formation was reduced for all
strains, especially for the tif51A-3 mutant. Moreover, the factors elF5A and Sbpl also
aggregate in stress granules induced by robust heat shock. The present data
reinforce the involvement of elF5A with translation elongation, showing that elF5A
has a secondary effect in mRNA decay and suggests a role for elF5A as an activator

of translation.



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.

LISTA DE FIGURAS

Etapas do inicio da traducdo em eucariotos
Ciclo da elongacgéo da traducdo em eucariotos

Reacédo de terminacéo da traducéo

Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de elF5A de diferentes
organismos

Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina em elF5A
Principais vias de degradacdo do mRNA eucariético

Metabolismo de mRNA

elF5A néo se localiza nos P bodies em diferentes condicfes de estresse
O mutante tif51A-3 ndo forma P bodies na temperatua ndo permissiva

O mutante ccal-1 ndo forma P bodies na temperatua ndo permissiva

O dominante negativo eft2"09%

temperatura ndo permissiva

apresenta diminuida formacao de P bodies na

Resposta a repressao da traducao dos mutantes tif51A-1 e xrnlA induzida por
deplecédo de glicose

Os mutantes tif51A-1 e xrnl1A sdo sintético doentes

Os mutantes duplo tif51A-1 Ism1A e triplo tif51A-1 dcpl-2 ski8A néo
apresentam interacao genética sintética

Os mutantes duplos tif51A-1 ou tif51A-3 e sbplA apresentam interacdes
genéticas sintéticas por supresséo parcial do defeito de crescimento

O mutante duplo tif51A-3 dhh1A apresenta interacdo genética sintética por
supresséo parcial do defeito de crescimento

O mutante duplo tif51A-3 e patlA apresenta interacao genética sintética por
supressédo parcial do defeito de crescimento

Os mutantes estéveis de elF5A possuem defeito na formacéo de granulos de
estresse induzidos por choque térmico

Os mutantes tif51A-3 e tif51A%??""F gpresentam defeito na formacso de
granulos de estresse induzidos por choque térmico

Os mutantes de elF5A apresentam parada no inicio da traducéo apés choque
térmico

Co-localizacao de elF5A com a proteina Dcp2 nos granulos de estresse
Co-localizacao de elF5A com a proteina Ngrl nos granulos de estresse
Co-localizacdo de elF5A com a proteina eEF3 nos granulos de estresse

Presenca de Sbpl nos granulos de estresse induzidos por choque térmico

25

26

27

37

38

46

a7

67

68

69

70

73

77

78

79

80

81

89

90

91

92

93

94

95



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

LISTA DE TABELAS

Linhagens utilizadas nos experimentos
Plasmideos utilizados nos experimentos
Oligonucleotideos utilizados nos experimentos

Resultados da interacdes genéticas sintéticas

53

56

57

82



ABREVIACOES E SIGLAS

V[s] micrograma

pL microlitro

°C graus Celcius

5-UTR regido 5’-ndo traduzida

'mG capacete de 7-metil-guanosina

ATP desoxirriboadenosina trifosfatada
ATPase hidrolase que se liga a ATP

C-terminal carboxi-terminal

Caf4 CCR4 Associated Factor 4

Cafl6 CCR4 Associated Factor 16

Caf40 CCR4 Associated Factor 40

Caf130 CCR4 Associated Factor 130

Ccr4 Carbon Catabolite Repression 4

CHX ciclo-heximida

cm centimetro

CRM Chromosome Region Maintenance 1
Dcpl MRNA DeCaPping 1

Dcp2 MRNA DeCaPping 2

Dhh1 DExD/H-box Helicase

DIC Differential Interference Contrast

DNA acido desoxirribonucleico

dNTPs mistura dos desoxirribonucleotideos trifosfatafos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
D.O. densidade 6tica

DTT ditiotreitol

EDTA acido etilenodiaminotetracético

eEF's fatores de elongacéo da traducéo

eEF1A Eukaryotic translation Elongation Factor 1A
eEF2 Eukaryotic translation Elongation Factor 2
eEF3 Eukaryotic translation Elongation Factor 3
EF-P Eubacterial Elongation Factor P

elF's fatores de inicio de traducgéo

elF1 Eukaryotic translation Initiation Factor 1
elF1A Eukaryotic translation Initiation Factor 1A
elF2 Eukaryotic translation Initiation Factor 2



elF3
elF4E
elF4A
elF4G
elF4F
elF4B
elF5
elF5A
elF5B
eRF1
eRF3
g

GC7
GDP
GFP
GIC1
GTP
GTPase
GW182
h

HIV-1
HSP150
IRES
kb

kDa
L11
Lsm1-7
M

MAP
mCh
Met-tRNA,;
mg
mMiRNA
min

mL

mm
mM

Eukaryotic translation Initiation Factor 3
Eukaryotic translation Initiation Factor 4E
Eukaryotic translation Initiation Factor 4A
Eukaryotic translation Initiation Factor 4G
Eukaryotic translation Initiation Factor 4F
Eukaryotic translation Initiation Factor 4B
Eukaryotic translation Initiation Factor 5
Eukaryotic translation Initiation Factor 5A
Eukaryotic translation Initiation Factor 5B
Eukaryotic translation Release Factor 1
Eukaryotic translation Release Factor 3
grama

N1-Guanil-diaminoheptano
desoxirriboguanidina difosfatada

Green Fluorescent Protein

GTPase Interactive Component
desoxirriboguanidina trifosfatafa
hidrolase que se ligaa GTP
glycine/tryptophan (GW) rich protein
hora

virus da imunodeficiéncia humana 1
Heat Shock Protein 150

Internal Ribosome Entry Sites

quilobase

quilodalton

proteina ribossomal da subunidade 60S
Like Sm1-7

molar

Mitogen-Activated signaling Pathway
mCherry

Methionin initiatior tRNA

miligrama

micro RNA

minuto

mililitro

milimetro

milimolar



mRNA
mRNP
N
N-terminal
ng

Ngrl
nm
NMD
Notl-5
oDC
ORF

PO
PAB1
Patl

pb

P bodies
PBS
PCI
PCR
PDB
PEG

pH
PKC1
PMSF
poli(A)*
Pop2
PRF
Rev
RFP
RNA
RNAse
rpm

S5
Sbpl
SC
SDS-PAGE
SDS

RNA mensageiro

messenger Ribonucleoprotein

normal

amino-terminal

nanograma

Negative Growth Regulatory protein 1
nanémetro

Non-sense Mediated Decay

(alias CDC39) Cell Division Cycle
ornitina descarboxilase

Open Reading Frame

proteina ribossomal da subunidade 60S
Poly(A) Binding protein

Protein Associated with Topoisomerase Il
pares de base

Processing bodies

solucéo salina tamponada com fosfato
solugéo de fenol:cloroférmio:acido isoamilico (25:24:1)
Polymerase Chain Reaction

Protein Data Base

polietilenoglicol

potencial hidrogenibénico

Protein Kinase C

fluoreto de fenilmetilsulfonila

cauda de poliadenina do mRNA
PGK promoter directed OverProduction 2
Programmed Ribosomal Frameshiting
proteina de propagacéo do virus HIV-1
Red Fluorescent Protein

acido ribonucleico

enzima que cliva RNA

rotacdo por minuto

proteina ribossomal da subunidade 40S
provavel proteina de ligagcdo a RNA

meio sintético completo para levedura

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

dodecil sulfato de sédio



s
SIAl
SG
Ski3
Ski8
SSD1
TAE
TE
Tris
Triton X-100
tRNA
ts
Tubl
U
YPD
Yptl
Xg
Xpol
Xrnl
WSC1
WSC2
WSC3
ZDS1

segundo

proteina envolvida na ativacdo da H+-ATPase Pmal por glicose
Stress Granules

SuperKlller 3

SuperKlller 8

Suppressor of SIT4 Deletion

tamp&o conteno tris, acido acético e EDTA

tampao tris-EDTA

tris-hidroximetilaminometano
polietilenoglicol-terc-octilfenil éter

RNA transportador

temperatura sensivel

TUBUIIn

unidade enziméatica

Yeast extract, Peptone, Dextrose media

Yeast Protein Two

aceleracao gravitacional

(alias Crm1) Chromosome Region Maintenance 1
(alias Kem1) Kar-Enhancing Mutations

(alias Slgl) Synthetic Lethal with Gap 1

cell Wall integrity and Stress response Component 2
cell Wall integrity and Stress response Component 3

Zillion Different Screens 1



1.1.
1.2.
1.3

4.1.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4,
4.2.5.
4.2.5.1.
4.2.5.2.
4.2.5.3.
4.2.6.

5.1.

5.2.

5.3.

54.

6.1.
6.2.
6.3.

SUMARIO

Introducéo

Sintese de proteinas em eucariotos

O fator elF5A

O metabolismo de mRNA: o papel dos P bodies e dos granulos de estresse
Objetivo Geral

Objetivos Especificos

Metodologia experiemental

Materiais

Métodos

Transformacéo de S. cerevisiae

Reacéo de PCR

Extracdo de DNA genémico de levedura

Microscopia de fluorescéncia para GFP, RFP e mCherry
Perfil polissomal

Preparo do gradiente de sacarose

Preparo do extrato e centrifugacé@o dos gradientes
Fracionamento dos gradientes e coleta das fraces
Teste de sensibilidade a temperatura

RESULTADOS

elF5A e a organizagdo dos P bodies

Analise do perfil polissomal de mutantes de elF5A e xrn1A em condigdo de
repressdo da tradugéo

Avaliacdo da interagcdo genética entre mutantes de elF5A e de fatores de
repressédo da traducdo e/ou degradacdo de mRNA

Avaliacdo da relacdo entre os granulos de estresse, elF5A e Sbpl
DISCUSSAO

elF5A no contexto dos P bodies

elF5A no contexto dos fatores de represséo e/ou degradacdo de mRNA
elF5A e Sbpl no contexto dos granulos de estresse

CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO

21
22
28
39
48
50
52
53
58
58
58
59
60
60
60
61
61
62
63
64

71

74

82
95
96
98
99
103
105
121



21

INTRODUCAO



22

1.1. Sintese de proteinas em eucariotos

As proteinas estdo entre as biomoléculas mais importantes e abundantes nos
seres vivos. E necessario, portanto, que a sintese protéica realizada pelo
mecanismo de traducdo seja um processo amplamente regulado. A traducéo requer
uma grande maquinaria biologica, a qual utiliza inUmeros componentes, entre eles,
MRNAs, RNAs, tRNAs aminoacilados, enzimas diversas e fatores de traducado
(MATHEWS; SONENBERG; HERSHEY, 2007). Os componentes protéicos da maquinaria
traducional representam mais de 50% do total das proteinas celulares (MERRICK,
1992). A traducéo pode ser dividida em trés etapas: inicio, elongacao e término.

O inicio da traducdo consiste basicamente da selecdo do mRNA a ser
traduzido e da formacao do complexo de pré-iniciagdo 80S com o Met-tRNA; ligado
ao codon iniciador no sitio P (peptidil) do ribossomo. As etapas do inicio da tradugéo
sao mostradas na Figura 1 (adaptada de HERSHEY, 2010) e estdo descritas a seguir.
Primeiramente, a extremidade 5 do mRNA a ser traduzido, mais especificamente no
capacete de 7-metil-guanosina (‘mG), ocorre a ligacdo de elF4E, seguido de elF4G
e elF4A. Estes trés fatores de inicio da traducdo (elF's) formam o complexo elF4F.
Na cauda de poliA do mRNA liga-se Pabl (polyA-binding protein), e por sua vez, a
interacdo elF4E-elF4G-Pabl circulariza 0 mRNA (GINGRAS; RAUGHT; SONENBERG,
1999; SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009). Em seguida, a helicase elF4A desfaz as
estruturas secundarias da extremidade 5-UTR do mRNA, préximas ao capacete
'mG, possibilitando a ligacdo do ribossomo nesta regido (PEsTova et al., 2001;
HERSHEY, 2010; JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010).

Paralelamente, ocorre a formacdo do complexo ternario, composto por elF2-
GTP-Met-tRNA; (PESTOVA; LORSCH; HELLEN, 2007), ao qual se liga a subunidade
ribossomal 40S e os fatores elF1, elF1A, elF3 e elF5. Este novo complexo formado
€ conhecido como complexo de pré-iniciacao 43S (CHAUDHURI; CHOWDHURY; MAITRA,
1999; MAJUMDAR; BANDYOPADHYAY; MAITRA, 2003). Ainda, elF6 liga-se as
subunidades 60S, prevenindo a re-associacdo prematura do ribossomo 80S. Em
seguida, o mRNA circularizado é recrutado e ligado ao complexo 43S através de
interacdes entre elF4G/elF4B e elF3/elF5, formando o complexo 48S.
Posteriormente, o0 complexo de pré-iniciacdo escaneia 0 mRNA até localizar o codon
de iniciacdo, geralmente o primeiro AUG da sequéncia, e entdo ocorre uma ligacéo

entre o cdédon e o anticobdon (do mRNA e do Met-tRNA)). Finalmente, a subunidade
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ribossomal 60S acopla-se ao complexo de pré-iniciacdo 48S formando o complexo
de pré-iniciacdo 80S com o Met-tRNA; ligado ao sitio P do ribossomo (PESTOVA et
al., 2001; HERSHEY, 2010; JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010).

A elongacédo da tradugcdo € um processo mais simples e que requer menos
fatores do que o inicio da traducdo. O ciclo de elongacédo pode ser resumido pelo
acoplamento dos tRNA aminoacilados ao ribossomo 80S e formacao das ligacdes
peptidicas. Este ciclo se utiliza de fatores de elongacéo (eEF's: eEF1A, eEF1Ba(B)y,
eEF2 e eEF3) os quais sdo responsaveis por manter correta a janela de leitura do
MRNA (TAYLOR; FRANK; KiNzy, 2007). Uma ilustracdo da etapa de elongacao esta
mostrada na Figura 2 (adaptada de MERRICK, 1992).

ApoOs o inicio da traducéo, temos o Met-tRNAI ligado sitio P do ribossomo, o
proximo cédon a ser traduzido estd na posicdo ribosomal chamada de sitio A
(aminoacyl), sendo que, eEF1A-GTP é o responsavel por ligar e recrutar os tRNAs
aminoacilados para o sitio A, assegurando um correto pareamento codon/anti-
coédon. Ocorrem mudancas conformacionais no ribossomo, seguido de hidrolise do
GTP ligado a eEF1A. Em seguida, eEF1A-GDP ¢é liberado, e este sera reciclado por
eEF1Ba(B)y para gerar um novo eEF1A-GTP. O centro peptidil transferase da
subunidade maior do ribossomo catalisa a ligacao peptidica entre o aminoacil-tRNA
do sitio A e o peptidil-tRNA do sitio P, onde ha a cadeia polipeptidica nascente.
eEF3 é uma ATPase cuja atividade € estimulada pelo ribossomo, sendo este fator
necessario para a ligacdo do complexo aminoacil-tRNA/elF1A-GTP no sitio A do
ribossomo (TRIANA-ALONSO; CHAKRABURTTY; NIERHAUS, 1995). Apos a ligacéo
peptidica, a GTPase eEF2 catalisa a translocacdo do tRNA em um cdédon, com
hidrolise de GTP (TAvyLorR et al.,, 2009), transferindo o tRNA do sitio A/P
(aminoacyl/peptidil) para P/E (peptidil/exit), deixando um tRNA n&o carregado no
sitio E e 0 novo peptidil-tRNA no sitio P (MERRICK, 1992; TAYLOR; FRANK; KINzY,
2007). Ainda, eEF3 promove a liberagdo do tRNA localizado no sitio E do ribossomo
durante os ciclos de elongacdo (TRIANA-ALONSO; CHAKRABURTTY; NIERHAUS, 1995;
ANDERSEN et al., 2006), além de atuar na reciclagem das subunidades ribossomais
(KurATA et al., 2010).

O término da traducdo é mediado pelos fatores eRF1 e eRF3, e esta
mostrado na Figura 3 (adaptada de FAN-MINOGUE et al., 2008). Na terminacdo, um
dos cbédons de terminacdo (UAA, UGA e UAG) é translocado para o sitio A do

ribossomo. eRF1 reconhece estes codons e bloqueia a ligagdo de um novo tRNA.
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Além disso, eRF1 promove a atividade GTPasica de eRF3 liberando a cadeia
polipeptidica. Por fim, ocorre a reciclagem das subunidades ribossomais 40S e 60S
(KaPP; LORSCH, 2004; SALAS-MARCO; BEDWELL, 2004; EHRENBERG et al. 2007; FAN-
MINOGUE et al., 2008).

A regulacdo dos niveis de sintese protéica ocorre principalmente pela
fosforilacdo, e consequente inibicdo da atividade, dos fatores de inicio e elongacao
da tradugdo. Em células eucarioticas, essa regulacdo ocorre principalmente na etapa
de inicio da tradugéo, o que permite um rapido e reversivel controle da expresséo
génica neste nivel (JACKSON, HELLEN, PESTOVA et al.,, 2010). Entre os fatores de
inicio alvos de regulacdo da traducdo podemos citar como exemplos, elF2, elF3,
elF4E, elF4G, elF4B, entre outros. Uma vez que, entre as etapas inicias da tradugao
esta a ligacdo de elF4E ao capacete ‘'mG, a inibicdo desta ligacdo torna-se um
importante ponto de regulacdo. Neste cenario, podemos citar a familia de proteinas
4E-BP's, que quando hipofosforiladas ligam-se ao fator elF4E, impedindo sua
associacdo com elF4G. Quando as 4E-BP's sao fosforiladas, estas perdem
afinidade por elF4E, revertendo a inibi¢cdo. Entre os fatores de elongacgdo, temos
como exemplo a fosforilacdo de eEF2 (MATHEWS; SONENBERG; HERSHEY, 2007;
HERSHEY, 2010). Por fim, existe a regulacao pela presenca de codons de terminacao
prematuros nos mRNAS, os quais sao reconhecidos e 0 mMRNA é direcionado para
degradacéo pela via de NMD (Non sense mediated decay) (CHANG; IMAM; WILKINSON,
2007; BROGNA; WEN, 2009), além disso, estes mRNAs sao traducionalmente
reprimidos (ZHANG et al., 2010). Através dos mecanismos regulatérios brevemente
descritos neste capitulo, compreendemos que as células sdo capazes de manter a

traducdo altamente regulada, produzindo as proteinas em niveis adequados.
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Figura 1. Etapas do inicio da traducao em eucariotos. O inicio da traducéo apresenta as
seguintes etapas: 1) Selecdo do mRNA a ser traduzido; 2) Ligacdo do Mte-tRNA;; 3)
Formacao complexo 43S; 4) Escaneamento do mRNA até o AUG; 5) Reconhecimento
do AUG; 6) Ligacdo do 60S e reconstituicAo do ribossomo 80S (adaptada de
HERSHEY, 2010).
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Figura 2. Ciclo da elongacdo da traducdo em eucariotos. A elongacdo da traducédo
apresenta as seguintes etapas: transferéncia do tRNA aminoacilado por eEF1A-GTP
para o sitio A do ribossomo; reciclagem de eEF1A-GDP por eEF1Ba(B)y; formacéo da
ligacdo peptidica e liberacdo do tRNA; translocacao por eEF2 (adaptada de MERRICK,
1992).
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Figura 3. Reacdo de terminacdo da traducdo. O término da traducdo consiste no
reconhecimento do cddon terminador por eRF1; bloqueio da entrada de um novo
tRNA,; liberacdo da cadeia polipeptidica e das subunidades ribossomais por eRF3

(adaptada de FAN-MINOGUE et al., 2008).
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1.2. O fator elF5A

O provavel fator de inicio de traducdo de eucariotos 5A (elF5A - Eukaryotic
translation Initiation Factor 5A) é altamente conservado desde arqueas a eucariotos,
sendo que as proteinas elF5A de Saccharomyces cerevisiae e de mamiferos séo
63% idénticas (SCHNIER et al., 1991; CHEN; Liu, 1997). Na Figura 4 esta mostrado um
alinhamento das sequéncias de elF5A de diversos organismos, incluindo arqueas,
eucariotos inferiores e superiores. Como pode ser verificado, ha um alto grau de
conservacao entre as espécies analisadas, o que sugere a importancia de elF5A em
processos celulares comuns.

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui dois genes paralogos que
codificam para elF5A, TIF51A (HYP2) e TIF51B (HYP1 ou ANB1), expressos em
condicOes aerdbicas e anaerobicas, respectivamente (SCHNIER et al., 1991; WoHL et
al., 1993; VALENTINI et al., 2002). Um estudo mostrou que linhagens expressando
apenas TIF51A ou TIF51B sob controle de um promotor induzivel por galactose séao
capazes de crescer em aerobiose ou anaerobiose, portanto as proteinas expressas
por estes genes sao intercambiaveis in vivo (SCHWELBERGER; KANG; HERSHEY, 1993).
Estes genes estdo localizados em cromossomos diferentes (WoHL et al., 1992), e
apesar das ORF's de TIF51A e TIF51B possuirem 90% de identidade, ao
compararmos 500 pb das suas regides flagueadoras 5-UTR e 3'-UTR foi verificada
uma identidade de apenas 41% e 36%, respectivamente, através de alinhamento
multiplo de sequéncias. Como esperado, a delecdo de TIF51B ndo afeta o
crescimento de células haploides em condi¢cdes de aerobiose (WoOHL et al., 1993).
Em condi¢cbes aerdbicas, elF5A expressa por TIF51A pode ser encontrada em trés
isoformas, uma basica, uma &cida, e um produto de degradacdo sem os 10
primeiros aminoacidos (WoHL et al.,, 1993), sendo a forma acidica predominante
(KANG; SCHWELBERGER; HERSHEY, 1993). E, uma vez que TIF51A é essencial para a
viabilidade celular na presenca de oxigénio, varios mutantes condicionais foram
isolados e caracterizados (Zuk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002; DiAs et al.,
2008).

elF5A sofre duas modificacdes pds-traducionais. A primeira delas ocorre na
forma acidica de elF5A, e consiste na fosforilagdo do residuo de serina acetilado da
regido N-terminal da proteina (KANG; SCHWELBERGER; HERSHEY, 1993; KLIER et al.,

1993). Esta serina esta indicada em verde e negrito na Figura 4, na sequéncia de
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aminoacidos de elF5A de S.cerevisiae. A mutacao neste residuo (S2A em levedura)
revelou que a forma néo fosforilada de elF5A ndo apresenta defeito de crescimento
nem de viabilidade celular, além de ser suficiente para promover o crescimento de
células tif51AA haploides (KLIER et al., 1993), sugerindo que a fosforilacdo de elF5A
nao seja essencial para o seu funcionamento in vivo. A segunda modificacdo pos-
traducional de elF5A € Unica e essencial para sua atividade na célula. Esta
modificacdo corresponde a hipusinacdo de um residuo de lisina que € substituido
pelo residuo de aminoacido hipusina (CHEN; Liu, 1997; PARK; LEE; JOE, 1997). No
alinhamento de sequéncias da Figura 4 esta sublinhada a regido da proteina elF5A
gue sofre a hipusinacdo, conhecida como al¢ca de hipusinacdo, bem como a lisina
alvo desta modificacdo (marcada em lilas e negrito).

A formacdo do aminoacido hipusina [Ne-(4-amino-2-hidroxibutil)-lisina]
(hypusine: hydroxyputrescine-lysine) ocorre através da transferéncia, pela desoxi-
hipusina sintase, de um grupamento 4-aminobutil da espermidina (uma poliamina)
para o amino grupo livre de uma lisina especifica, seguido de hidroxilacdo deste
grupo pela desoxi-hipusina hidroxilase. A hipusina é produzida logo apés a traducéo
de elF5A, sendo esta modificacdo irreversivel e essencial (PARK; WOLFF; FOLK,
1993). A via de biossintese da hipusina esta representada no esquema da Figura 5.
O grau de conservacao, entre as diferentes espécies, dos residuos flanqueadores
do sitio de hipusinacdo revela a grande importancia deste amino&cido raro
(MAGDOLEN et al., 1994; CHEN; Liu, 1997). A mutagcdo deste residuo (K51R em S.
cerevisiae) leva a producdo de elF5A nao hipusinado, que nédo complementa o
fenétipo de células onde TIF51A foi nocauteado (ScCHNIER et al., 1991).
Adicionalmente, o gene codificador da enzima desoxi-hipusina sintase € essencial
para o crescimento de S. cerevisiae (SASAKI; ABID; MIYAZAKI, 1996; PARK; LEE; JOE,
1997). Portanto, o fato de elF5A ser a Unica proteina eucariética que sofre
hipusinacao fortalece a idéia de que este fator seja de fundamental importancia no
metabolismo celular.

E conhecido que as poliaminas, precursoras da hipusina, sdo essenciais para
a proliferacao celular (PARK; LEE; FOLK, 1997; LEE et al., 2009). A hipusinacdo pode
ser inibida por um analogo da poliamina espermidina, o GC7 (N1-Guanil-
diaminoheptano), uma vez que esta droga liga-se ao sitio ativo da desoxi-hipusina
sintase, impedindo a formacdo da hipusina (PARK, 2006). Recentemente, foi

demonstrado em mamiferos que o tratamento das células com GC7 além de inibir a
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hipusinacdo de elF5A, também promove a regulacdo da traducdo nas etapas de
inicio e elongacéo (LANDAU et al., 2010).
elF5A possui 18 kDa em levedura, podendo variar até 21 kDa dependendo da
espécie (PARK; LEg; JOE, 1997). As estruturas tridimensionais de homologos de
elF5A foram resolvidas por cristalografia para as proteinas das arqueas
Methanococcus jannaschii (Kim et al., 1998); Pyrobaculum aerophilum (PEAT et al.,
1998) e Pyrococcus horikoshii (YAO et al., 2003). Além destas, as estruturas de
elF5A dos protozoarios Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis foram
depositadas no Protein Data Bank (PDB 1XTD, 1X60, respectivamente); e a
estrutura de elF5A de humanos (PDB 3CPF) (TonG et al.,, 2009) também foi
resolvida. Um trabalho recente de nosso laboratério gerou por cristalografia a
estrutura terciaria de elF5A de S. cerevisiae, a qual esta depositada no PDB 3ERO.
Estas determinagcfes estruturais revelaram varias caracteristicas comuns entre as
proteinas. Segundo esses estudos, elF5A trata-se de uma proteina dividida em dois
dominios predominantemente compostos por folhas beta. A comparacdo destes
dominios com outras proteinas de estruturas tridimensionais conhecidas mostra que
o dominio N-terminal, o qual contém a hipusina, possui um dobramento classificado
como Translation Protein SH3-like motif, o qual também esta presente em varias
proteinas ribossomais (http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GouGH et al., 2001). O
dominio C-terminal, por sua vez, é similar a dobramentos de proteinas que se ligam
a acidos nucléicos de fita simples (Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold), o
gual esta presente em proteinas de diferentes fungdes celulares que se ligam a RNA
ou DNA fita simples (http://supfam.org/SUPERFAMILY) (GouGH et al., 2001). De
fato, dois trabalhos publicados tentam correlacionar a funcdo de elF5A com a
ligacdo a mMRNAS, porém a extensao de tais estudos ainda necessita ser ampliada
para se estabelecer um papel de elF5A na interacao fisica direta com mRNAs (Xu;
CHEN, 2001; Xu, JAO; CHEN, 2004). Interessantemente, embora ndo exista proteina
homologa de elF5A em eubactérias, o fator de elongacéo da traducao de bactérias
EF-P é um homologo estrutural de elF5A de arqueas, sendo a estrutura de elF5A
bastante semelhante a dois dominios de EF-P (HANAWA-SUETSUGU et al., 2004).
Portanto, esta conservagcdo estrutural parece estar correlacionada a conservacao
funcional entre as proteinas.
O fator elF5A foi inicialmente purificado a partir de ribossomos de lisados de

reticulécitos de coelho e recebeu esta denominacgédo, pois foi considerado um fator
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de inicio de traducéo, devido a sua capacidade de estimular a sintese de metionil-
puromicina in vitro (BENNE; HERSHEY, 1978). O antibidtico puromicina é um analogo
estrutural da extremidade 3' de um tRNA aminoacilado e pode ocupar o sitio
ribossomal A possibilitando que seu radical amino primario interaja com um Met-
tRNA,, reproduzindo a formacédo de uma ligacdo peptidica. O ensaio de metionil-
puromicina mede a incorporacdo de metionina radioativa, a partir de Met-tRNA;, a
puromicina, através de catalise ribossomal, sendo, portanto, um ensaio bastante
utilizado para avaliar a influéncia de diferentes fatores no inicio da traducao.

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,
de resultados obtidos na auséncia dos outros fatores de inicio de traducgéo elF1,
elF1A, elF3, elF5B e elF5, também testados. Além disso, elF5A nédo pareceu
influenciar a formacgéo in vitro de complexo ternario ou a ligacdo do mRNA de
globina ou do Met-tRNA; a subunidade 40S (BENNE; HERSHEY, 1978). A possibilidade
de elF5A atuar na elongacdo da traducdo também foi considerada, mas nenhum
efeito positivo foi observado com a adicdo de elF5A em um sistema de sintese
protéica para polimerizagdo de poli-fenilalanina a partir de acido poli-uridilico,
ribossomos 80S e fatores de elongacdo eEF1 e eEF2 purificados (BENNE; HERSHEY,
1978). Em concordancia com esse trabalho inicial de caracterizacédo funcional de
elF5A em sistemas in vitro, foram publicados posteriormente estudos mostrando que
a inibicdo da maturacao funcional de elF5A (discutida a seguir) ndo se correlaciona
a uma repressao da traducdo em células de mamifero, e que a deplecao deste fator
em S. cerevisiae leva a uma pequena diminui¢do (30%) da taxa de sintese protéica
(DUNCAN; HERSHEY, 1986; KANG; HERSHEY, 1994; ZuK; JACOBSON, 1998). Assim,
apesar de elF5A ter sido denominado inicialmente um fator de inicio de traducéo, a
sua func&o como tal ndo foi claramente demonstrada.

Uma funcado para elF5A como fator geral da traducéo foi descartada, uma vez
gue, a deplecéo in vivo deste fator em levedura causa uma pequena reducéo, de
apenas 30%, nos niveis de sintese protéica total (KANG; HERSHEY, 1994).
Interessantemente, neste estudo foi verificado que esta deplecdo de elF5A gerou
um aumento de células paradas em G1, sugerindo que elF5A seja um fator
envolvido na traducdo de um grupo especifico de mensageiros, como por exemplo,

aqueles codificadores de proteinas envolvidas na transicdo G1/S do ciclo celular
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(KANG; HERSHEY, 1994). Essa hipétese foi levantada, pois varios autores mostraram
gue o bloqueio de qualquer uma das etapas envolvidas na hipusinacdo de elF5A
leva a uma inibicAo da proliferagdo celular de diferentes linhagens tumorais de
células de mamiferos (HANAUSKE-ABEL et al., 1994; PARK et al., 1994; CHEN et al.,
1996; SHI et al., 1996b). Além destas, outras observacfes também evidenciam o
envolvimento de elF5A com proliferacdo celular como, por exemplo, foi verificado
que a expressao de elF5A é induzida em linfocitos T ativados (BEVEC et al., 1996).
Complementando estes dados, um estudo utilizando Drosophila melanogaster
evidenciou uma perda no controle do ciclo celular, no inicio do desenvolvimento
deste inseto, em consequéncia da alteracéo dos niveis de elF5A (LEE et al., 2001).
Portanto, estes dados reforcaram o envolvimento de elF5A com a progressdo do
ciclo celular.
Embora proposto previamente que elF5A seja um cofator celular da proteina
Rev de HIV-1 e esteja envolvido na exportacdo dos mensageiros tardios deste virus
(RUHL et al., 1993; BEVEC et al., 1996; BEVEC; HAUBER, 1997; ELFGANG et al., 1999;
RosoRrius et al., 1999), outros estudos nao evidenciam o envolvimento de elF5A
com transporte nucleocitoplasmatico (HENDERSON; PERCIPALLE, 1997; SHI; YIN;
WAXMAN, 1997; JAO; CHEN, 2002; VALENTINI et al., 2002). Curiosamente, um trabalho
recente, mostrou que a inibicdo da hipusinacéo provoca a inibicdo da expresséo de
HIV-1 (HoQUE et al.,, 2009). Em outro trabalho, foi mostrado que elF5A possui um
efeito regulatério positivo na expressdo génica independente da proteina Rev e na
traducdo do RNA de HIV-1, além de ser um co-fator que aumenta a traducao
mediada por IRES (Internal Ribosome Entry Sites) deste virus (Liu et al., 2011).
Portanto, elF5A poderia ter um papel na traducéo especifica desse tipo de virus.
Uma andlise da localizacdo subcelular de Rev utilizando diferentes linhagens
de células de mamiferos, revelou que esta proteina, produzida transientemente, esta
localizada no nucleo, e que elF5A apresenta uma localizacdo citoplasmatica que
coincide com a do reticulo endoplasmatico (SHi et al., 1996a). Ainda, ao se inibir a
transcricdo a localizacdo de Rev é alterada completamente, enquanto que, a de
elF5A permanece inalterada. Entretanto, inibidores da tradugdo, alteram a
localizagao subcelular de elF5A, mas ndo de Rev. Esses dados sugerem que elF5A
nao sofre translocacdo nucleocitoplasmatica como ocorre com Rev (SHI; YIN;
WAXMAN, 1997). Em S. cerevisiae, elF5A é uma proteina que apresenta uma

localizacdo citoplasmatica com maior concentragdo perinuclear (VALENTINI et al.,
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2002), o que esta de acordo com sua localizacdo em células de mamiferos, onde
elF5A localiza-se principalmente no citoplasma (SHi; YIN; WAXMAN, 1997; JAO; CHEN,
2002). Esta localizag&o perinuclear ndo é alterada em leveduras contendo um alelo
temperatura-sensivel de XPO1, gene que codifica para CRM1l/exportina 1 em
leveduras, na temperatura ndo permissiva. Assim como acontece em mamiferos, o
bloqueio da acédo de exportina 1 em leveduras leva a um acumulo da proteina Rev
de HIV-1 no nucleo. Entretanto, ndo ocorre acumulo de elF5A nas mesmas
condi¢cdes onde ocorre acumulo de Rev no mutante de Xpol, e também n&o ocorre
acumulo de Rev no nucleo em mutantes de elF5A, o que compromete o
envolvimento de elF5A com a exportacdo de proteinas através do receptor
CRM1/exportina 1 (VALENTINI et al., 2002). Interessantemente, foi mostrado em
células de mamiferos que a localizagcdo subcelular de elF5A de humanos esta
relacionada a hipusinacédo (LEE et al., 2009). A forma precurssora de elF5A localiza-
se em ambos, citoplasma e ndcleo, enquanto que, a forma hipusinada esta
predominantemente no citoplasma celular, local onde este fator pode atuar na
traducdo, sendo exportada pela exportina 4, de uma maneira depentente da
hipusinacao (LEE et al., 2009).

O fator elF5A esta envolvido com a degradacdo de mRNA, pois foi
demonstrado que o mutante temperatura-sensivel (ts) do gene TIF51A, o mutante
ts1159, acumula mRNA sem o capacete 'mG na temperatura ndo permissiva (ZUK;
JACOBSON, 1998). Além deste, outros mutantes de elF5A descritos por nosso
laboratorio (tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3) também acumulam mRNAs na temperatura
nao permissiva (VALENTINI et al., 2002). Em outro estudo, foi mostrado que linhagens
contendo formas mutadas de elF5A de humano apresentaram fenétipo ts e sintese
protéica diminuida. Estes mutantes apresentaram também acumulo de mRNAs
semelhante ao observado em linhagens deficientes para NMD (Non-sense mediated
decay), além de aumento na meia-vida de alguns transcritos de genes dependentes
de NMD (SCHRADER et al., 2006).

Diversos genes foram isolados como supressores em alto nimero de copias do
fenétipo ts do mutante tif51A-1. Entre estes genes estdo: PAB1, PKC1, WSC1,
WSC2, WSC3, SIAl, HSP150, GIC1 e ZDS1 (VALENTINI et al., 2002; ZANELLI,
VALENTINI, 2005). O encontro desses genes levou a sugestdo de uma nova via de
sinalizacdo celular a partir de Pkcl. A proteina Pkcl participa da resposta a choque

hipoosmético, juntamente com as proteinas Wscl, 2 e 3. Ainda, foi mostrado que a
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supressao por Pkcl é independente da via de MAP quinases e foi descrita uma via
de sinalizacao intracelular que atua abaixo de Pkcl e que envolve as proteinas Zdsl
e Gicl. Os genes supressores PKC1l, ZDS1 e GIC1 s&o importantes para a
polaridade celular na levedura, e uma vez que, mutantes de elF5A apresentam
defeito na polarizacdo do citoesqueleto de actina na temperatura ndo permissiva
(ZANELLI; VALENTINI, 2005). E provavel que elF5A esteja envolvido com a progressao
no ciclo celular em levedura de maneira indireta, através do controle da expressao
génica em nivel traducional.

Adicionalmente, um rastreamento de letalidade sintética foi realizado utilizando
0 mutante ts tif51A-3 e revelou o gene YPT1 como sendo sinteticamente letal com
TIF51A (FRIGIERI et al., 2007). Esta letalidade sintética entre tif51A-3 e yptl passa a
envolver direta ou indiretamente o fator elF5A com a via secretéria, uma vez que a
proteina Yptl trata-se de uma GTPase envolvida com o transito vesicular do reticulo
endoplasmatico para o Golgi. Além disso, o0 dado de que 0s genes supressores
PKC1, WSC1, WSC2 e WSC3 estéo relacionados ao correto funcionamento da via
secretoria (GUSTIN et al., 1998) fortalecem o envolvimento de elF5A nesta via do
metabolismo celular. Interessantemente, foi observado que mutacdes na via
secretoria direcionam a uma rapida e especifica atenuagdo do inicio de traducéo.
Isto ocorre como resposta primaria da célula para preservacdo de energia e
prevencdo de acumulo de proteinas nado localizadas adequadamente devido a
inativacdo do transporte vesicular (DELOCHE et al., 2004). Diante deste dado, foi
sugerido por nosso laboratério que elF5A e Yptl trabalhem juntas na célula para
garantir a sintese protéica apropriada e a secre¢ao das proteinas necessarias para a
formacdo do novo broto durante a fase G1/S em levedura (FRIGIERI et al., 2007;
FRIGIERI et al., 2008).

Retornando ao cenério da traducéo, resultados obtidos em nosso laboratério
fortaleceram o envolvimento de elF5A com a etapa de elongacao ao invés de inicio
da traducdo. Em um primeiro trabalho, foi mostrado através de ensaios de
copurificacdo seguidos de identificacdo por espectrometria de massas que elF5A
interage com as proteinas ribossomais (PO, S5 e L11) e com o fator de elongacéo de
traducédo 2 (eEF2), componentes da maquinaria de traducdo (ZANELLI et al., 2006).
Ainda, foi observado que elF5A interage especificamente com monossomos
funcionalmente ativos, e que mutantes condicionais de elF5A apresentam defeito no

perfil polissomal (ZANELLI et al., 2006). Resultados de outro laboratorio também
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sugerem o envolvimento de elF5A com a etapa de elongacédo da traducéo, pois foi
verificado que elF5A interage fisicamente com proteinas ribossomais (JAO; CHEN,
2006). Além disto, o analogo de elF5A de eubactérias (EF-P) tem sua atividade
especificamente afetada in vitro por inibidores da atividade peptidil-transferase (AOKI
et al., 2008) e similarmente foi observada a sensibilidade dos mutantes de elF5A de
levedura a inibidores da tradugcédo, como a esparsomicina e anisomicina (ZANELLI et
al., 2006). Estes dados evidenciam uma funcdo para elF5A na elongacédo da
traducgéo.

Posteriormente, em outro trabalho de nosso laboratorio, foram realizadas
interacbes genéticas e analises de perfil polissomal de linhagens que combinam
mutacdes em elF5A e em fatores envolvidos na etapa de inicio (elF4E) ou
elongacéo (eEF2) da traducdo, onde foi observada interagdo genética entre TIF51A
e 0s genes analisados (GREGIO et al., 2009). Neste estudo, foi mostrado que o perfil
polissomal do mutante ts tif51A-3 € bastante semelhante ao do dominante negativo
de eEF2 (eft2"%%°%) e que a deplecéo de elF5A provoca uma diminuicdo significativa
na sintese protéica total e um aumento no tempo de transito ribossomal (GREGIO et
al., 2009).

Fortalecendo e complementando os dados publicados pelo nosso laboratorio,
foi mostrado que o mutante ts tif51A°%Y apresentou defeito na capacidade de
realizar a alteracdo na janela de leitura programada +1, chamada de PRF +1
(Programmed Ribosomal Frameshiting), efeito semelhante ao observado para
linhagens selvagens tratadas com sordarina, um inibidor de eEF2. Ainda, a linhagem
selvagem tratada com sordarina apresentam perfis polissomais semelhantes ao
mutantes de elF5A, com acumulo de polissomos na temperatura ndo permissiva,
reforcando a correlacao entre elF5A e eEF2 (SAINI et al., 2009).

Um estudo realizado pelo nosso laboratério identificou dois mutantes,
tif51AA e 1if51A°%H9F  que possuem elF5A estavel na temperatura n&o
permissiva (DiAs et al., 2008). Foi mostrado mais recentemente que o mutante
tif51A*®* apresenta uma interacdo genética do tipo sintético doente com o
dominante negativo de eEF2 (eft2"°**) (Dias et al., 2011). A superexpressdo de
eEF2 em tif51A"*®* suprime os defeitos de crescimento, de morfologia celular, de
sintese protéica total e melhora a resisténcia a droga higromicina B, a qual possui
acao como inibidor da sintese protéica e promove alteracées de PRF. Além disso, a

superexpressdo de eEF2 no mutante tif51A*** corrige o defeito de elongacéo da
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traducdo do mutante de elF5A como verificado por ensaios de perfil polissomal.
Estes resultados demonstram que elF5A esta intimamente correlacionado com a

funcdo de eEF2 na elongacdo da traducéo fortalecendo a hipotese de elF5A atuar
nesta etapa da traducéo.
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Pho = e MGDKTKVQVSKLKPGRYI | | DDEPCRI VNI TVSSPGKHGSA 41
Pae 00 eeeeeeieeeeiaeoes MSTK- YVEAGELKEGSYVVI DGEPCRVVEI EKSKTGKHGSA 40
Ma e WI | MPGTKQVNVGSLKVGQYVM DGVPCEI VDI SVSKPGKHGGA 45
Sce MSD- - EEHT- FETADAG- - SSATYPMQCSAL RKNGFVVI KSRPCKI VDMSTSKTGKHGHA 55
Spo MAE- - EEHVDFEGGEAG: - ASL TFPMQCSAL RKNGHVVI KGRPCKI VDMSTSKTGKHGHA 56
Lme MSD- - - EDHDFAHQGGGDNASKTYPVAAGAL KKGGYVCI NGRPCKVI DLSVSKTGKHGHA 57
Lbr MSD- - - EDHDFSHQGGGDNASKTYPLAAGALKKGGYVCI NGRPCKVI DLSVSKTGKHGHA 57
Cel MSDDHHDDEHFHTGDSG- - AAATFPKQCSALRKNEHVM KGRPCKI VEMSTSKTGKHGHA 58
Dre MAEL - - - DDQFETTDSG- - ASTTYPMQCSALRKNGFVMLKSRPCKI VEMSTSKTGKHGHA 55
Mru MAD- - - - DLDFETGDAG- - ASATFPMQCSAL RKNGFVVLKGRPCKI VEMSTSKTGKHGHA 54
Hsal MAD- - - - DLDFETGDAG- - ASATFPMQCSAL RKNGFVVLKGWPCKI VEMSASKTGKHGHA 54
Hsa2 MAD- - - - El DFTTGDAG - ASSTYPMQCSALRKNGFVVLKGRPCKI VEMSTSKTGKHGHA 54
* . . . * Kk . . * *kk*k %
Pho KARI EAVG FDGKVRSI VKPTSAEVDVPI | DKKTAQVI Al TPD- - - - - - - TVQ MD---M 91
Pae KARI VAVGVFDGGKRTL SLPVDAQVEVPI | EKFTAQ LSVSGD- - - - - - - VI QLMD---M 90
Ma KARWG G FEKVKKEFVAPTSSKVEVPI | DRRKGQVLAI MGD- - - - - - - WQ MD---L 95
Sce KVHLVAI DI FTGKKLEDL SPSTHNMVEVPVVKRNEYQLLDI DDG- - - - - - - FLSLMN\- MDG 107
Spo KVHI VALDI FNGRKYEDMSPSTHNVDVPVVKRDEYQLVNI DDG- - - - - - - YLNLMT- TDG 108
Lme KVSI VATDI FTGNRLEDQAPSTHNVEVPFVKTFTYSVLDI QPNEDPSLPSHLSLMD- DEG 116
Lbr KVSI VATDI FTGNRLEDQAPSTHNVEVPFVKTYTYSVLDI QANEDPSLPAHLSLMD- DEG 116
Cel KVHWAI DI FTSKKLEDI CPSTHNVDVPVVKRREYLLNMAI DDG- - - - - - - YCSLMDPESC 111
Dre KVHWG DI FSNKKYEDI CPSTHNVDVPNVKREDLQLI Al SDDS- - - - - - FLTLMI- ESG 108
Mru KVHLVGA DI FTCGKKYEDI CPSTHNVDVPNI KRNDFQLI G QDG - - - - - - YLSLLQ DSG 106
Hsal KVHLVG DI FTGKKYEDI CPSTHNVDVPNI KRNDFQLI J QDG- - - - - - - YLSLLQ DSG 106
Hsa2 KVHLVG DI FTGKKYEDI CPSTHNVDVPNI KRNDYQLI Cl QDG- - - - - - - YLSLLT- ETG 106
* . - % * e e kK . .. . ..

Pho ETYETFEVPI DTGVADEI RDQLKEG - - - NVEYWETLCRI KI MRI KGEGE- - - 138

Pae RDYKTI EVPMKY- VEEEAKGRLAPGA- - - EVEVWQI LDRYKI | RVK- - - - - - - 132

M a QTYETLELPI PE- - - - G EG- LEPGG- - - EVEYI EAVGQYKI TRVI G&K- - -- 136

Sce DTKDDVKAP- EGEL GDSLQTAFDECK- DLMVTI | SAMGEEAAI SFKEAARTD- 157

Spo TTKDDVRLP- EGELGNEI EEGFDEGR- DLI | TVWWSAMGEETALACRDAPSS- - 157

Lme ESREDL DMPPDAALATQ KEQFDSCK- EVLVVVVSAMGTEQVLQTKNAAEK- - 166

Lbr ESREDL DMPPDPALATQ KEQFDSGK- EVLVVVVSAMGTEQVLQTKNAAEK- - 166

Cel EQKDDLKLP- DTELGQQ RDAYEKDEGSVLVQVVSAI GEEAI LGAKVSTKE- - 161

Dre DLREDLKVP- EGEL GEQLRLDFDSCK- DLLCTVLKACGEECVI Al KTNTALDK 159

Mru EVREDLRLP- EGCDLGKEI EQKYDCGE- El LI TVLSAMIEEAAVAI KAMAK- - - 154

Hsal EVPEDLRLP- EGCDLGKEI EQKYDCGE- El LI TVLSAMIEEAAVAI KAMAK- - - 154

Hsa2 EVREDLKLP- EGEL GKEI EGKYNAGE- DVQVSVMCAMSEEYAVAI KPCK- - - - 153

*

Figura 4. Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de elF5A de diferentes
organismos. As sequéncias de arqueas: Pho (Pyrococcus horikoshii), Pae
(Pyrobaculum aerophilum), Mja (Methanococcus jannaschii); de eucariotos inferiores:
Sce (Saccharomyces cerevisiae), Spo (Schizosaccharomyces pombe), Lme
(Leishmania mexicana), Lbr (Leishmania braziliensis), Cel (Caenorhabditis elegans),
Dme (Drosophila melanogaster), Mmu (Mus musculus), e de eucariotos superiores:
Hsal (Homo sapiens elF5A-1) e Hsal2 (Homo sapiens elF5A-2) foram comparadas
através do programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Os residuos de
aminoacidos completamente conservados em todos 0s organismos estdo marcados
com "*" os residuos com alguma conservacdo estdo marcados com " ou "."

indicando uma maior ou menor conservacao, respectivamente. A regido sublinhada

indica os residuos que fazem parte da regido da alca de hipusinacdo, o residuo de
lisina modificado para hipusina esta na cor lilds e em negrito, e o residuo de serina-

acetilado que sofre fosforilacdo em S. cerevisiae esta na cor verde e em negrito.



38

Espermidina Residuo Residuo
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Figura 5. Via de biossintese do residuo de aminoacido hipusina em elF5A. A
modificacdo pdés-traducional que ocorre em elF5A esta mostrado simplificadamente.
Um residuo 4-aminobutil da poliamina espermidina é transferido para a lisina alvo em
elF5A pela enzima desoxi-hipusina sintase. A forma intermediaria de elF5A sofre a
hidroxilacdo pela desoxi-hipusina hidroxilase formando elF5A madura e hipusinada
(adaptada de PARK, 2006).
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1.3. O metabolismo de mRNA: o papel dos P bodies e dos granulos de

estresse

O controle entre a traducédo e a degradacdo dos mRNAs também representa
um ponto relevante da regulacéo da expressao génica (WiLusz; WORMINGTON; PELTZ,
2001; MooRE, 2005). Diversos estudos, utilizando a levedura S. cerevisiae como
modelo, foram realizados para analisar 0 degradacdo de mMRNA como mecanismo
de regulacao da expressdo génica, e esses estudos revelaram componentes cruciais
de mecanismos de regulacdo da estabilidade de mensageiros evolutivamente
conservados (HILLEREN; PARKER, 1999; VASUDEVAN; PELTZ, 2001; WILUSZ;
WORMINGTON; PELTZ, 2001; COLLER; PARKER, 2004).

Durante o processamento do mRNA de eucaritos sdo incorporados co-
transcricionalmente ao transcrito duas estruturas que conferem estabilidade a este
mRNA: o capacete de 'mG na extremidade 5' e a cauda poli(A)* na extremidade 3'.
Essas duas estruturas interagem com as proteinas citoplasméaticas elF4E e Pabl,
respectivamente, protegendo o transcrito da acdo de exonucleases (WiLusz; WILUSZ,
2004). Para o inicio da degradacdo de mRNA, uma dessas estruturas deve ser
comprometida ou 0 MRNA deve sofrer clivagem por atague endonucleasico (WiLUSzZ;
WiLusz, 2004).

Ao longo dos varios ciclos da tradugcdo de um mRNA eucaridtico, ocorre o
encurtamento da cauda de poli(A)* pelo complexo de desadelinacéo, o qual inclui as
nucleases Ccr4 e Pop2, além de proteinas efetoras como Notl-5, Caf4, Caflé,
Caf40 e Cafl30 (Denis et al., 2001; TuckeR et al., 2001). Em seguida, é ativada a
remocédo do capacete ‘mG da extremidade 5' do mRNA pelo complexo Dcpl/Dcp?2
(DECKER; PARKER, 1993; MUHLRAD; DECKER; PARKER, 1994), e entdo, 0 mRNA é
degradado no sentido 5'—3' por Xrnl (Hsu; STEVENS, 1993). Alternativamente, o
MRNA desadenilado pode ser degradado mais lentamente no sentido 3'>5' pelo
complexo de exorribonucleases, o0 exossomo (MUHLRAD; DECKER; PARKER, 1995;
ANDERSON; PARKER, 1998; CA0; PARKER, 2001), seguido da hidrolise do capacete
'mG pela enzima DcpS (VAN DuK; LE HIR; SERAPHIN, 2003). Na via de remocéo do
capacete ‘'mG, juntamente com o complexo Dcpl/Dcp2, atuam fatores ativadores da
remocao do capacete, que incluem Dhhl, Patl, Sbpl, Edc3, Scd6 e o complexo
Lsm1-7 (BONNEROT; BOECK; LAPEYRE, 2000; THARUN et al., 2000; COLLER et al., 2001;

THARUN; PARKER, 2001; KSHIRSAGAR; PARKER, 2004; SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006;
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NissAN et al., 2010). Na Figura 6 estdo descritas resumidamente as principais vias
de degradacdo do mRNA e as enzimas e complexos envolvidos nestas etapas
(adaptada de PARKER; SHETH, 2007). Uma eficiente remocédo do capacete ‘mG do
MRNA estd correlacionada a formacédo de complexos de mRNPs nédo traduzidos
com fatores de maquinaria de degradacdo (COLLER; PARKER, 2004). Portanto, a
remocao do capacete € uma etapa muito importante no degradacdo de mRNA, visto
que permite a degradacao rapida do transcrito, sendo assim um alvo para regulacéo
(PARKER; SHETH, 2007).

Alguns estudos verificaram que ha uma competicdo entre o complexo de
remocao do capacete (Dcpl/Dcp2) e o complexo de inicio de traducédo elF4F pelo
capacete ‘'mG (BEELMAN; PARKER, 1994; SCHWARTZ; PARKER, 1999; 2000). Baseado
na analise dos corpusculos de processamento (P bodies), foi concluido que a
traducdo e a remocdo do capacete atuam competitivamente (COLLER; PARKER,
2004). Estes corpusculos sao atualmente chamados de P bodies, mas foram
inicialmente chamados de corpusculos de Dcpl ou corpusculos GW182, e
receberam estas denominacdes por apresentarem em sua composicao as proteinas
Dcpl, Dcp2, Xrnl e GW182 (BASHKIROV et al., 1997; EYSTATHIOY et al.,, 2002;
INGELFINGER et al., 2002; VAN Duk et al., 2002; SHETH; PARKER, 2003).
Posteriormente, outros componentes dos P bodies foram identificados, como os
fatores ativadores da remocdo do capacete (FENGER-GR@N et al., 2005; Yu et al.,
2005; SCHELLER et al., 2007; BECKHAM et al., 2008) . Portanto, os P bodies séo
agregados citoplasmaticos cuja composi¢cao pode variar, mas contém principalmente
0os mMRNA que ndo estdo sendo traduzidos (MRNPs), os fatores de remocao do
capacete e fatores de degradacdo de mRNA (SHETH; PARKER, 2003; CouaGoT et al.,
2004; EuLALIO et al., 2007; PARKER; SHETH, 2007). As proteinas que compdem os P
bodies sdo conservadas desde leveduras até os mamiferos (ANDERSON; KEDERSHA,
2006; EuLALIO et al., 2007; PARKER; SHETH, 2007).

Os P bodies e seus mRNPs agregados tém sido amplamente estudados, e
estes corpusculos ja foram envolvidos com a repressao da traducdo (HOLMES et al.,
2004; COLLER; PARKER, 2005), com o degradacdo normal de mRNAs (SHETH;
PARKER, 2003; CouaGoOT et al., 2004), com a via de NMD (UNTERHOLZNER; IZAURRALDE,
2004; SHETH; PARKER, 2006), e com o armazenamento de mMRNA (BRENGUES;
TEIXEIRA; PARKER, 2005; BHATTACHARYYA et al., 2006). Os P bodies servem como

marcadores da propor¢gdo entre o0s mMRNPs complexados com as maquinarias de
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repressdo e degradacdo de mRNA, além de poderem atuar no controle da traducéao
dos mRNAs e/ou na sua degradacdo (NISSAN; PARKER, 2008; BUCHAN; NISSAN;
PARKER, 2010). Os componentes dos P bodies podem atuar como repressores da
traducdo durante a deplecédo de glicose e outras condicdes de estresse celular
(HoLMES et al., 2004; COLLER; PARKER, 2005; PILKINGTON; PARKER, 2008), reforcando
a relacdo dos P bodies com os processos de traducéo e degradacio de mRNAs. E
estabelecido que estes corpusculos servem como local de armazenamento de
MRNAs no citoplasma até que sua traducdo seja adequada (PARKER; SHETH, 2007),
entretanto, a funcdo e a importancia dos P bodies na regulacdo dos mRNPs ainda
esta sujeita a controveérsias e inUmeros estudos estdo em andamento.

Na Figura 7 (BALAGOPAL; PARKER, 2009) estd mostrado um esquema do ciclo
do mRNA dentro da célula, mostrando o envolvimento do mRNA com traducéo,
degradacdo e acumulo em corpusculos. Apos a traducdo, os mMRNAs acumulam-se
nos P bodies e podem ser direcionados para a degradacdo, e ao se interferir no
processo da tradugéo, foram observadas consequéncias no tamanho e nimero dos
P bodies (SHETH; PARKER, 2003; TEIXEIRA et al., 2005). Além disso, se interferirmos
nas etapas de repressdo e/ou degradacdo de mMRNA, tambéem verificamos
alteracbes no padrdo de agregacdo destes corpusculos (PARKER; SHETH, 2007;
NISSAN; PARKER, 2008). Uma vez que os niveis de traducéo e degradacao de mRNA
sdo influenciados por um equilibrio dinAmico entre os polissomos e 0os mMRNPs
presentes nos P bodies, a observagao da localizacdo de fatores componentes de P
bodies pode ser informativa com relacdo as alteracbes nas diferentes etapas da
traducéo e da degradacdo de mRNASs.

Estudos mostram que a adi¢cdo do inibidor da elongacdo da traducéo ciclo-
heximida provoca um acumulo de mRNA ligados a ribossomos, levando a reducédo
drastica de P bodies; por outro lado, o bloqueio do inicio da traducdo acarreta
aumento em tamanho e numero de P bodies, além de aumentar a remocao do
capacete de ‘mG. Portanto, nestes estudos foi mostrado que ha uma relacéo direta
entre 0 pool de proteinas celulares funcionais e a agregacdo deste corpusculos
(BEELMAN; PARKER, 1994; SCHWARTZ; PARKER, 1999; SHETH; PARKER, 2003; TEIXEIRA
et al., 2005). Além disso, a delecao de diferentes componentes dos P bodies pode
levar ao acumulo ou auséncia de outros componentes dos P bodies, assim como a

sua distribuicéo na célula (TEIXEIRA; PARKER, 2007).
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Em um trabalho de 2005, Coller e Parker, verificaram que ao se interromper
duas vias de repressao da traducédo, pela delecdo de DHH1 e PATL, ocorre inibicdo
da formacédo de P bodies. Neste estudo, foi sugerido que os ativadores da remocéo
do capacete Dhhl e Patl mediam a transicdo da tradugcdo para o degradacao de
MRNA, e estes fatores estariam atuando também na repressdo da traducdo
(COLLER; PARKER, 2005). Portanto, a formacdo dos P bodies esta fortemente
relacionada com os niveis de traducéo na célula (PARKER; SHETH, 2007).

Os fatores de inicio de traducédo elF4E e elF4G foram observados nos P
bodies durante a deplecéo de glicose e na fase estacionaria de crescimento celular
(BRENGUES; PARKER, 2007). Estes resultados sugerem que os mRNAs poliadenilados
podem entrar nos P bodies, e que um complexo de mRNP traducionalmente
reprimido, incluindo mRNA poli(A)*, Pabl, elF4E e elF4G pode representar uma
situacdo transitoria do mRNA entre P bodies e posterior retorno a traducao
(BRENGUES; PARKER, 2007).

Dois componentes dos P bodies foram identificados como necessarios para a
agregacdo de corpusculos visiveis em S. cerevisiae. As proteinas Edc3 e Lsm4
foram determinados como os fatores que promovem as interac¢des fisicas entre 0s
MRNPs e séo necesséarias para a agregacdo do P bodies (DECKER; TEIXEIRA;
PARKER, 2007; REIUNS et al., 2008). Nestes estudos, foram geradas linhagens de
levedura com a delec¢édo da regido C-terminal do dominio de dimerizacdo de Edc3
(chamado Yjef-N), e uma dele¢cdo do dominio rico em Glutamina/Asparagina (Q/N)
da regido C-terminal de Lsm4, e foi verificado que nestas células ndo ha formacéo
de P bodies (DECKER; TEIXEIRA; PARKER, 2007; REIINS et al., 2008). Entretanto,
nestas linhagens a traducao e o degradacdo de mRNA nao sofrem alteragdes, o que
gera duvidas sobre a funcéo e importancia destes corpusculos.

Interessantemente, um estudo demonstrou haver uma relagcédo entre a
formacao do P bodies e os microtibulos em S. cerevisiae (SWEET et al., 2007). Neste
trabalho, foi mostrado que ao romper os microtubulos, pela acdo do droga benomil
ou em uma linhagem mutante da a-tubulina, a formacéo dos P bodies é estimulada e
favorecida. Ainda, foi verificado que durante a desestabilizacdo dos microtubulos, a
proteina Tubl co-localiza com os P bodies. Nestas condi¢cdes de formacgédo dos P
bodies, ndo foram observadas alteracbes na estabilidade do mRNA nem na

traducdo de uma maneira geral. Portanto, estes dados revelaram que a agregacao
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dos P bodies esta relacionada a rede intracelular de microtubulos,
independentemente da degradacao ou da tradu¢do dos mRNAs (SWEET et al., 2007).

Além dos P bodies, outros corpusculos citoplasmaticos contendo mRNPs ja
foram descritos em eucariotos, como 0s granulos de estresse (Stress granules -
SGs) (ANDERSON; KEDERSHA, 2008), diversos granulos de células germinativas
(ANDERSON; KEDERSHA, 2006), granulos neuronais (BARBEE et al., 2006) e granulos
de mRNPs importantes para a via secretéria (DECKER; PARKER, 2006). Acredita-se
que a caracteristica em comum destes corpusculos € que eles promovem uma
repressdo da traducao restrita a um determinado momento e local. Entretanto, se
estes granulos possuem uma funcéo na regulacédo ou represséo da traducado, ou na
remocao do capacete 'mG, ou no degradacdo de mRNA, ainda permanece obscura
(Franks e Lykke-Andersen, 2008).

Em S. cerevisiae, além dos P bodies (BRENGUES; PARKER, 2007), foram
descritos os granulos de estresse (BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008; GRouSL et al.,
2009; SWISHER; PARKER, 2010) e os EGP bodies (HoyLE et al., 2007). Estes
corpusculos diferem quanto aos componentes presentes e/ou ausentes em cada um
deles, quanto ao tipo de estresse que induza sua formacéo e pela dependéncia da
fosforilacdo de elF2a e da quinse Gen2 (THOMAS et al., 2011).

Recentemente, os granulos de estresse foram descritos para S. cerevisiae e
apresentam em sua composicéo geral os fatores do complexo de pré-iniciacdo 48S.
Mais epecificamente, estes corpusculos contém: mRNAs nédo traduzidos (MRNPS)
ligados a Pabl, fatores de inicio de traducéo (elF2, elF3, elF4A, elF4E, elF4G), a
subunidade ribossomal 40S, proteinas envolvidas com tradugdo (Publ, Ngrl),
proteinas envolvidas com a degradacdo de mRNA (Dcp2, Dhhl, Xrnl, Lsm12,
Susl), e por fim, proteinas de funcdo desconhecida e ligantes de Lsm12 (Pbpl,
Pbp4) (KEDERSHA et al., 2002; KEDERSHA et al., 2005; ANDERSON; KEDERSHA, 2006;
BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008; BALAGOPAL; PARKER, 2009; GrousL et al., 2009;
BUCHAN; NISSAN; PARKER, 2010; CUENCA-BONO et al., 2010; SWISHER; PARKER, 2010).
Logo, a composicao destes corpusculos bem como as condicfes que induzem ou
suprimem sua agregacao continuam sendo alvo de investigacdo. Alguns trabalhos
de reviséo sobre o assunto foram publicados recentemente (KEDERSHA; ANDERSON,
2009; BuCHAN; NISSAN; PARKER, 2010; THOMAS et al., 2011).

Tanto os P bodies como os granulos de estresse sdo estruturas dinamicas e

formam-se simultaneamente em células submetidas a estresses ambientais e
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apresentam proteinas em comum, como Xrnl e elF4E (KEDERSHA et al., 2005; HOYLE
et al., 2007; BRENGUES; PARKER, 2007). Entretanto, os P bodies e os granulos de
estresse diferem nos seguintes aspectos: 1) apenas os P bodies sdo observados em
células em fase exponencial de crescimento e sem estresse, 2) apenas a formacgéo
dos granulos de estresse necessita da fosforilacdo de elF2a induzida por estresse e
3) os granulos de estresse sdo definidos pelos fatores de inicio da traducéo
(complexo de pré-iniciacao 48S: elF3, elF4A, Pabl e subunidade ribossomal 40S),
enquanto que os P bodies sdo definidos pelos componentes da maquinaria de
degradacdo de mRNA Dcpl, Dcp2 e Edc3 (TEIXEIRA et al., 2005; KEDERSHA et al.,
2005; BUCHAN; PARKER, 2009; KEDERSHA; ANDERSON, 2009). Portanto, os mRNAs
agregados nos P bodies seriam direcionados para a degradacdo, enquanto que 0s
MRNAS presentes nos granulos de estresse estariam mais propensos a retornar
para a traducao apos remocao do estresse (Figura 7).

Muitas proteinas ja foram identificadas por se agregarem em granulos de
estresse apos aplicagdo de estresse, tanto para mamiferos como para leveduras, e
a lista destas esta em constante reformulagédo (KEDERSHA; ANDERSON, 2009; THOMAS
et al., 2011). Para leveduras, além das proteinas do complexo de pré-iniciacao 48S,
foram identificadas outras proteinas envolvidas na degradacdo de mRNA, como
Dhhl (GRrousL et al., 2009; SwISHER; PARKER, 2010) e Susl (CUENCA-BoONO et al.,
2010). Em mamiferos, foi mostrado que elF5A hipusinado é necessario para
promover a formacgéo de granulos de estresse induzidos por arsenito (LI et al., 2010),
0 que sugere uma importancia da hipusinacédo, e talvez de elF5A, na formacéo
destes agregados citoplasmaticos. Ainda, foi verificada a localizacéo citoplasmatica
de elF5A nos granulos de estresse induzidos por diferentes estresses, como
tratamentos com drogas (arsenito e clotrimazol) e por choque térmico (LI et al.,
2010). Estes dados da literatura, somados a identificacdo de outros fatores de
elongacdo nos granulos de estresse, entre eles eEF3 e eEF1B(y) (HASEK, J.)',
despertaram o interesse de investigar a presenca de elF5A nestes corpusculos
induzidos por choque térmico.

Recentemente, foi descrito que a formacdo dos granulos de estresse em
levedura pode ser induzida por varios fatores, entre eles, choque térmico a 46°C

(GrRousL et al., 2009), deplecdo de glicose (BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008;

! HagEk, J. (Institute of Microbiology - Academy of Sciences of the Czech Republic) Comunicacdo
pessoal, 2010.
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SWISHER; PARKER, 2010), adicdo de arsenito (SWISHER; PARKER, 2010), adicdo de
NaN;3; 0,5% (BUCHAN; YOON; PARKER, 2011) e adicdo de etanol 15% (KATO et al.,
2011). Ainda, segundo o tipo de estresse aplicado nas células, o conteido dos
granulos de estresse formados apresenta proteinas especificas (KEDERSHA;
ANDERSON, 2009; BUCHAN; NISSAN; PARKER, 2010; THOMAS et al., 2011). Portanto,
sabe-se que sua composicdo pode variar, entretanto, sua fungcédo celular ndo esta
eluciada, o que torna interessante a investigacdo de quais 0os componentes dos
granulos de estresse sao essencias para sua formagao.

Como representado na Figura 7, os P bodies e granulos de estresse podem
estar co-localizados. Em células de mamiferos, foi verificado que estes corpusculos
estdo ancorados, ja em levedura estes estariam sobrepostos e sdo estruturas
independentes (KEDERSHA et al., 2005; BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008). Em S.
cerevisiae, a formacéo dos P bodies e granulos de estresse pode ser suprimida ou
modificada em diversas linhagens mutantes, o que torna a levedura um modelo de
estudo interessante (COLLER; PARKER, 2005; DECKER; TEIXEIRA; PARKER, 2007;
TEIXEIRA; PARKER, 2007; BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008; NISSAN; PARKER, 2008).
Baseado nos estudos dessas linhagens, foi proposto que a formacéo dos granulos
de estresse é favorecida quando ha P bodies pré-existentes, o que sugere uma
relacdo funcional entre eles (BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008).

Apesar de elF5A ter sido envolvido recentemente com a elongagcédo da
traducéo (GREGIO et al., 2009; SAINI et al., 2009), o mecanismo pelo qual elF5A
exerce sua funcdo permanece ainda indeterminado. Além disso, os efeitos de elF5A
na degradacdo de mRNA (Zuk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al.,, 2002) e na
repressdo da traducdo mediada por estresse (LI et al., 2010) também precisam ser

esclarecidos.
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Figura 6. Principais vias de degradacdo do mRNA eucaridético. O mRNA ¢é
primeiramente submetido a remoc&o da cauda de poli(A)" pelo complexo Ccr4/Not1-
5/Pop2, posteriormente este pode ser degradado por uma das vias mostradas. O
capacete é removido pelo complexo Dcpl/Dcp2, entdo o mRNA é degradado no
sentido 5"—3" por Xrnl. Alternativamente, a degradagéo ocorre no sentido 3"—5" pelo

complexo do exossomo (adaptada de PARKER; SHETH, 2007).
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Figura 7. Metabolismo de mRNA. O mRNA pode existir em ao menos trés locais no
citoplasma: nos polissomos, nos P bodies ou nos granulos de estresse. O
recrutamento de repressores da traducdo, como Dhhl e Patl, podem induzir
movimento do mRNA para o estado de ndo-traducdo. Uma competicdo cinética
ocorre entre as seguintes etapas: saida dos mRNAs da tradugdo (run-off),
recrutamento da maquinaria de traducdo, remoc&o do capacete ‘mG, degradacdo do
transcrito, agregacédo dos P bodies e retorno do mRNA para a traducdo. Condi¢bes
limitantes do inicio da traducdo podem levar a agregacdo dos granulos de estresse,
onde a concentracdo de proteinas da tradugcdo € alta (adaptada de BALAGOPAL;
PARKER, 2009).
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2. OBJETIVO GERAL
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O objetivo deste trabalho foi ampliar a compreensédo dos efeitos celulares de
elF5A na inter-relagdo das etapas da traducdo, sua repressédo e degradacao de

MRNA em S. cerevisiae.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Como descrito acima, as etapas de traducao, repressdo da traducédo e da
degradacdo dos mRNAs estdo relacionadas. Uma vez que elF5A ja foi envolvido
com os processos de traducdo e degradacdo, estes objetivos especificos foram

estabelecidos para melhor entender o papel de elF5A nesse contexto.

3.1. Estudar a localizacdo subcelular de proteinas para determinar a relacdo de
elF5A com a organizacédo dos P bodies;

3.2. Analisar o perfil polissomal de elF5A em condi¢cbes de represséo da traducgéo
induzida por deplecéo de glicose;

3.3. Analisar a existéncia de interacdo genética sintética entre mutantes de elF5A e
mutantes de fatores envolvidos com a repressao da tradugao e/ou degradagao
de mMRNA;

3.4. Avaliar a relacéo entre os granulos de estresse, elF5A e Sbpl,
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1. MATERIAIS
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Os materiais (linhagens, plasmideos e oligonucleotideos) utilizados neste

trabalho estéo listados na tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1. Linhagens utilizadas nos experimentos.

Linhagem Outros nomes Genotipo Origem
_ Colecéo do
SVLS MATa ade?2 trpl ura3 leu2 his canl cytl::HIS3 .
laboratorio
MATa ade?2 trpl ura3 leu2 his3 canl Colecéo do
SVL10 cytl::HIS3 tif51A-1 (tif51A"%S) laboratério
(VALENTINI
SVYli4 e MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 canl tif51A-1
SVL14 _ pg3s et al.,
PSY8-35 (tif51A™)
2002)
MATa ade2 trpl ura3 leu2 his3 canl tif51A-1  Colecéo do
SVL17 _ . .
(tif51A™°°) laboratério
Pamela
SVL55 MATa ura3 trpl leu2 )
Silver
SVY479 e Pamela
SVL73 MATa leu2 ade2 ade3 ura3 lys2 canl )
PSY1176 Silver
MATa ade2 his3 leu2 lys2 trpl ura3 Pamela
SVL100 PSY1190 .
xrnl::URA3 Silver
MATa ade leu2 trp1 ura3 tif51A-1 (tif51AP%%%) Pamela
SVvL101 PSY1757 )
xrnl::URA3 Silver
MATa leu2-3 ade2-1 ade3 his3-11-15 trp1-1 (FRIGIERI et
SVL114 H H C39Y/G118D
tif51A-3 (tif51A ) al., 2007)
MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3 Colecao do
SVL132 .
[TIF51A/URA3/CEN] laboratorio
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SVL323

SVL445

SvL447

SVL513

SVL529

SVL595

SVL596

SVL599

SVL634

VZL781

VZL784

VZL789

VZL801

MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3
[tif51A-1/LEU2/CEN] (tif51AP%%)

MATa ade2 ura3 his3 leu2 lys2 trp1l tif51A-
3::URAB3 (1if51A9"/C180) g5d1:: L EU2

MATa ade2 ura3 his3 leu2 lys2 trpl canl
tif51A-3::URA3 (tif51A39Y/61180) g5d1::LEU2

MATa trpl his3 leu2 ura3 ade?2 tif51A-1
(tif51A"%%) ssd1::LEU2

MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3

[tif51A-3/LEU2/CEN] (tif51A“*%"/¢11E0)

yAS2324 MATa ade2 his 3 leu2 trpl ura3 Ism1::LEU2

MATa his3 leu2 ura3 patl::kanMX4

MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3
[tif5 1A TRP1/CEN]
MATa his3 leu2 ura3 trpl tif51A::HIS3
[tif5LA"®A/LEU2/CEN]

MATa his3 leu2 ura3 dhh1::kanMX4

MATa his3 leu2 ura3 sbpl::kanMX4

MATa leu2 trpl ura3 his4
cupl::LEU2/PGK1pG/MFA2pG DCP2-GFP

MATa his4 leu2 lys 2 ura3 dcpl-2::TRP1

yRP1345 _
ski8::URA3

Colegéo do

laboratorio

Colecao do

laboratério

Colegéo do

laboratorio

Colecao do

laboratério

Colecéo do

laboratério

Charles

Cole

Charles

Cole

Colecgéo do

laboratorio

Colecéao do

laboratorio

Colecgéo de

nocautes

Colecéao de

nocautes

(SHETH;
PARKER,
2003)

(DUNCKLEY
; TUCKER;
PARKER,

2001)
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VZL910

VZL912

VZL915

VZL996

VZL1109

VZL1110

VZL1111

VZL1112

VZL1113

VZL1114

VZL1115

VZL1116

VZL1117

VZL1118

MATa leu2 trpl his3 ura3 ccal-1 DCP2-GFP
(NEO)

MATa leu2 trpl his3 his4 ura3 ade2 ade3
DCP2-GFP (NEO)

MATa leu2 trpl his3 ura3 tif51A-3 DCP2-GFP
(NEO)

MATa leu2 lys2 ura3 dcpl-2::TRP1
tif51A::HIS3 [tif51A-1/LEU2/CEN] (tif51AP%%®)

MATa his3A1 leu240 met15A0 ura3A0 SBP1-

Sbpl-GFP GFP::HIS3MX6
MATa ura3 leu2 his3 trpl lys2 suc2 RPG1-
CRY204 GFP::kanMX
MATa ura3 leu2 his3 trpl lys2 suc2 RPG1-
CRY255

MRFP::kanMX
MATa his3 leu2 ura3 trpl lys2 RPG1-
MRFP::kanMX tif51A::HIS3
[TIF51A/URA3/CEN]

MATa his3 leu2 ura3 trpl RPG1-
MRFP::kanMX tif51A::HIS3
[tif51A2*Y93F  TRP1/CEN]

MATa his3 leu2 ura3 trpl lys2 RPG1-
mMRFP::kanMX tif51A::HIS3
[tif5LA"®A/LEU2/CEN]

MATa his3 leu2 ura3 trpl lys2 RPG1-
MRFP::kanMX tif51A::HIS3
[tif51A-3/LEU2/CEN] (tif51AS3°Y/C118D)

MATa his3 leu2 ura3 trpl lys2 metl5 SBP1-
GFP::HIS3MX6 RPG1-mRFP::kanMX

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A40 dcp2-
mCherry::norseotricina [pSV137]

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 ngrl-
mCherry::norseotricina [pSV137]

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

GFP

collection

Jifi Hasek

Jifi Hasek

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho

Este

trabalho
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MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 yef3- Este
vzL1119 mCherry::norseotricina [pSV137] trabalho
MATa his3 leu2 ura3 trpl lys2 RPG1-
VZL1124 MRFP::kanMX tif51A::HIS3 yef3- Este
mCherry::norseotricina [TIF51A/URAS3/CEN] trabalho
MATa his3 leu2 ura3 trpl RPG1-
MRFP::kanMX tif51A::HIS3 yef3- Este
vzL112s mCherry::norseotricina [tif51A-3/LEU2/CEN] trabalho
(tif51AC39Y/GllSD)
MATa his3 leu2 ura3 trpl RPG1-
MRFP::kanMX tif51A::HIS3 yef3- Este
VZL1126 . -
mCherry::norseotricina trabalho
[tif51A%22H9F  TRP1/CEN]
Tabela 2. Plasmideos utilizados nos experimentos.
Plasmideo Outros nomes Descricéo Origem
(SIKORSKI;
pSV59 pRS315 Vetor LEU2/CEN
HIETER, 1989)
(SIKORSKI;
pSV60 pRS316 Vetor URA3/CEN
HIETER, 1989)
(CHRISTIANSON et
pSV65 pRS426 Vetor URA3/2u

al., 1992)

Vetor URA3/2u para expressao em

pSV76 pPS808 . Pamela Silver
fus@o com GFP (N-terminal, GALp)
sv137 TIF51A clonado em vetor GALp- Colegéo do

P GFP (pSV76) laboratério
Colecgéo do

pSV138 TIF51A clonado em vetor pSV60 _
laboratorio
Colecgédo do

pSV300 EFT2 clonado no vetor pSV64

laboratério
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Fusdo DCP2-GFP clonada em (COLLER; PARKER,

p
pVZ955 RP1175
vetor LEU2/2u 2005)
Dominante negativo de eEF2, .
HE99K o Colecéo do
pVvZ1104 eft2 , gerado por mutacéao sitio -
o _ laboratorio
dirigida a partir do pSVv300
Plasmideo pFM699 contruido a
Marian

partir do pFA6a-natNT2 (JANKE et
pVvZ1181 pFM699 Farkasovsky e

al., 2004) com cassete de mCherry .
Roger Tsein

clonado nos sitios de BamHI e Sall

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos.

Oligonucleotideo Sequéncia

5'- CGA ATG GAA CTT CAG GGT CTA ATG AAT TAT TAA GCA

VZ0912
TTT TGC ATA GGA AGC GTACGC TGC AGG TCG AC - 3'
V70913 5'-CGG CTGCCTTCATTT ACAGTG TGT CTA TAA AAC GTA
TAACACTTATTCTT -3
V70914 5'-TCC TAATAG GAACAATGT TCC GCC AATTCATCC TTC
TCTTCT ACATCG TAC GCT GCAGGTCGAC -3
5'- CGT AGA GAC GCA GAT AAA ACT GCG GAC AAG ATT AAA
VZ0915 ATTTTCTTTTTTTGT CTT TTG TAA ATC GAT GAA TTC GAG
CTCG-3
VZ0916 5-TCTTTTTGATCACTGCTTTCACAGTTT TCT TTA AGA
TTTTTATTG CGT ACG CTG CAG GTC GAC - 3
5 -TTG ATC AAT AAA AAT CTT AAA GAA AAC TGT GAA AGC
VZ0917

AGT GAT CAA AAA GAATCG ATG AAT TCG AGC TCG - 3'
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4.2. METODOS

Os procedimentos basicos de preparacdo de solucbes e meios de cultivo,
preparacao de Escherichia coli competente, transformacéo de E. coli, preparacao de
plasmideos a partir de E. coli em pequena escala, bem como outras metodologias
utilizadas neste trabalho foram baseadas nos seguintes manuais de laboratorio:
(GUTHRIE; FINK, 1991; SAMBROOK; RUSSELL, 2001; AUSUBEL et al., 2004).

4.2.1. Transformacéao de S. cerevisiae

Uma col6nia da linhagem de interesse foi inoculada em 5 mL de meio
adequado e incubada a 30°C sob agitacéo por toda a noite. Um volume de 1,5 mL
da cultura foi centrifugado na velocidade maxima por 5 s. Ap0s a remocao do
sobrenadante, as células foram lavadas com 1 mL de agua ultrapura estéril,
suspensas em 1 mL de solucdo de acetato de litio 100 mM e entdo incubadas por 5
min a 30°C. As células foram coletadas por centrifugacdo e o sobrenadante foi
removido. Foram adicionados, na seguinte ordem, 240 uL de PEG 50%, 36 pL de
acetato de litio 1 M, 25 uL de DNA de esperma de salméo (2 mg/mL) e 5 yL de DNA
plasmidial (100 ng a 5 pg) , completando-se o volume de reacdo com 45 pL de agua
ultrapura estéril. O microtubo foi entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 min e
incubado a 42°C por 20 min. Os microtubos foram centrifugados na velocidade
maxima por 10 s. ApO0s o sobrenadante ter sido removido, as células foram
suspensas em 150 pL de agua ultrapura estéril e entdo plagueadas em meio seletivo

apropriado. As placas foram incubadas a 30°C até o aparecimento de colbnias.

4.2.2. Reacgdo de PCR

As reacOes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,5 mL contendo 1
MM de cada oligonucleotideo, 1 uL de uma mistura de desoxiribonucleotideos 100
MM cada (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1 uL de DNA gendmico de levedura e 2 U da
enzima Taq Hifi DNA Polimerase (Invitrogen), num volume final de reag&o de 50 pL.
As condi¢des das reacbes foram estabelecidas de acordo com a temperatura de
desnaturacao dos oligonucleotideos utilizados. Apds o ultimo ciclo, as reacdes foram
mantidas a 72°C por 5 min. Os produtos das reagOes foram entdo analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TAE (Tris 40 mM, acido acético
glacial 0,11% e EDTA 1 mM).
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4.2.3. Extracdo de DNA genémico de levedura

A linhagem de interesse foi cultivada até a saturacdo em 10 mL de meio YPD
liguido a 30°C, sob agitacdo. O volume total de cultura foi submetido a centrifugacao
a 3.000 xg por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células suspensas
em 500 pL de agua ultrapura e transferidas para um microtubo de 1,5 mL. O tubo foi
submetido a centrifugacdo a 13.000 xg por 1 min, o sobrenadante foi descartado e
as células suspensas no liquido residual. A esse tubo foram adicionados 200 pL de
tampéao de lise (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM), 200 uL de solucdo PCI (Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico a 25:24:1)
e aproximadamente 300 mg de pérolas de vidro. A mistura foi agitada em vortex por
3 min. Posteriormente, foram adicionados 200 yL de tampéo TE pH 8,0 (Tris 10 mM
pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0). O tubo foi agitado em vortex e submetido a
centrifugacédo a 13.000 xg por 5 min. Apds esse procedimento, a fase aquosa foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL ao qual foram adicionados 200 pL de
solucdo PCI. A mistura foi agitada novamente, submetida a centrifugacdo a 13.000
Xg por 5 min e a fase aquosa transferida para um novo microtubo de 1,5 mL. Esse
procedimento de extracao foi repetido duas vezes. A seguir, foi adicionado ao tubo 1
mL de etanol absoluto gelado e o conteddo homogeneizado por inversao. O tubo foi
centrifugado a 13.000 xg por 2 min a 4°C e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi suspenso em 400 yL de TE pH 8,0 e foram adicionados 3 uL de
RNase (10 mg/mL). A suspenséo foi incubada por 30 min a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 200 uL de solucdo PCI e o tubo foi agitado brevemente em vortex. A
mistura foi submetida a centrifugacéo a 13.000 xg por 5 min a 4°C e a fase aquosa
foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL. Ao tubo foram adicionados 10 yL
de acetato de amoénio 4 M e 1 mL de etanol absoluto gelado. O contetdo dos tubos
foi misturado por inversao e estes foram centrifugados a 13.000 xg por 2 min a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 400 uL de etanol 75%
gelado. ApGs a secagem, o precipitado foi suspenso em 50 yL de TE pH 8,0. A
concentracdo do DNA gendmico foi determinada por espectrofotometria a 260 nm, e
a relagao entre as absorbancias a 260/280 nm foi analisada. Como parametro de
gualidade, foram consideradas adequadas amostras com valor da razéo entre 1,8-

2,0. Este DNA foi armazenado em freezer a -20°C até o momento do uso.
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4.2.4. Microscopia de fluorescéncia para GFP, RFP e mCherry

Para a analise da formacdo de P bodies, células de diferentes linhagens de
interesse expressando a fusdo Dcp2-GFP, um marcador de P bodies, foram
cultivadas em meio apropriado a 25°C ou 30°C até D.O.goonm = 0,6 (TEIXEIRA et al.,
2005). Quando o plasmideo pSV137 (VALENTINI et al., 2002) foi utilizado, a
expressdo de GFP-elF5A foi induzida com galactose 4% por 1 a 2 h em meio
apropriado. Ja quando mutantes termossenviveis foram utilizados, as células foram
submetidas a 38°C por 1 a 4 h para induzir a deplecdo de elF5A (VALENTINI et al.,
2002). Entéo, as células foram coletadas (13.000 xg por 1 min), lavadas com tampao
PBS 1x (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO, 10 mM; KH,PO, 1,8 mM pH 7,4),
ressuspendidas em 1 mL de solugdo PBS 1x e incubadas por 10 min sob agitacao e
na temperatura adequada, para induzir a formagao dos P bodies. Para analisar a
distribuicdo dos P bodies, a proteina de fusdo Dcp2-GFP foi analisada com uso do
microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse TE300 com objetiva de 100x.

Nos experimentos de formacdo de granulos de estresse foram utilizadas
proteinas consideradas marcadores destes corpusculos em fusdo com GFP (verde),
RFP (vermelho) ou mCherry (vermelho). Para gerar as fusdes com a proteina
mCherry foi utilizado o plasmideo pFM699 (pVZ1181), o qual foi construido por
Marian Farkasovsky e Roger Tsien, do Institute of Molecular Biology - Slovak
Academy of Sciences (Bratislava, Republica Eslovaca). As fusées de Dcp2, Ngrl e
eEF3 a proteina mCherry foram realizadas por PCR utilizando os oligonucleotideos
VZ0912/913, VZ0914/915, VZ0916/917, respectivamente. As células foram
cultivadas em meio apropriado até D.O.goonm = 0,6 a 25°C ou 30°C, coletadas por
centrifugacédo, ressuspendidas em meio pré-aguecido a 46°C e incubadas nesta
temperatura por 10 min. Em seguida, para a visualizacdo dos corpusculos, as
células foram lavadas com meio SC com glicose. Para fixacdo das células nas
laminas foram utilizadas finas camadas de meio SC com glicose contendo agarose
1%. A distribuicdo das proteinas de fusdo com GFP, RFP ou mCherry foram
analisadas com uso do microscépio invertido Olympus 1X-71 com objetiva de 100x, e

as imagens foram captadas e processadas pelo software Olympus Cell R.

4.2.5. Perfil polissomal

4.2.5.1. Preparo do gradiente de sacarose.



61

Os gradientes de sacarose foram preparados adicionando-se,
subsequentemente, em tubo de polialdbmero (14 x 89 mm/13,2 mL - Beckman) 2,1
mL de solugcdes de sacarose 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em tampao adequado
(Tris-HCI 20 mM pH 7,5; acetato de potassio 50 mM; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM,;
ciclo-heximida 100 pg/mL), partindo-se da menor concentragdo e em sentido
crescente de concentracdo, utilizando-se uma seringa de 3 mL e agulha de
extremidade ndo-perfurante de 15 cm. Em seguida, os gradientes foram incubados a
4°C durante a noite para permitir o equilibrio entre as fases.

4.2.5.2. Preparo do extrato e centrifugacéo dos gradientes.

Cada linhagem de interesse foi crescida em 100 mL de meio YPD até
D.0O.600nm = 0,4 a 0,6 a 25°C. Quando necessario, as culturas foram transferidas para
um banho com agitacdo a 38°C por 3 h. A maquinaria de traducéo foi bloqueada
adicionando-se ciclo-heximida para uma concentracao final de 100 ug/mL de meio e
as culturas foram incubadas a 38°C por 5 min. As culturas foram centrifugadas a
3.500 xg por 5 min 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 pg/mL), transferidas para tubo cbnico de 15 mL e
centifugadas a 3.500 xg por 5 min a 4°C. Para realizar a lise, o precipitado de células
foi suspendido em 350 uL de tampé&o de lise adicionado de inibidores de protease
(EDTA-free, Complete Protease Inhibitors Cocktail - Roche) e inibidor de RNase (1
ML/mL de RNasin - Promega). O precipitado foi transferido para um microtubo de 1,5
mL, adicionado de 1 g de pérolas de vidro geladas e as células foram quebradas em
vortex com 8 ciclos de 20 s de lise seguidos de 60 s de incubacdao em banho de
gelo. Com uma agulha, o fundo do microtubo foi furado e encaixado em novo
microtubo de 1,5 mL. Os tubos foram colocados em um tubo conico de 15 mL e
centrifugados momentaneamente a 3.000 xg para transferir o lisado para o novo
microtubo. Em seguida, o lisado transferido foi centrifugado a 13.000 xg por 15 min a
4°C, para clarificacdo da amostra. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL. A concentracdo da amostra foi determinada por
espectrofotometria a 260 nm, e a relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm foi
analisada. Como parametro de qualidade, foram consideradas adequadas as

amostras com valor da razao entre 1,8-2,0.
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4.2.5.3. Fracionamento dos gradientes e coleta das fracdes.

O volume de amostra equivalente a 10 ou 20 D.O.250nm foi aplicado sobre o
gradiente de sacarose do item 4.2.5.1. e centrifugado a 39.000 rpm por 3 h a 4°C em
rotor SW41Ti, 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 solucdo 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.

4.2.6. Teste de sensibilidade a temperatura

As linhagens de interesse foram inoculadas em 10 mL de meio apropriado e
crescidas até atingir a concentracdo de 1 a 2x10’ células/mL (D.O.g00 nm = 0,6 @ 0,9).
Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo (600 xg por 7 min) e
suspendidas para uma concentracdo final de 2,5x10° células/mL para todas as
amostras testadas. 200 pL da suspensdo de células foram transferidos para o
primeiro po¢co da microplaca (96 pocos). Cinco diluicdes seriadas da ordem de 10x
foram feitas utilizando um micropipetador multicanal. Em seguida, 4 pyL de cada
diluicdo foram aplicados nas placas com os meios a serem testados e incubou-se

por 2 a 3 dias na(s) temperatura(s) adequada(s).
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5. RESULTADOS
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5.1. elF5A e a organizacao dos P bodies

Os P bodies sdo estruturas microscopicas, visualizadas na forma de
corpusculos (pontos) ou agregados dindmicos presentes no citoplasma, os quais sdo
compostos por fatores ativadores da remocéo do capacete de ‘mG e de degradacéo
de mMRNA. Como mencionado anteriormente, quando ocorre aumento da
desassociacdo de mRNAs com os ribossomos devido a inibicdo do inicio da
traducao (por alelos condicionais de fatores de inicio da traducgéo, por exemplo), 0s
P bodies aumentam em tamanho e quantidade. Por outro lado, quando os mRNAs
séo retidos nos ribossomos (pelo tratamento das células com ciclo-heximida, que
bloqueia a elongacédo da traducdo), ocorre diminuicdo significativa dos P bodies
(PARKER; SHETH, 2007).

Apesar de elF5A j4 ter sido envolvido com o processo de degradacdo de
MRNA, ndo existe uma concordancia a respeito de como esse envolvimento ocorre,
ou seja, se ocorre de maneira direta ou indireta (ZUk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et
al., 2002). Assim, uma vez que elF5A esta envolvido com traducéo e degradacao de
MRNAS, torna-se interessante verificar se esse fator esta presente nos P bodies.

Para isto, foram realizados experimentos utilizando proteinas de fusdo com
GFP (Green Fluorescent Protein). Primeiramente, foram realizados estudos de
localizagéo celular utilizando células de uma linhagem selvagem (SVL55) contendo
um plasmideo que expressa GFP-elF5A sob regulagdo do promotor de galactose
(pSV137). Como foi verificado anteriormente (VALENTINI et al., 2002), a proteina de
fusdo GFP-elF5A é funcional, o que confirma que a estrutura e a localizacdo desta
fusdo é semelhante a elF5A sem o tag de GFP. Como marcador dos P bodies,
utilizou-se uma linhagem selvagem que possui Dcp2-GFP como unica fonte de Dcp2
na célula. Na Figura 8, é possivel observar imagens da microscopia destas células
em diferentes condi¢Bes de estresse celular que inibem transientemente o inicio da
traducdo. Apds inducdo com galactose, a linhagem expressando a proteina GFP-
elF5A apresentou uma distribuicdo citoplasmatica uniforme da fluorescéncia, mesmo
apos condi¢cBes de estresse celular, como deplecao de glicose ou de aminoéacidos e
adicdo de butanol. Ja nas células contendo Dcp2-GFP, foi observada a presenga
dos P bodies na condicdo controle, e depois de aplicados os estresses, foram
observados acumulo desta proteina nos P bodies e aumento no tamanho destes.

Estes dados estdo em concordancia com trabalhos prévios, nos quais foi observado
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um acumulo de Dcp2 nos P bodies e aumento destes na retirada de glicose
(BRENGUES; TEIXEIRA; PARKER, 2005; TEIXEIRA et al., 2005; TEIXEIRA; PARKER, 2007).
Baseado nestas observacoes, conclui-se que elF5A nao se localiza nos P bodies,
mesmo em condicdes de estresse celular. Estes resultados, apesar de néo
excluirem, afastam a possibilidade de uma acéo direta de elF5A na degradacéo de
MRNAS, pois a desaceleracdo da traducdo nos mutantes de elF5A pode gerar
acumulo de mRNAs. Portanto estes dados reforcam a idéia de que o defeito de
estabilizacdo de mRNAs de mutantes de elF5A ocorra de maneira indireta.

Uma vez que elF5A esta envolvido com a maquinaria de traducéo e, mesmo
gue indiretamente, com a degradacdo de mRNA nas células (Zuk; JACOBSON, 1998;
VALENTINI et al., 2002), foi verificado o efeito da deplecdo de elF5A no acumulo dos
P bodies. Para isto, foi utilizada uma linhagem mutante de elF5A (tif51A-3), a qual
apos ser submetida a temperatura ndao permissiva (38°C), apresenta fenotipo
bastante severo de deplecédo de elF5A (VALENTINI et al., 2002). Foi introduzido nesta
linhagem um plasmideo que contém o gene da fusdo DCP2-GFP (pVZ955). Como
mostrado na Figura 9, ambas as linhagens selvagem e mutante apos deplecdo de
glicose (tratamento com PBS 1x) acumulam P bodies a 25°C. Entretanto, apenas a
linhagem selvagem é capaz de formar P bodies a 38°C. Esta auséncia de P bodies
na linhagem tif51A-3 apds deplecdo de elF5A é idéntica ao observado para a
linhagem selvagem tratada com ciclo-heximida, um inibidor da elongagcéo da
traducdo. Portanto, este fenotipo reforca o papel de elF5A nesta etapa da tradugéo.
Este resultado, juntamente com outras evidéncias da atuacdo de elF5A na
elongacédo da traducao, fazem parte de um artigo publicado na revista Biochemical
and Biophysical Research Communications (GREGIO et al., 2009), do qual sou co-
autora.

A fim de ampliar os estudos de formagdo de P bodies foram utilizadas outras
linhagens mutantes. Inicialmente, foi utilizado um mutante do gene CCA1, o qual
codifica para a tRNA nucleotidiltransferase, enzima necessaria para a maturacao de
tRNAs. O mutante ccal-1 apresenta defeitos na elongacédo da traducéo e também
acumula mRNAs na condicdo restritiva (PELTZ; DONAHUE; JACOBSON, 1992), de
maneira semelhante ao mutante tif51A-3 de elF5A (VALENTINI et al., 2002; GREGIO et
al., 2009). Como pode ser visto na Figura 10, a linhagem selvagem é capaz de
formar P bodies em ambas as temperaturas testadas apés deplecédo de glicose (PBS

1x). Interessantemente, de maneira semelhante com o mutante tif51A-3, o mutante
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ccal-1 ndo forma P bodies na temperatura restritiva. Este resultado complementa a
semelhanca entre os fendtipos observados para os mutantes de elF5A e Ccal,
ambos fatores envolvidos no processo de elongagéo da traducéo.

Posteriormente, foi utilizado o mutante de elongacdo eft2"°%

, um mutante
dominante negativo do fator de elongacdo da traducdo 2 (eEF2) (ORTiz; KiNzy,
2005). Para gerar este mutante em nosso laboratério, foi realizada uma mutacéo
sitio dirigida no plasmideo pSV300 (contendo EFT2 selvagem em vetor LEU2/2y), a
qual foi confirmada por sequenciamento. Como controle neste experimento, foi
utilizada a linhagem selvagem expressando Dcp2-GFP (VZL912) e uma linhagem
mutante de elF5A (tif51A-3, VZL915), ambas contendo o plasmideo vazio
(LEU2/2u). O fendtipo de sensibilidade a temperatura das linhagens mutantes foi
confirmado (dados ndo mostrados). Como pode ser visto na Figura 11, a linhagem
selvagem é capaz de formar P bodies em ambas as temperaturas testadas apos
deplecédo de glicose (PBS 1x). Da mesma forma que tif51A-3, a linhagem selvagem
contendo o dominante negativo eft2"°*** apresenta agregacdo de P bodies na
temperatura de 25°C, mas nado é capaz de formar os P bodies normalmente a 38°C.
Este dado fortalece a relacdo funcional entre elF5A e eEF2 e o0 seu envolvimento
com elongacéao da traducéo.

A néo localizagdo de elF5A nos P bodies e a incapacidade do mutante de
elF5A e de outros fatores envolvidos na elongacao da tradugcdo em agregar estes
corpusculos na temperatura ndo permissiva evidenciam que o defeito de acamulo de
MRNA por mutantes de elF5A (Zuk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002) seja
secundario ao defeito na traducao.
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Linhagem com glicose sem glicose sem aa com butanol

GFP-elFSA .- .' H

P

Figura 8. elF5A nao se localiza nos P bodies em diferentes condi¢cdes de estresse. A
linhagem selvagem (SVL55) expressando GFP-elF5A (pSV137) e a linhagem
expressando Dcp2-GFP (VZL789) foram coletadas e ressupendidas no meio
indicado por 10 min. As células foram visualizadas com uso do microscépio de

fluorescéncia Nikon Eclipse TE300 e objetiva de 100x.
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Linhagem 25°C 38°C +CHX

selvagem

tif51A-3

Figura 9. O mutante tif51A-3 ndo forma P bodies na temperatua ndo permissiva. As
linhagens selvagem (SVL73) e mutante tif51A-3 (SVL114) expressando Dcp2-GFP
(pVvVZ955) foram cultivadas em meio SC contendo glicose nhas temperaturas
permissiva (25°C) e ndo permissiva (38°C) como indicado, seguido de tratamento
com PBS 1x (sem glicose) para induzir a formacdo dos P bodies. Como controle, a
linhagem selvagem foi incubada com 100 yg/mL de ciclo-heximida por 10 min a 25°C
para bloquear a formacado dos P bodies (+CHX). As células foram visualizadas com

uso do microscoépio de fluorescéncia Nikon Eclipse TE300 e objetiva de 100x.
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Figura 10. O mutante ccal-1 ndo forma P bodies na temperatua ndo permissiva. As
linhagens selvagem (SVL73), tif51A-3 (SVL114) e ccal-1 (VZL910) expressando
Dcp2-GFP foram cultivadas em meio SC contendo glicose nas temperaturas
permissiva (25°C) e nao permissiva (38°C), como indicado, seguido de tratamento
com PBS 1x (sem glicose) para induzir a formagéo dos P bodies. Como controle, as
linhagens foram incubadas com 100 ug/mL de ciclo-heximida por 10 min a 25°C para
blogquear a formacao dos P bodies (+CHX). As células foram visualizadas com uso

do microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse TE300 e objetiva de 100x.
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Linhagens
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Figura 11. O dominante negativo eft2"%%%

apresenta diminuida formacdo de P
bodies na temperatura ndo permissiva. A linhagem selvagem expressando Dcp2-
GFP (VZL912) e contendo plasmideo vazio (pSV59) ou o dominante negativo
eft2"%¢ (pvz1104), e a linhagem tif51A-3 expressando Dcp2-GFP (VZL915) e
contendo plasmideo vazio (pSV59) foram cultivadas em meio SC-leu contendo
glicose a 25°C até D.O.goonm = 0,6, e parte da cultura foi transferida para a
temperatura ndo permissiva (38°C) por 1 h, como indicado, seguido de tratamento
com PBS 1x (sem glicose) para induzir a formacéo dos P bodies. As células foram
visualizadas com uso do microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse TE300 e

objetiva de 100x.
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5.2. Analise do perfil polissomal de mutantes de elF5A e xrnl1lA em condicao

de repressao da traducéao

Diferentes tipos de estresse celular, como deplecdo de glicose ou de
aminoacidos e presenca de &lcoois de cadeia longa, por exemplo, levam a uma
inibicdo do inicio da traducdo em S. cerevisiae. Assim, através da andlise do pefrfil
polissomal de células submetidas a diferentes condicbes de estresse, € possivel
verificar a inibicdo do inicio da traducdo pelo aumento significativo de 80S com
simultanea diminuicdo das fracfes polissomais (HoLMES et al., 2004). Como
esperado, para linhagens mutantes de inicio da traducdo, a retomada do processo
de traducdo apds retirada do estresse ocorre de maneira defeituosa ou ndo ocorre
(BRENGUES; TEIXEIRA; PARKER, 2005). Por outro lado, mutantes com defeitos na
retirada do capacete de metilguanosina ou na degradagdo 5—3 do MRNA
apresentam os mesmos hiveis de repressao da traducédo nas condi¢cdes de estresse
citadas, quando comparados com selvagem (HOLMES et al., 2004).

No intuito de analisar a resposta de mutantes de elF5A a este tipo de
repressao do inicio da traducgéo, foram realizados ensaios de perfil polissomal com a
linhagem mutante de elF5A tif51A-1 (SVL14 + pSV65), em comparagcdo com a
linhagem selvagem (SVL14 + pSV138) e com a linhagem mutante xrn1A (SVL100).
O gene XRN1 codifica a exorribonuclease 5'—3’' atuante na degradagdo de mRNAs
e a linhagem nocaute é incapaz de reprimir a traducdo por deplecdo de glicose
(HoLMES et al., 2004). Para estes experimentos foi escolhida a situacdo de estresse
por deplecdo da glicose por ser mais amplamente utilizada na literatura. Como pode
ser visto na Figura 12, tanto na condi¢cdo de nao repressao da traducao (+ glicose),
guanto na repressao (- glicose), os mutantes tif51A-1 e xrnlA apresentam maior
acumulo de polissomos, o que pode ser notado visualmente, ou pela razdo das
areas dos polissomos e de 80S (poli/80S). Os painéis mostrados sao graficos
representativos de experimentos realizados em triplicata de amostra.

Os dados relativos a xrnlA estdo de acordo com a literatura e o maior
acumulo de polissomos pode ser explicado devido ao fato deste mutante ser quase
totalmente resistente a represséo da traducao (HoLMES et al., 2004). Por outro lado,
0 aumento nos polissomos no mutante de elF5A (tif51A-1) deve refletir uma menor

velocidade de elongacédo da traducdo, uma vez que resultados recentes mostram
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gue mutantes de elF5A possuem uma reducdo no tempo de transito ribossomal
(GREGIO et al., 2009; SAINI et al., 2009). Assim, nossos resultados sugerem que
mutantes de elongacéo da traducédo e mutantes de degradacdo de mRNA possuem
fen6tipos semelhantes de aumento de polissomos, tanto em condicbes de néo
repressdo da traducdo como em repressdo da traducdo. Curiosamente, outro
fendtipo compartilhado por esses dois tipos de mutantes € justamente o fenétipo de
acumulo de mRNAs (PELTz; DONAHUE; JACOBSON, 1992; PARKER; SHETH, 2007), o
qual também j& foi observado para mutantes de elF5A (Zuk; JACOBSON, 1998;
VALENTINI et al., 2002). No entanto, para o caso de mutantes de elF5A, os dados de
reducdo de sintese protéica celular e perda de P bodies (GReGIO et al., 2009)

afastam elF5A de uma funcao direta na degradacdo de mRNAs.



73

Figura 12. Resposta a repressao da tradugdo dos mutantes tif51A-1 e xrnl1lA induzida
por deplecdo de glicose. Extratos protéicos das linhagens selvagem e mutantes
indicadas foram submetidos a ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose, seguida
de analise das fragBes por absorbancia a 254 nm. A razdo entre as areas do

polissomo e da fracdo 80S estéa indicada, juntamente com o desvio padréo da meédia.
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5.3. Avaliacao da interacao genética entre mutantes de elF5A e de fatores

de repressao da traducéo e/ou degradacao de mRNA

A andlise da interacdo genética sintética entre mutantes de elF5A e de fatores
de repressdo da traducdo e/ou degradacdo de mRNA visa contribuir para o
estabelecimento das relagdes funcionais entre elF5A e 0s processos de tradugéao,
repressdo e degradacdo de mRNA. Para isto, foram escolhidos sete genes de
fatores que atuam em diferentes etapas da degradacdo de mRNA, como remocao
do capacete de metilguanosina (DCP1, PAT1, LSM1, DHH1 e SBP1), degradacéao
5'-3’ (XRN1) e degradacdo 3'—5' (SKI8). As proteinas Lsm1, Patl, Dhhl e Sbpl
atuam como fatores de repressao da traducéo (BONNEROT; BOECK; LAPEYRE, 2000;
THARUN et al., 2000; COLLER et al., 2001; THARUN; PARKER, 2001; SEGAL; DUNCKLEY;
PARKER, 2006).

A primeira analise genética realizada foi entre TIF51A e XRN1, utilizando as
linhagens SVL8 (selvagem), SVL10 (tif51A-1), SVL100 (xrn1A) e SVL101 (xrnlA
tif51A-1). A linhagem xrnlA néo apresenta fendtipo de sensibilidade a temperatura
descrito na literatura, ja o alelo tif51A-1 é termossensivel (ts). Assim, a avaliacao
fenotipica da linhagem xrnlA tif51A-1 poderia revelar piora ou melhora no fenétipo
de sensibilidade a temperatura do mutante de TIF51A. Na Figura 13, pode-se
observar que o duplo mutante xrnl1A tif51A-1 (SVL101) apresentou uma diminuicéo
no crescimento a 35°C quando comparado com a linhagem SVL10 (tif51A-1), sendo
gue o painel a 36°C apenas ilustra a termossensibilidade do mutante tif51A-1. No
entanto, apesar de sutil, esta diferenca no crescimento se manteve nas trés
repeticdes do ensaio realizadas, mostrando que ocorre uma interagdo entre os
alelos tif51A-1 e xrnlA, a qual acentua o defeito no fenétipo de sensibilidade a
temperatura de tif51A-1. Portanto, conclui-se que existe interacdo genética do tipo
sintético doente (synthetic sick) entre os mutantes tif51A-1 e xrnlA, o que pode
significar uma correlagéo funcional entre estes genes.

Em seguida, foi analisada a interacdo genética entre TIF51A e LSM1. Para
isso, foram utilizadas as linhagens SVL17 (tif51A-1) e SVL595 (Ism1A), sendo que a
linhagem Ism1A é ts. No painel A da Figura 14, verifica-se que os hapléides
contendo Ism1A tém seu crescimento diminuido ja a 25°C, tanto na auséncia, quanto
na presenca de tif51A-1. Portanto, ndo ha interacdo genética entre os mutantes
Ism1A e tif51A-1.
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Na analise genética de DCP1 e SKI8 foi utilizado o duplo mutante dcpl-2
ski8A, o qual apresenta fendtipo ts. Inicialmente, foi gerada uma linhagem com
genotipo tif51A-1 dcpl-2 (VZL996) a partir do cruzamento da VZL801 (dcpl-2 ski8A)
e SVL323 (tif51A-1). Em seguida, essa linhagem foi cruzada com a linhagem
parental VZL801 (dcpl-2 skiBA). No painel B da Figura 14, verifica-se que o haploide
contendo dcpl-2 skiBA apresenta crescimento diminuido a 36°C, fendtipo em acordo
com a literatura (ANDERSON; PARKER, 1998). Entretanto, este fenétipo n&o foi
alterado por tif51A-1, sugerindo que ndo ocorre interagdo genética entre 0 mutante
tif51A-1 e o duplo mutante dcpl-2 ski8A.

A analise da interacdo genética entre SBP1 e TIF51A foi realizada pelo
cruzamento da linhagem VZL784 (sbplA) com a linhagem SVL513 (tif51A-1 ssd1A),
uma vez que o fendtipo dos alelos de TIF51A sdo mais pronunciados na auséncia
de SSD1 (ZANELLI; VALENTINI, 2005). No painel A da Figura 15, € possivel observar
gue o hapldide tif51A-1 sbplA apresenta melhora significativa no crescimento a
36°C, em comparagdo com o hapldide tif51A-1 contendo SBP1 selvagem, o que
revelou uma interacao genética interacado genética sintética por supressao parcial do
defeito de crescimento entre TIF51A e SBP1.

Para complementar, a analise da interacdo genética sintética utilizando o
mutante tif51A-3 de elF5A também foi avaliada. Para isso, um cruzamento entre
VZL784 (sbplA) e SVL447 (tif51A-3 ssd1A) foi realizado. No painel B da Figura 15,
podemos observar que o hapléide tif51A-3 sbplA também demonstra melhora
significativa no fendtipo ts a 36°C em comparacéo ao haploide tif51A-3 SBP1. Este
resultado reforca a interacéo genética sintética entre TIF51A e SBP1, e uma vez que
esta interacdo foi observada para os alelos tif51A-1 e tif51A-3, a interagcdo sintética
ndo é alelo especifica. E possivel que a auséncia de SBP1 deve induzir estados
fisiologicos favoraveis ao crescimento de mutantes de elF5A, talvez devido a uma
desregulacédo e consequente diminuicdo de repressao da traducdo que pode ser
induzida por Sbpl (SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006), o que € discutido abaixo.

Para a analise genética entre DHH1 e TIF51A, foi utilizada a linhagem
VZL781 (dhh1A) para cruzamento com o mutante de elF5A. No entanto, apds a
realizacdo do cruzamento, houve baixa taxa de esporulacdo e, apds disseccdo de
tétrades, foi baixo o niumero de hapldides viaveis. Problemas na esporulacdo séo
descritos para nocautes de DHH1 (ENYENIHI; SAUNDERS, 2003). Entédo foi construido

um cassete integrativo para delecdo do gene DHH1 na linhagem SVL513 (tif51A-1
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ssd1A). Apos integracao e confirmacgado do nocaute, a linhagem resultante obtida foi
transformada com plasmideos contendo os genes de cada uma das mutacoes,
TIF51A, DHH1 ou SSD1. Na Figura 16 é possivel observar que o triplo mutante
(tif51A-1 dhh1A ssd1A) contendo DHH1 plasmidial apresenta termossensibilidade a
36°C, enquanto que com o vetor vazio foi observada uma termossensibilidade a
37°C. Portanto, houve uma melhora no fenétipo de termossensibilidade da linhagem
tif51A-1 dhhlA ssd1A em relagdo ao mutante tif51A-1 ssd1A, indicando uma
interacdo genética sintética por supressao parcial do defeito de crescimento entre
TIF51A e DHH1.

Finalmente, a analise da interacdo genética entre PAT1 e TIF51A foi realizada
com as linhagens SVL596 (patlA) e SVL445 (tif51A-3 ssd1A). Na Figura 17,
podemos verificar que o duplo mutante tif51A-3 patlA também apresenta melhora
do crescimento a 35°C em relacdo ao haploide tif51A-3 PAT1 (termossensivel a
35°C), indicando uma interacdo genética interacdo genética sintética por supressao
parcial do defeito de crescimento entre TIF51A e PATL.

Dessa forma nos ensaios de interacdes genética sintética realizados nao
foram observadas interacfes sintéticas entre mutantes de TIF51A e dos genes
LSM1, DCPl1l e SKI8, que atuam diretamente na degradacdo de mRNA.
Curiosamente, a interagdo genética entre os mutantes tif51A-1 e xrnlA o fator que
atua também de forma diretamente na degradagdo de mRNA revelou uma piora no
crescimento (sintético doente). Por outro lado, as interag6es entre tif51A-1 e shplA,
tif51A-3 e sbplA, tif51A-3 e dhhlA e tif51A-3 e patlA revelaram uma melhora no
defeito do crescimento dos mutantes de elF5A, sugerindo interagdo genética por
supressado extragénica. Os resultados obtidos neste ensaios de interacdes genéticas

estao resumidos na Tabela 4.
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Figura 13. Os mutantes tif51A-1 e xrn1A sao sintético doentes. Diluicdes seriadas (10x)
das linhagens selvagem (SVL8), tif51A-1 (SVL10), xrnl::URA3 (SVL100) e
xrnl:;:URA3 tif51A-1 (SVL101) foram aplicadas em meio YPD e incubadas a 25°C,
35°C e 36°C por 2 dias.
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Figura 14. Os mutantes duplo tif51A-1 Ism1A e triplo tif51A-1 dcpl-2 ski8A néo
apresentam interacdo genética sintética. Painel A: DiluicGes seriadas (10x) de 4
hapléides de uma tétrade do cruzamento Ism1A x tif51A-1 foram aplicadas em meio
SC-leu e incubadas a 25°C, 30°C e 38°C por 2 dias. Painel B: Diluicbes seriadas
(10x) das linhagens dcpl-2 tif51A-1 (VZL996), dcpl-2 ski8BA (VZL801l) e dos
hapléides de uma mesma tétrade do cruzamento dcpl-2 tif51A-1 x dcpl-2 ski8A
foram aplicados em YPD e incubadas a 25°C, 36°C e 37°C por 3 dias.
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Figura 15. Os mutantes duplos tif51A-1 ou tif51A-3 e sbplA apresentam interacdes
genéticas sintéticas por supresséo parcial do defeito de crescimento. Painel A:
Diluicbes seriadas (10x) das linhagens tif51A-1 ssd1A (SVL513), shplA (VZL784) e
hapléides de uma mesma tétrade do cruzamento entre SVL513 e VZL784. Painel B:
Diluicdes seriadas (10x) das linhagens tif51A-3 ssd1A (SVL447), sbplA (VZL784) e
hapléides de uma mesma tétrade do cruzamento entre SVL447 e VZL784. Em
ambos experimentos, culturas liquidas das linhagens foram aplicadas em meio YPD
e incubadas a 25°C, 36°C e 37°C por 3 dias.
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Figura 16. O mutante duplo tif51A-1 dhh1A apresenta interacdo genética sintética por
supressao parcial do defeito de crescimento. DiluicBes seriadas (10x) da linhagem
duplo mutante tif51A-1 dhhlA resultante da delecdo de DHH1 na linhagem SVL513
(DHH1 tif51A-1) com os genes selvagens para cada mutacdo complementados por

plasmideos. As culturas foram aplicadas em meio SC-ura e incubadas a 25°C, 36°C e
37°C por 3 dias.
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Figura 17. O mutante duplo tif51A-3 e patlA apresenta interacdo genética sintética por
supressdo parcial do defeito de crescimento. DiluicBes seriadas (10x) de 4
haploides de uma mesma tétrade foram aplicadas em meio YPD e incubadas 25°C,
35°C e 36°C por 3 dias. As linhagens parentais, tif51A-3 (SVL445) e patlA (SVL596),

foram usadas como controle de crescimento nas temperaturas testadas.



Tabela 4. Resultados da interacfes genéticas sintéticas.
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Func@es das proteinas

Tipo de interacdo genética Mutantes utilizados _
envolvidas*
) _ degradacdo de mRNA e
Sem interagao Ism1A e tif51A-1 .
remocao do capacete
) _ _ degradacdo de mRNA e
Sem interagéo dcpl-2 ski8A e tif51A-1
remocéao do capacete
Sintético doente xrnlA e tif51A-1 degradacdo de mRNA
_ _ degradacdo de mRNA e
Supressao extragénica sbplA e tif51A-1
repressao da traducéo
. . _ degradacéo de mRNA e
Supressao extragénica sbplA e tif51A-3
repressao da traducéo
. . _ degradacéo de mRNA e
Supressao extragénica dhhlA e tif51A-1
repressao da traducéo
. ) degradacdo de mRNA e
Supresséo extragénica patlA e tif51A-3

*Exceto para elF5A.

repressao da tradugéo
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5.4. Avaliacao da relacao entre os granulos de estresse, elF5A e Sbpl

Como apresentado anteriormente, os granulos de estresse sdo formados por
fatores presentes no complexo de pré-iniciagdo 48S, o qual inclui mRNA ligado a
Pabl, fatores de inicio de tradugdo e a subunidade ribossomal 40S, sendo o0s
granulos de estresse intimamente relacionados aos P bodies (KEDERSHA; ANDERSON,
2009). Em S. cerevisiae, os granulos de estresse induzidos por choque térmico a
46°C também contém as subunidades de elF3 (elF3a, elF3b e elF3c), além de
outras proteinas como Dcp2 e Ngrl (GrousL et al., 2009), e outros fatores de
elongacdo como eEF3 e eEF1B(y) (HASEK, J.)°.

Recentemente, foi mostrado que € necessaria a presenca de elF5A
hipusinado para haver a formacéo dos granulos de estresse induzidos por arsenito
em células de mamiferos (LI et al., 2010). Neste estudo foi mostrado que a enzima
ODC (ornitina descarboxilase), a qual est4d envolvida na via de sintese das
poliaminas, é necessaria para a formacédo dos granulos de estresse induzidos por
arsenito. Ainda, foi mostrado que elF5A localiza-se nos granulos de estresse nas
células de mamiferos testadas, sob diferentes condi¢cdes de estresse (LI et al.,
2010). Estas evidéncias tornam interessante investigar a influéncia de elF5A na
formacéo destes corpusculos em levedura, e para isso, foram utilizados alguns dos
mutantes condicionais de elF5A.

Para a andlise da formacdo de granulos de estresse, foi estabelecida uma
colaboragédo com o Dr. Jifi HaSek do Laboratory of Cell Reproduction, da Academy of
Sciences of the Czech Republic. Os resultados descritos a seguir foram obtidos
durante o estagio de doutorado sanduiche no periodo de julho a dezembro de 2010.

Nesta analise da formacdo de granulos de estresse, utilizamos a subunidade
elF3a, codificada pelo gene RPG1, em fusdo com GFP, como marcador destes
corpusculos. Para induzir a agregacdo dos granulos de estresse, as células foram
submetidas a um forte choque térmico a 46°C por 10 min, chamado de Robust Heat
Shock (GrousL et al., 2009). Linhagens mutantes de elF5A contendo a fusdo RPG1-
GFP foram geradas por cruzamento, e as linhagens resultantes foram avaliadas

para a formacao destes corpusculos.

2 HASEK, J. (Institute of Microbiology - Academy of Sciences of the Czech Republic) Comunicacéo
pessoal, 2010.
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Uma linhagem nocauteada para TIF51A contendo diferentes plasmideos
expressando elF5A selvagem ou mutadas foram utilizadas, com isso foi possivel
obter todas as linhagens utilizadas com o mesmo background genético.
Cruzamentos foram realizados entre a linhagem com expressdo cromossomal de
RPG1-GFP (VZL1110) e os mutantes tif51A%%?"93F (Sv.590), tif51AK®%* (SVL634) e
a linhagem selvagem (SVL132). Estes mutantes de elF5A (tif51A?293F o
tif51A%°**) ndo apresentam deplecdo da proteina na temperatura ndo permissiva
(DiAs et al., 2008). A mutacdo tif51A°®" estd no ultimo residuo da alca de
hipusinacao, e para o mutante tif51A%?*"%3F as mutacdes sdo em regides expostas
dos dominios N e C-terminal de elF5A, respectivamente (DiAs et al., 2008). Por
serem mutantes estaveis na condi¢do restritiva, estes podem apresentar fenotipos
especificos diferentes daqueles mostrados por um mutante que tenha perda total de
funcdo, como tif51A-3 (VALENTINI et al., 2002), o que contribuiria com o estudo do
papel desta proteina.

Como podemos verificar na Figura 18, as linhagens resultantes dos
cruzamentos contendo RPG1-GFP e um dos alelos do gene de elF5A, TIF51A
(VZL1112), tif51A%22H9%F (7] 1113) e tif51AKS®A (VZL1114) foram avaliadas para a
formacdo de granulos de estresse apos choque térmico a 46°C por 10 min. A
linhagem selvagem apresenta um padrdo normal de agregacédo, comparavel ao
apresentado na literatura (GRousL et al.,, 2009), enquanto que as linhagens
mutantes de elF5A apresentam uma formagéo reduzida de granulos de estresse.
Nas linhagens mutantes, a agregacdo de elF3a € menos intensa, 0 que gera
granulos menores e mais dispersos pelo citoplasma. Verificamos ainda, que houve
uma diferenca no padrao de agregacao entre as duas linhagens mutantes utilizadas,
sendo que a reducdo do mutante tif51A%??"9F foi mais intensa do que para o
mutante tif51A%A,

A fim de ampliar os estudos de formacdo de granulos de estresse, foi
realizado outro cruzamento com a linhagem expressando RPG1-GFP (VZL1110) e o
mutante tif51A-3 (tif51AS39Y/C1180 Qv 529) (VALENTINI et al., 2002), o que gerou a
linhagem contendo tif51A-3 e elF3a-GFP (VZL1115). Estas linhagens mutantes de
elF5A tif51A-3 (VZL1115), tif51A%%"9%F (vZz11113) e a linhagem selvagem
(VZL1112), todas expressando elF3a fusionada a GFP, foram submetidas a
integracdo cromossomal de outro marcador de granulos de estresse. Para este outro

experimento, foi introduzido o fator de elongacdo eEF3 fusionado a proteina
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mCherry, através de um cassete integrativo com a marca de selecdo de
norseotricina (FARKASOVSKY, M.; TseiN, R.)3. Este outro fator de elongacdo foi
identificado nos granulos de estresse induzidos por choque térmico (HASEK, J.)*.

As linhagens selvagem (VZL1124), mutante tif51A-3 (VZL1125) e mutante
tif51A922H93F (yv71.1126) foram avaliadas para a agregacdo dos granulos de
estresse, induzidos por choque térmico, através de ensaios de co-localizacdo de
GFP e mCherry. Como pode ser visto na Figura 19, ambos os marcadores estao
presentes nos granulos das células selvagens, entretanto, observamos que o

mutante tif51AQ22H/L93F

apresenta reduzida formacao de granulos, e o mutante tif51A-
3 forma os granulos de estresse em tamanho e numero extremamente reduzidos em
relacdo a selvagem. Esta formacdo dos granulos € menos intensa e isso foi
verificado pela diminuicdo de pontos amarelos, indicados pelas setas azuis, gerados
pela co-localizacédo entre elF3a-GFP e eEF3-mCherry. Este defeito de agregacéo
também nao estd comparavel ao observado para células tratadas com ciclo-
heximida, onde ndo h& agregacdo dos granulos (GrRousL et al., 2009), o que indica
gue ndo esta correlacionado apenas a fungéo de elF5A na elongacédo da traducao.

Ao compararmos o resultado obtido para o mutante tif51A-3 com o mutante
tif51AQ?2HL93F  apresentado nas Figuras 18 e 19, e com o mutante tif51AK®A,
apresentado na Figura 18, observa-se que o mutante tif51A-3 apresenta maior
defeito na formacé&o de granulos de estresse, o qual poderia estar correlacionado a
mutacdo em elF5A que é diferente para cada um dos mutantes testados.
Possivelmente, as mutagbes C39Y/G118D da linhagem tif51A-3 (Valentini, Casolari
et al., 2002) altera a estrutura de elF5A de maneira a interferir mais em alguma outra
funcéo de elF5A, do que as mutacdes Q22H/L93F ou K56A (Dias et al., 2008) dos
outros mutantes testados. Considerando que elF5A funcional e hipusinada é
necessaria para a formacéo de tais granulos em mamiferos (LI et al., 2010), e que
diferentes mutantes de elF5A em S. cerevisiae apresentam defeito na formacgéo de
granulos de estresse, podemos concluir que estes dados reforcam o envolvimento
de elF5A com o controle da represséo da traducao induzido por estresse.

Como a ciclo-heximida inibe a elongacdo da traducdo por ligar-se a

subunidade 60S do ribossomo (ALAMGIR et al., 2010; SCHNEIDER-POETSCH et al.,

® FARKASOVSKY, M.; TSEIN, R. (Institute of Molecular Biology - Slovak Academy of Sciences)

Comunicacéo pessoal, 2010.
* Hagek, J. (Institute of Microbiology - Academy of Sciences of the Czech Republic) Comunicacdo
pessoal, 2010.
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2010), células tratadas com ciclo-heximida apresentam estabilizacdo de polissomos.
Portanto, se a inibicdo da formacao de granulos de estresse nos mutantes de elF5A
fosse um efeito analogo ao da ciclo-heximida, ao analisar o perfil polissomal iriamos
observar presenca de polissomos. Em Grousl e cols. (2009) também foi descrito
gue, ap6s um forte choque térmico, células selvagens apresentam perfil polissomal
com aumento de 80S e run-off de polissomos, além da formacao dos granulos de
estresse. Com o intuito de confirmar se a diminuicdo na formacao dos granulos de
estresse nestes mutantes se deve diretamente a perda de alguma funcéo especifica
de elF5A, e ndo indiretamente devido ao fato dos mRNAs estarem fortemente
ligados aos polissomos, pelo efeito de elF5A na elongacdo da traducéo, foram
realizados ensaios de perfil polissomal apés forte choque térmico. Os perfis
polissomais das linhagens selvagem (TIF51A) e mutantes de elF5A (tif51A%22L93F
tif51AX°®* e tif51A-3) foram realizados em condi¢des normais (25°C) e apds forte
choque térmico (46°C por 10 min) e estdo mostrados na Figura 20. E possivel
observar que todas as linhagens testadas apresentam aumento da fracdo 80S e run-
off de polissomos apds estresse. Esta observacéo estd de acordo com a hipotese de
gue a diminuicdo na formacédo dos granulos de estresse € devida a uma funcéo
direta de elF5A na agregacdo dos granulos de estresse. Portanto, a diminuicdo na
formacédo de granulos de estresse nos mutantes de elF5A ndo € comparavel ao
fendtipo observado para células tratadas com ciclo-heximida.

Como apresentado anteriormente, apesar de elF5A ja ter sido envolvido com
0 processo de degradacdo de mRNA (Zuk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002),
esta parece ser uma funcdo secundaria de elF5A, sendo sua principal fungdo na
elongacao da traducao (GREGIO et al., 2009; SAINI et al., 2009). Ainda, foi mostrado
acima (Figura 8) que elF5A néo se localiza nos P bodies. Entretanto, ficou claro
pelos dados apresentados nas Figuras 18 e 19 que elF5A também pode estar
envolvida com a formacgdo de granulos de estresse. Assim, torna-se interessante
verificar se elF5A esta presente nesses granulos.

Com o intuito de verificar se elF5A esta presente nos granulos de estresse
em levedura, os seguintes experimentos foram realizados. Ensaios de co-localizac&o
de proteinas marcadores de granulos de estresse, bem como elF5A, foram
utilizadas na forma de proteinas de fusdo com GFP ou mCherry. As proteinas

utilizadas Dcp2, Ngrl e eEF3 estdo presentes em granulos de estresse apos choque



87

térmico (GRousL et al., 2009; HASEk, J.°). A linhagem selvagem BY4742
(EuroSCARF) foi transformada com diferentes cassetes integrativos contendo as
fusbes DCP2-mCHERRY, NGR1-mCHERRY ou YEF3-mCHERRY, e as trés
linhagens resultantes foram transformadas com um plasmideo que expressa GFP-
elF5A funcional sob regulacdo do promotor de galactose (pSV137) (VALENTINI et al.,
2002). Entdo, as linhagens obtidas VZL1117 (GFP-elF5A e Dcp2-mCherry),
VZL1118 (GFP-elF5A e Ngri-mCherry) e VZL1119 (GFP-elF5A e eEF3-mCherry)
foram utilizadas nos experimentos de co-localizag&o celular.

Na Figura 21, pode ser verificado que a proteina Dcp2 apresenta agregacao
na condicdo normal, em corpusculos que seriam os P bodies, mas deve ser
lembrado que Dcp2 também esta presente nos granulos de estresse. Apos choque
térmico, obtivemos a formacéo dos granulos de estresse contendo Dcp2, os quais se
co-localizam com elF5A, como pode ser observado pelos pontos em amarelo, que
representam a sobreposicdo das duas proteinas em questdo, e estdo indicados
pelas setas azuis. Na Figura 22, verifica-se a agregacdo em menor quantidade dos
granulos de estresse contendo Ngrl, uma vez que esta proteina € mais expressa
guando as células estdo em condicbes de crescimento estacionario. Entretanto,
ainda é possivel verificar a co-localizacdo de Ngrl com elF5A, como indicado pelas
setas azuis. Por fim, na Figura 23, esta apresentada a co-localizacdo de eEF3 e
elF5A nos granulos de estresse apdés choque térmico. Apesar de algumas células
apresentarem uma expressao desigual ou irregular da fusdo GFP-elF5A, verifica-se
gue elF5A esta nos granulos de estresse induzidos por choque térmico em levedura
(setas azuis indicando pontos amarelos). Como elF5A, outros fatores de elongacao
da traducédo foram observados nos granulos de estresse nesta condicdo, entre eles
eEF3 e eEF1B(y) (HASEK, J.)°.

Diversas proteinas envolvidas com repressao da traducdo e/ou degradacéo
de mRNA ja foram identificadas nos granulos de estresse, entre elas Xrnl
(KEDERSHA et al., 2005), Dhhl (SwISHER; PARKER, 2010) e Susl (CUENCA-BoONO et
al., 2010). Destas, Xrnl e Dhhl também estdo presentes nos P bodies (SHETH;
PARKER, 2003; TEIXEIRA; PARKER, 2007). Uma vez que a proteina Shpl também esta
presente nos P bodies (SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006), torna-se interessante

verificar se Sbpl esta presente nos granulos de estresse.

® Hagek, J. (Institute of Microbiology - Academy of Sciences of the Czech Republic) Comunicacdo
pessoal, 2010.
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Para isto, foram realizados experimentos de co-localizacdo das proteinas
Sbpl e elF3a apds choque térmico utilizando proteinas de fusdo com GFP ou
mRFP. Um cruzamento entre a linhagem que possui SBP1-GFP (VZL1109) e a
linhagem com RPG1-mRFP (VZL1111) foi realizado, e a linhagem resultante
expressando ambas proteinas de fusédo foi utilizada nestes experimentos de co-
localizacéo celular. As células foram submetidas a um forte choque térmico (46°C
por 10 min). Na Figura 24, € possivel observar que Sbpl fusionada a GFP co-
localiza com Rpgl-mRFP presente nos granulos de estresse induzidos pelo choque
térmico a 46°C (setas azuis indicando pontos amarelos). Portanto, estes resultados
evidenciam pela primeira vez que Sbpl é mais um fator envolvido com degradacéao
de mRNA que esta presente nos granulos de estresse induzidos pelo choque

térmico.
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Figura 18. Os mutantes estaveis de elF5A possuem defeito na formac&o de granulos
de estresse induzidos por choque térmico. As linhagens selvagem (VZL1112),
tif51A22H9SF (vz1L1113) e tif51AX®A (VZL1114) expressando elF3a-GFP foram
cultivadas a 30°C em meio YPD. As células foram coletadas e transferidas para meio
pré-aquecido a 46°C, e mantidas nesta temperatura por 10 min para induzir a
formacao dos granulos de estresse e lavadas com meio SC antes da observacdo. As
setas azuis apontam os granulos de estresse. As células foram visualizadas por
microscopia de fluorescéncia e objetiva de 100x, e as imagens foram captadas e

processadas pelo software Olympus Cell R. Escala =5 pm.
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Figura 19. Os mutantes tif51A-3 e tif51A%%"9F gpresentam defeito na formacéo de
granulos de estresse induzidos por choque térmico. As linhagens selvagem
(VZL1124), if51A-3 (VZL1125) e tif51A?*"93F (vZ.1126) expressando elF3a-GFP e
eEF3-mCherry foram cultivadas a 25°C em meio YPD. As células foram coletadas e
transferidas para meio pré-aquecido a 46°C, e mantidas nesta temperatura por 10
min para induzir a formac&o dos granulos de estresse e lavadas com meio SC antes
da observacdo. As setas azuis apontam os granulos de estresse. As células foram
visualizadas por microscopia de fluorescéncia e objetiva de 100x, e as imagens

foram captadas e processadas pelo software Olympus Cell R. Escala =5 pm.
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Figura 20. Os mutantes de elF5A apresentam parada no inicio da traducdo apos
choque térmico. Extratos protéicos das linhagens selvagem (VZL1112),
tif51AQ22H9%F (7] 1113), tifSTA®* (VZL1114) e tif51A-3 (VZL1115) em condicdes
normais (25°C) e apés choque térmico (46°C por 10 min) foram submetidos a
ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose 5-45%, seguida de analise das fracdes

por absorbéancia a 254 nm.
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Figura 21. Co-localizagdo de elF5A com a proteina Dcp2 nos granulos de estresse. A
linhagem expressando GFP-elF5A com Dcp2-mCherry (VZL1117) foi cultivada a
25°C em SC-ura com rafinose até D.O.g00nm = 0,4, € a expressao do gene codificador
de GFP-elF5A, contendo promotor de galactose, foi induzida por 2 h em galactose
2%. Para induzir a formacao dos granulos de estresse, as células foram coletadas e
transferidas para meio pré-aquecido a 46°C, mantidas nesta temperatura por 10 min
e lavadas com meio SC antes da observacdo. As setas azuis apontam os granulos
de estresse. As células foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia e
objetiva de 100x, e as imagens foram captadas e processadas pelo software

Olympus Cell R. Escala = 2,5 um.
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Figura 22. Co-localizagdo de elF5A com a proteina Ngrl nos granulos de estresse. A
linhagem expressando GFP-elF5A com Ngrl-mCherry (VZL1118) foi cultivada a
25°C em SC-ura com rafinose até D.O.g00nm = 0,4, € a expressao do gene codificador
de GFP-elF5A, contendo promotor de galactose, foi induzida por 2 h em galactose
2%. Para induzir a formacao dos granulos de estresse, as células foram coletadas e
transferidas para meio pré-aquecido a 46°C, mantidas nesta temperatura por 10 min
e lavadas com meio SC antes da observacdo. As setas azuis apontam os granulos
de estresse. As células foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia e
objetiva de 100x, e as imagens foram captadas e processadas pelo software

Olympus Cell R. Escala = 2,5 um.
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Figura 23. Co-localizagdo de elF5A com a proteina eEF3 nos granulos de estresse. A
linhagem expressando GFP-elF5A com eEF3-mCherry (VZL1119) foi cultivada a
25°C em SC-ura com rafinose até D.O.g00nm = 0,4, € a expressao do gene codificador
de GFP-elF5A, contendo promotor de galactose, foi induzida por 2 h em galactose
2%. Para induzir a formacao dos granulos de estresse, as células foram coletadas e
transferidas para meio pré-aquecido a 46°C, mantidas nesta temperatura por 10 min
e lavadas com meio SC antes da observacdo. As setas azuis apontam os granulos
de estresse. As células foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia e
objetiva de 100x, e as imagens foram captadas e processadas pelo software

Olympus Cell R. Escala = 2,5 um.
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Figura 24. Presenca de Sbpl nos gréanulos de estresse induzidos por choque térmico.
A linhagem contendo SBP1-GFP e RPG1-mRFP (VZL1116) foi cultivada a 30°C em
meio YPD. As células foram coletadas, transferidas para meio pré-aquecido a 46°C,
mantidas nesta temperatura por 10 min e lavadas com meio SC antes da
observacdo. As setas azuis apontam os granulos de estresse. As células foram
visualizadas por microscopia de fluorescéncia e objetiva de 100x e as imagens foram

captadas e processadas pelo software Olympus Cell R. Escala =5 pm.
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6. DISCUSSAO
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Em 2007, quando este trabalho foi iniciado, ainda ndo estava descrito na
literatura o envolvimento do fator elF5A com a elongacéo da traducédo (GREGIO et al.,
2009; SaINI et al., 2009). Como apresentado anteriormente, as evidéncias iniciais
mostraram uma funcdo para elF5A na etapa de inicio da traducdo de proteinas
(BENNE; HERSHEY, 1978) e em decorréncia disso foi denominada como fator de inicio
da traducdo 5A (elF5A - Eukaryotic translation Initiation Factor 5A). Entretanto, em
um estudo posterior, foi verificado que a deplecao de elF5A em S. cerevisiae causa
apenas uma pequena reducao nos niveis de sintese protéica total e foi sugerido que
elF5A atue na traducédo especifica de mensageiros envolvidos na transicdo G1/S do
ciclo celular, uma vez que a deplecédo de elF5A leva a um aumento do numero de
células paradas em G1 (KANG; HERSHEY, 1994).

Dessa forma, elF5A continuou sendo alvo de diversos estudos que tentaram
atribuir funcdes diretas ou ndo para este fator, o qual acabou sendo envolvido com
outros processos celulares, além da traducdo. Entre as associacfes descritas para
elF5A destacam-se: 1) proliferacao celular e controle do ciclo celular em Drosophila
(LEE et al., 2001), 2) cofator celular da proteina Rev do virus HIV-1 e exportagcédo de
mensageiros tardios deste virus (RuHL et al., 1993; BEVEC et al., 1996; BEVEC;
HAUBER, 1997; ELFGANG et al., 1999; RoOsSORIUS et al., 1999), 3) degradacdo de
MRNA (ZuUk; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002), 4) polarizacéo do citoesqueleto
de actina e progresséao do ciclo celular em S. cerevisiae (ZANELLI; VALENTINI, 2005),
5) degradacdo de mRNA via NMD (ScHRADER et al., 2006) e 6) secrecdo de
proteinas necessarias para a formacédo do broto na fase G1/S do ciclo celular
(FRIGIERI et al., 2007; FRIGIERI et al., 2008).

6.1. elF5A no contexto dos P bodies

Como foi mostrado que mutantes de elF5A acumulam mRNA na temperatura
nao permissiva (ZUK; JACOBSON, 1998; VALENTINI et al., 2002), novos experimentos
foram propostos neste estudo para esclarecer o envolvimento de elF5A com a
degradacdo de mRNA. Uma vez que foi sugerido que a degradacdo de mRNA bem
como as etapas de remocdo do capacete ‘mG ocorram em corpUsculos de
processamento chamados P bodies (SHETH; PARKER, 2003), estes agregados

citoplasmaticos se tornaram o nosso principal alvo.
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Como descrito anteriormente, em S. cerevisiae, os P bodies foram envolvidos
com diversos processos celulares e sdo agregados citoplasmaticos compostos
principalmente de mRNPs, fatores de remocédo do capacete ‘'mG, de represséo da
traducéo e de degradacdo de mRNA (SHETH; PARKER, 2003; CoucGoT et al., 2004;
EuLALIO et al., 2007; PARKER; SHETH, 2007).

Com o intuito de verificar se elF5A esta presente nos P bodies, o que
reforcaria a possibilidade deste fator estar envolvido com a etapa de degradacéo de
MRNA, foram realizados ensaios de localizagcéo subcelular de GFP-elF5A funcional
em levedura (VALENTINI et al., 2002), em condicfes de inducéo da agregacéo dos P
bodies. Entretanto, nas condi¢cbes de estresse testadas, néo foi possivel evidenciar
agregados citoplasmaticos indicando que elF5A n&o esta sendo direcionada para os
P bodies (Figura 8). Esta evidéncia afasta uma funcdo direta para elF5A na
degradacdo de mRNA e sugere que o defeito de degradacdo de mRNA observado
para os mutantes de elF5A seja secundario. Entretanto, deve ser lembrado que a
degradacdo de mRNA néo ocorre exclusivamente nos P bodies.

A adicdo do antibidtico ciclo-heximida, o qual € inibidor da elongacdo da
traducéo, impede a formacdo dos P bodies em culturas de S. cerevisiae (SHETH;
PARKER, 2003). Em 2006, evidéncias iniciais de uma funcdo para elF5A na
elongacdo ao invés de inicio da traducao foram reveladas pelo nosso laboratério
(ZANELLI et al.,, 2006). Portanto, a utilizagdo do mutante termossensivel tif51A-3
(VALENTINI et al., 2002) em ensaios de agregacao de P bodies, tornou-se
interessante para comparar o efeito observado nesse mutante com aquele induzido
por ciclo-heximida. As células depletadas de elF5A bem como aquelas que foram
interrompidas na elongacdo da traducédo pelo tratamento com ciclo-heximida néao
foram capazes de agregar P bodies (Figura 9). Esses resultados obtidos fortalecem
a hipétese de participacao indireta de elF5A na degradacdo de mRNA.

Com o objetivo de fortalecer os dados obtidos e apresentados até agora,
outras linhagens mutantes de fatores envolvidos com elonga¢cao da traducédo foram
utilizadas em ensaios de agregacédo de P bodies. As linhagens selecionadas foram o
mutante ccal-1 (PELTZ; DONAHUE; JACOBSON, 1992) e o dominante negativo eft2"°99
(ORTIZ; KINZY, 2005). Analogamente ao observado para o mutante tif51A-3, os
mutantes ccal-1 e eft2"%% ndo foram capazes de agregar P bodies em niveis
normais (Figura 10 e 11), evidenciando que alteracdes na elongacdo da traducao

inibem a formacao destes corpusculos.
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Os resultados obtidos com o estudo da relacéo entre elF5A e a agregacao de
P bodies além de evidenciar o efeito indireto de elF5A no acumulo de mRNA,
sugerem uma relacdo funcional entre elF5A e eEF2, que juntamente com outros
resultados obtidos por nos (GREGIO et al., 2009) e por outros (SAINI et al., 2009)

sugeriram uma funcéo para elF5A na etapa de elongacéo da traducao.

6.2. elF5A no contexto dos fatores de represséo da traducéo e/ou

degradacao de mRNA

Uma vez que a possibilidade de uma funcéo direta para elF5A na degradacéao
de mRNA foi enfraquecida, tornou-se interessante verificar se existe envolvimento
de elF5A com a repressdo da traducdo. Uma das condicbes que promovem a
repressdo da traducéo é a deplecéo de glicose, a qual acarreta alterac6es no perfil
polissomal, com aumento do pico de 80S e run-off das fragbes polissomais (HOLMES
et al., 2004). Portanto, foi analisada a resposta a repressdo da traducdo de uma
linhagem mutante de elF5A (tif51A-1) e da linhagem mutante da exorribonuclease
5'—=3" Xrnl (xrn1A), a qual foi utilizada como controle de resisténcia a repressao da
traducdo apdés a deplecdo de glicose (HoLMES et al., 2004). Neste ensaio foi
verificado que ambas linhagens apresentam defeito na represséo da traducéo, o que
pode ser observado pela razdo entre as areas dos polissomos/80S (poli/80S) (Figura
12). Entretanto, uma correlacdo funcional direta entre essas proteinas ndo pode ser
levada em consideragdo, uma vez que provavelmente os mutantes analisados,
tif51A-1 e xrnlA, apresentam defeitos na repressao da traducdo por mecanismos
distintos.

Como mencionado anteriormente, alguns dos fatores de degradacdo de
MRNA também apresentam funcdo na repressao da traducao, entre eles, podemos
citar os fatores Sbpl, Dhhl e Patl (BONNEROT; BOECK; LAPEYRE, 2000; COLLER et al.,
2001; SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006). Considerando que neste estudo foi
mostrado defeito na repressdo da traducdo em mutante de elF5A (Figura 12),
ensaios de interacdo genética sintética foram realizados entre linhagens mutantes
de elF5A e de mutantes de sete fatores envolvidos com represséo da tradugéao e/ou
degradacdo de mRNA, a saber: Sbpl (SEGAL; DUNCKLEY; PARKER, 2006), Dhhl
(COLLER et al., 2001), Patl (BONNEROT; BOECK; LAPEYRE, 2000), Lsm1 (THARUN et al.,
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2000; THARUN; PARKER, 2001), Dcpl (BEELMAN et al., 1996; LAGRANDEUR; PARKER,
1998), Ski8 (BROWN; BAI; JOHNSON, 2000) e Xrnl (Hsu; STEVENS, 1993).

O mutante tif51A-1 n&o interagiu geneticamente com os mutantes de fatores
que atuam diretamente na remocdo do capacete de ‘mG (Lsmi, Dcpl) e na via de
degradacdo 3'—5' (Ski8) (Figura 14), o que contribui para afastar a hipotese de
existir uma funcéo direta de elF5A na degradacdo de mRNA. Curiosamente, foi
identificada uma interacao genética de piora no crescimento entre o mutante tif51A-1
e a linhagem xrnlA (Figura 13), como dito anteriormente um fator envolvido
diretamente com a degradacdo de mRNA. Entretanto, deve ser lembrado que Xrnl
tem um papel secundério na maturacdo de ribossomos (GEERLINGS; VOS; RAUE,
2000), o que provavelmente deve influenciar indiretamente a funcédo de elF5A na
traducéo, explicando o surgimento do fendtipo sintético doente entre tif51A-1 e
Xrn1A.

Finalmente, foi possivel mostrar que as linhagens nocaute de dhhlA e patlA
apresentaram interacdes genéticas sintética por supressao parcial do defeito de
crescimento dos mutantes de elF5A, tif51A-1 e tif51A-3, respectivamente (Figuras
16 e 17). Em concordancia, a combinacdo das mutacdes existentes nos mutantes de
elF5A, tif51A-1 e tif51A-3, com o0 nocaute de Sbpl (sbplA) também levou a
supresséo parcial do defeito de crescimento nos mutantes de elF5A (Figura 15), o
gue comprova que esta interacdo genética ndo é alelo especifica. Esses resultados
sdo bastante interessantes, pois na sequéncia de eventos relacionados a
degradacdo de mRNA, Sbpl parece agir juntamente com Dhhl e Patl no controle
da repressao da traducgao e envio de mRNAs para degradacéo nos P bodies (SEGAL;
DUNCKLEY; PARKER, 2006), sendo que Dhhl e Patl parecem agir por vias
parcialmente paralelas na célula (COLLER; PARKER, 2005). Portanto, a ocorréncia de
interacdo genética de melhora do fenétipo de termossensibilidade dos mutantes de
elF5A sugere que as mutacdes nestes fatores de repressdo da traducdo estejam
atuando como supressores extragénicos dos alelos mutados de elF5A. Ainda, esses
resultados de supressao extragénica sugerem também que elF5A tenha uma funcao

oposta a esses fatores, atuando como um fator ativador da traducao.

6.3. elF5A e Sbp1l no contexto dos granulos de estresse
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Como apresentado na Introducao, além dos P bodies existem os granulos de
estresse que se agregam em S. cerevisiae e em outros eucariotos. Estes sdo
formados por fatores presentes no complexo de pré-iniciagdo 48S, o qual inclui
MRNA ligado a Pabl, fatores de inicio de tradugdo, a subunidade ribossomal 40S,
além de alguns fatores de repressdo da traducdo e/ou degradacdo de mRNA
(PARKER; SHETH, 2007; EULALIO et al., 2007; GRousL et al., 2009; BUCHAN; NISSAN;
PARKER, 2010). Os granulos de estresse agregam-se sob diversas condi¢cbes de
estresse, como deplecdo de glicose, choque térmico, entre outros, portanto ndo
ocorrem naturalmente nas células (ANDERSON; KEDERSHA, 2002; 2006; BUCHAN;
PARKER, 2009; GRousL et al., 2009; BUCHAN; YOON; PARKER, 2011}.

Como mostrado anteriormente, o mutante de elF5A tif51A-3 ndo é capaz de
agregar P bodies na temperatura ndo permissiva (Figura 9), de maneira semelhante
ao efeito observado pelo bloqueio da elongacéo da traducdo com o tratamento com
ciclo-heximida. Como ocorre com os P bodies, o tratamento das células com ciclo-
heximida inibe também completamente a agregacao dos granulos de estresse, tanto
em células de mamiferos quanto em leveduras (ANDERSON; KEDERSHA, 2006; GROUSL
et al., 2009). Ainda, em outro estudo ficou comprovada a importancia da hipusinacéo
de elF5A para a agregacao dos granulos de estresse (LI et al., 2010). Portanto, foi
investigado se ocorre a agregacao dos granulos de estresse nas linhagens mutantes
de elF5A de S. cerevisiae.

Os mutantes de elF5A inicialmente selecionados foram tif51A9%2H/9%F

e
tif51A%°®* 0s quais produzem elF5A estavel na temperatura ndo permissiva (DIAS et
al., 2008), e como marcador dos granulos de estresse foi utilizada a fusdo elF3a-
GFP (GRrousL et al., 2009). Foi verificado que estes mutantes de elF5A apresentam
diminuicdo na formacao dos granulos de estresse apds choque térmico (Figura 18),
sendo mais acentuado o fenétipo para o mutante tif51A%%2H"-93F,

Com intuito de melhorar nosso estudo, outro mutante de elF5A tif51A-3
(VALENTINI et al., 2002) foi selecionado e utilizado em paralelo com o mutante
tif51A%2?"93F  para verificar a diminuicdo na agregacdo dos granulos de estresse
dois marcadores destes corpUsculos, eEF3-mCherry (HASEK, J.)° e elF3a-GFP
(GRousL et al., 2009), foram utilizados em ensaios de co-localizagéo. Neste ensaio

foi revelado que o mutante termossensivel de elF5A (tif51A-3) apresentou fendtipo

® HASEK, J. (Institute of Microbiology - Academy of Sciences of the Czech Republic) Comunicacéo
pessoal, 2010.
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mais severo de diminuicdo na agregacao dos granulos de estresse que o mutante
estavel (tif51A°%H"9%F) (Figura 19).

Foi descrito previamente que algumas linhagens mutantes de elF5A
apresentam alteracdes nos niveis de hipusinacdo (DIAs et al., 2008). Portanto, o
fendtipo de diminuicdo na agregacdo dos granulos de estresse dos mutantes de
elF5A pode estar relacionado as mutacdes presentes neste fator, as quais
influenciam na hipusinacdo de elF5A (Dias et al.,, 2008) e, consequentemente,
poderiam ser responsaveis por esta deficiéncia de agregacdo dos corpusculos.

Como os granulos de estresse possuem em sua composicdo 0os mMRNAs
traducionalmente reprimidos (MRNPs) (BUCHAN; PARKER, 2009), estes poderiam
estar aprisionados nos polissomos, o que justificaria a diminuicdo do padrao de
agregacdo. Entretanto, os fendtipos de reduzida formagéo na agregacédo de granulos
de estresse estdo acompanhados de run-off dos polissomos das células submetidas
ao choque térmico (Figura 20), de acordo com dados mostrados previamente na
literatura (GRousL et al.,, 2009). Portanto podemos concluir que, a redugdo na
formacgédo dos granulos de estresse nos mutantes de elF5A no estado de choque
térmico ndo esta relacionada com acumulo de polissomos e sim com as mutacdes
no fator elF5A.

De acordo com os dados obtidos em nosso estudo, o fator elF5A selvagem
que apresenta niveis adequados de hipusinacdo € necessario para a agregacao dos
granulos de estresse em levedura. Corroborando com 0s nossos resultados, foi
mostrado que elF5A hipusinado é necessario para a agregacdo dos granulos de
estresse em mamiferos (LI et al., 2010). Apesar de os granulos de estresse nao
possuirem funcdo definida, estes parecem ser importantes para as células
retornarem ao metabolismo normal apds cessado o0 estresse (GRousL et al., 2009).
Portanto, as evidéncias em levedura de que os mutantes de elF5A néo sdo capazes
de agregar os granulos de estresse, de maneira semelhante ao selvagem,
evidenciam o envolvimento de elF5A com a traducéo, atuando como um ativador.

Como mencionado anteriormente, foi observado que elF5A localiza-se nos
granulos de estresse sob diferentes condi¢des de estresse em células de mamiferos
(LI et al., 2010). Com intuito de verificar se elF5A esta presente nestes corpusculos
em levedura foram realizados ensaios de co-localizacdo de GFP-elF5A com

proteinas conhecidamente presentes nos granulos de estresse. A presenca de
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elF5A nos granulos de estresse induzidos por choque térmico foi revelada (Figuras
21,22 e 23).

Como outros fatores de repressédo da traducéo e degradacdo de mRNA foram
observados nos granulos de estresse, por exemplo Dhhl (SwISHER; PARKER, 2010),
e nao existe informacao na literatura sobre a presenca de Sbpl nestes corpusculos,
o experimento de co-localizacdo de Sbpl-GFP e elF3a-mRFP foi realizado. Foi
verificado que Sbpl também se agrega nos granulos de estresse induzidos por
choque térmico (Figura 24).

Os nossos resultados revelaram pela primeira vez que elF5A e Shpl
agregam-se nos granulos de estresse induzidos pelo choque térmico, acrescentando
mais dois fatores na lista crescente dos componentes destes corpusculos em S.
cerevisiae.

Considerando que elF5A € um fator de elongacéo da traducdo, 0s nossos
resultados evidenciam um efeito secundario para elF5A na degradacdo de mRNA.
Ainda, foi verificado que elF5A ndo esté presente nos P bodies, porém esta presente
nos granulos de estresse, 0s quais sdo corpusculos que contém fatores envolvidos
com a traducdo e sua repressao. Finalmente, os dados apresentados neste trabalho
revelaram uma funcdo oposta de elF5A aos fatores de repressdao da traducéo,
reforcam uma funcdo secundaria para elFS5A na degradacdo de mMRNA, e

comprovam a fungao de elF5A como um fator ativador da traducéo.
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7. CONCLUSOES
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7.1. elF5A ndo se localiza nos P bodies em diversas condicbes de estresse,

afastando a hipétese de elF5A ter uma funcéo direta na degradacdo de mRNA.

7.2. Mutantes de elF5A e outros fatores envolvidos na elongacao da traducdo néo
agregam P bodies na temperatura ndo permissiva, evidenciando a funcdo para
elF5A na elongacdo da traducdo e sugerindo que o acumulo de mRNAs nos

mutantes de elF5A seja secundario ao defeito na traducao.

7.3. N&o existe interacdo genética sintética entre mutantes de elF5A e mutantes dos
genes LSM1, DCP1 e SKI8 que codificam proteinas que atuam diretamente na

degradacgédo de mRNA.

7.4. Nocaute do gene codificador da exonuclease Xrnl intensifica o fenotipo de
termossensibilidade do mutante de elF5A (tif51A-1).

7.5. Nocauteamento dos genes codificadores das proteinas Sbpl, Dhhl e Patl
envolvidos na repressdo da traducdo suprime parcialmente o fendtipo de
termossensibilidade de mutantes de elF5A, evidenciando que elF5A tem uma

func@o oposta a estes fatores, uma vez que € uma fator de elongacéo da traducéo.

7.6. Mutantes de elF5A apresentam defeito na agregacdo dos granulos de estresse

induzidos por choque térmico.

7.7. As proteinas Sbpl e elF5A sdo componentes novos dos granulos de estresse

induzidos por choque térmico em levedura.



106

REFERENCIAS



107

ALAMGIR, M.; ERUKOVA, V.; JESSULAT, M.; Azizi, A.; GOLSHANI, A. Chemical-genetic
profile analysis of five inhibitory compounds in yeast. BMC Chem. Biol., v. 10, p. 6,
2010.

ANDERSEN, C. B.; BECKER, T.; BLAU, M.; ANAND, M.; HALIC, M.; BALAR, B.; MIELKE, T.;
BOESEN, T.; PEDERSEN, J. S.; SPAHN, C. M. T.; KiNzY, T. G.; ANDERSEN, G. R.;
BECKMANN, R. Structure of eEF3 and the mechanism of transfer RNA release from
the E-site. Nature, v. 443, n. 7112, p. 663-668, 2006.

ANDERSON, J. S.; PARKER, R. P. The 3' to 5' degradation of yeast mMRNAs is a general
mechanism for mRNA turnover that requires the SKI2 DEVH box protein and 3'to 5'
exonucleases of the exosome complex. EMBO J., v. 17 ,n. 5, p. 1497-1506, 1998.

ANDERSON, P.; KEDERSHA, N. Stressful initiations. J. Cell Sci., v. 115, n. Pt 16,
p. 3227-3234, 2002.

ANDERSON, P.; KEDERSHA, N. RNA granules. J. Cell Biol., v. 172, n. 6, p. 803-808,
2006.

ANDERSON, P.; KEDERSHA, N. Stress granules: the Tao of RNA triage. Trends
Biochem. Sci., v. 33, n. 3, p. 141-150, 2008.

AOKI, H.; Xu, J.; EMILI, A.; CHOSAY, J. G.; GOLSHANI, A.; GANOzA, M. C. Interactions of
elongation factor EF-P with the Escherichia coli ribosome. FEBS J., v. 275, n. 4,
p. 671-681, 2008.

AUSUBEL, F. M.: BRENT, R.: KINGSTON, R. E.; MOORE, D. D.; SEIDMAN, J. G.; SMITH, J.
A.; STRUHL, K. Current protocols in molecular biology. New York: Willey, 2004.

BALAGOPAL, V.; PARKER, R. Polysomes, P bodies and stress granules: states and
fates of eukaryotic mMRNAs. Curr. Opin. Cell Biol., v. 21, n. 3, p. 403-408, 2009.

BARBEE, S. A.; ESTES, P. S.; Cziko, A. M.; HILLEBRAND, J.; LUEDEMAN, R. A.; COLLER, J.
M.; JOHNSON, N.; HOWLETT, I. C.; GENG, C.; UEDA, R.; BRAND, A. H.; NEWBURY, S. F.;
WILHELM, J. E.; LEVINE, R. B.; NAKAMURA, A.; PARKER, R.; RAMASwWAMI, M. Staufen- and
FMRP-containing neuronal RNPs are structurally and functionally related to somatic
P bodies. Neuron, v. 52, n. 6, p. 997-1009, 2006.

BASHKIROV, V. |.; SCHERTHAN, H.; SOLINGER, J. A.; BUERSTEDDE, J. M.; HEYER, W. D. A
mouse cytoplasmic exoribonuclease (mMXRN1p) with preference for G4 tetraplex
substrates. J. Cell Biol., v. 136, n. 4, p. 761-773, 1997.

BECKHAM, C.; HILLIKER, A.; CzIkO, A. M.; NOUEIRY, A.; RAMASWAMI, M.; PARKER, R. The
DEAD-box RNA helicase Ded1p affects and accumulates in Saccharomyces
cerevisiae P-bodies. Mol. Biol. Cell, v. 19, n. 3, p. 984-993, 2008.



108

BEELMAN, C. A.; PARKER, R. Differential effects of translational inhibition in cis and in
trans on the decay of the unstable yeast MFA2 mRNA. J. Biol. Chem., v. 269, n. 13,
p. 9687-9692, 1994.

BEELMAN, C. A.; STEVENS, A.; CAPONIGRO, G.; LAGRANDEUR, T. E.; HATFIELD, L.;
FORTNER, D. M.; PARKER, R. An essential component of the decapping enzyme
required for normal rates of mMRNA turnover. Nature, v. 382, n. 6592, p. 642-646,
1996.

BENNE, R.; HERSHEY, J. W. The mechanism of action of protein synthesis initiation
factors from rabbit reticulocytes. J. Biol. Chem., v. 253, n. 9, p. 3078-3087, 1978.

BEVEC, D.; JAKSCHE, H.; OFT, M. ; WOHL, T.; HIMMELSPACH, M.; PACHER, A.;
SCHEBESTA, M.; KOETTNITZ, K.; DOBROVNIK, M.; CSONGA, R.; LOTTSPEICH, F.; HAUBER,
J. Inhibition of HIV-1 replication in lymphocytes by mutants of the Rev cofactor
elF-5A. Science, v. 271, n. 5257, p. 1858-1860, 1996.

BEVEC, D.; HAUBER, J. Eukaryotic initiation factor 5A activity and HIV-1 Rev function.
Biol. Signals, v. 6, n. 3, p. 124-133, 1997.

BHATTACHARYYA, S. N.; HABERMACHER, R.; MARTINE, U.; CLOSS, E. |.; FiLIPOWICZ, W.
Stress-induced reversal of microRNA repression and mRNA P-body localization in
human cells. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., v. 71, p. 513-521, 2006.

BONNEROT, C.; BOECK, R.; LAPEYRE, B. The two proteins Patlp (Mrtlp) and Spb8p
interact in vivo, are required for mRNA decay, and are functionally linked to Pab1p.
Mol. Cell. Biol., v. 20, n. 16, p. 5939-5946, 2000.

BRENGUES, M.; PARKER, R. Accumulation of polyadenylated mRNA, Pablp, elF4E,
and elF4G with P-bodies in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Biol. Cell, v. 18, n. 7,
p. 2592-2602, 2007.

BRENGUES, M.; TEIXEIRA, D. ; PARKER, R. Movement of eukaryotic mMRNAs between
polysomes and cytoplasmic processing bodies. Science, v. 310, n. 5747, p. 486-489,
2005.

BROGNA, S.; WEN, J. Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) mechanisms. Nat.
Struct. Mol. Biol., v. 16, n. 2, p. 107-113, 2009.

BROWN, J. T.; BAl, X.; JOHNSON, A. W. The yeast antiviral proteins Ski2p, Ski3p, and
Ski8p exist as a complex in vivo. RNA, v. 6, n. 3, p. 449-57, 2000.

BucHAN, J. R.; PARKER, R. Eukaryotic stress granules: the ins and outs of translation.
Mol. Cell, v. 36, n. 6, p. 932-941, 2009.



109

BUCHAN, J. R.; MUHLRAD, D.; PARKER, R. P bodies promote stress granule assembly
in Saccharomyces cerevisiae. J. Cell Biol., v. 183, n. 3, p. 441-55, 2008.

BucHAN, J. R.; NISsAN, T.; PARKER, R. Analyzing P-bodies and stress granules in
Saccharomyces cerevisiae. Methods Enzymol., v. 470, p. 619-640, 2010.

BucHAN, J. R.; YOON, J. H.; PARKER, R. Stress-specific composition, assembly and
kinetics of stress granules in Saccharomyces cerevisiae. J. Cell Sci., v. 124,
p. 228-239, 2011.

Cao, D.; PARKER, R. Computational modeling of eukaryotic mRNA turnover. RNA,
V. 7,n.9,p.1192-1212, 2001.

CHANG, Y. F.; IMAM, J. S.; WILKINSON, M. F. The nonsense-mediated decay RNA
surveillance pathway. Annu. Rev. Biochem., v. 76, p. 51-74, 2007.

CHAUDHURI, J.; CHOWDHURY, D.; MAITRA, U. Distinct functions of eukaryotic translation
initiation factors elF1A and elF3 in the formation of the 40 S ribosomal preinitiation
complex. J. Biol. Chem., v. 274, n. 25, p. 17975-17980, 1999.

CHEN, K. Y.; Liu, A. Y. Biochemistry and function of hypusine formation on eukaryotic
initiation factor 5A. Biol. Signals, v. 6, n. 3, p. 105-109, 1997.

CHEN, Z. P.; YAN, Y. P.; DING, Q. J.; KNAPP, S.; POTENZA, J. A.; SCHUGAR, H. J.; CHEN,
K. Y. Effects of inhibitors of deoxyhypusine synthase on the differentiation of mouse
neuroblastoma and erythroleukemia cells. Cancer Lett., v. 105, n. 2, p. 233-239,
1996.

CHRISTIANSON, T. W.; SIKORSKI, R. S.; DANTE, M. ; SHERO, J. H.; HIETER, P.
Multifunctional yeast high-copy-number shuttle vectors. Gene, v. 110, n. 1,
p. 119-122, 1992.

COLLER, J.; PARKER, R. Eukaryotic mRNA decapping. Annu. Rev. Biochem., v. 73,
p. 861-890, 2004.

COLLER, J.; PARKER, R. General translational repression by activators of mMRNA
decapping. Cell, v. 122, n. 6, p. 875-886, 2005.

COLLER, J. M.; TUCKER, M.; SHETH, U.; VALENCIA-SANCHEZ, M. A.; PARKER, R. The
DEAD box helicase, Dhhlp, functions in mRNA decapping and interacts with both
the decapping and deadenylase complexes. RNA, v. 7, n. 12, p. 1717-1727, 2001.

CouacoT, N.; VAN DIJK, E.; BABAJKO, S.; SERAPHIN, B. 'Cap-tabolism'. Trends
Biochem. Sci., v. 29, n. 8, p. 436-444, 2004.



110

CUENCA-BONO, B.; GARCIA-MOLINERO, V.; PASCUAL-GARCIA, P.; GARCIA-OLIVER, E.;
LLoPIS, A.; RODRIGUEZ-NAVARRO, S. A novel link between Susl and the cytoplasmic
MRNA decay machinery suggests a broad role in mMRNA metabolism. BMC Cell
Biol., v. 11, p. 19, 2010.

DECKER, C. J.; PARKER, R. A turnover pathway for both stable and unstable mRNAs in
yeast: evidence for a requirement for deadenylation. Genes Dev., v. 7, n. 8,
p. 1632-1643, 1993.

DECKER, C. J.; PARKER, R. CAR-1 and trailer hitch: driving mRNP granule function at
the ER? J. Cell Biol., v. 173, n. 2, p. 159-163, 2006.

DECKER, C. J.; TEIXEIRA, D.; PARKER, R. Edc3p and a glutamine/asparagine-rich
domain of Lsm4p function in processing body assembly in Saccharomyces
cerevisiae. J. Cell Biol., v. 179, n. 3, p. 437-449, 2007.

DELOCHE, O.; DE LA CRUZ, J.; KRESSLER, D.; DOERE, M.; LINDER, P. A membrane
transport defect leads to a rapid attenuation of translation initiation in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell, v. 13, n. 3, p. 357-366, 2004.

DENIS, C. L.; CHIANG, Y. C.; Cul, Y.; CHEN, J. Genetic evidence supports a role for the
yeast CCR4-NOT complex in transcriptional elongation. Genetics, v. 158, n. 2,
p. 627-634, 2001.

Dias, C. A.; CANO, V. S.; RANGEL, S. M.; APPONI, L. H.; FRIGIERI, M. C.; MUNIZ, J. R.;
GARCIA, W.; PARK, M. H.; GARRATT, R. C.; ZANELLI, C. F.; VALENTINI, S. R. Structural
modeling and mutational analysis of yeast eukaryotic translation initiation factor 5A
reveal new critical residues and reinforce its involvement in protein synthesis. FEBS
Journal, v. 275, n. 8, p. 1874-1888, 2008.

Dias, C. A. O.; GREGIO, A. P. B.; Rossli, D.; GALVAO, F. C.; WATANABE, T. F.; PARK, M.
H.; VALENTINI, S. R.; ZANELLI, C. F. elF5A functionally interacts with eEF2.
Aminoacids, 2011. In press.

DuNcAN, R. F.; HERSHEY, J. W. Changes in elF-4D hypusine modification or
abundance are not correlated with translational repression in HelLa cells. J. Biol.
Chem., v. 261, n. 27, p. 12903-12906, 1986.

DUNCKLEY, T.; TUCKER, M.; PARKER, R. Two related proteins, Edclp and Edc2p,
stimulate MRNA decapping in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, v. 157, n. 1,
p. 27-37, 2001.



111

EHRENBERG, M.; HAURYLIUK, V.; CRIST, C. G.; NAKAMURA, Y. Translation termination,
the prion [PSI+], and ribosomal recycling. In: MATHEWS, M. B.; SONENBERG, N.;
HERSHEY, J. W. B. (Ed.). Translational control in biology and medicine. New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2007. v. 1, cap. 7, p. 173-196.

ELFGANG, C.; RosoRrius, O.; HOFER, L.; JAKSCHE, H.; HAUBER, J.; BEVEC, D. Evidence
for specific nucleocytoplasmic transport pathways used by leucine-rich nuclear export
signals. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 96, n. 11; p. 6229-6234, 1999.

ENYENIHI, A. H.; SAUNDERS, W. S. Large-scale functional genomic analysis of
sporulation and meiosis in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, v. 163, n. 1,
p. 47-54, 2003.

EULALIO, A.; BEHM-ANSMANT, |.; SCHWEIZER, D.; IZAURRALDE, E. P-body formation is a
consequence, not the cause, of RNA-mediated gene silencing. Mol. Cell. Biol.,
v. 27,n. 11, p. 3970-3981, 2007.

EYSTATHIOY, T.; CHAN, E. K.; TENENBAUM, S. A.; KEENE, J. D.; GRIFFITH, K.; FRITZLER,
M. J. A phosphorylated cytoplasmic autoantigen, GW182, associates with a unique
population of human mRNAs within novel cytoplasmic speckles. Mol. Biol. Cell,

v. 13, n. 4, p. 1338-1351, 2002.

FAN-MINOGUE, H.; Du, M.; PISAREV, A. V.; KALLMEYER, A. K.; SALAS-MARCO, J.;
KEELING, K. M.; THOMPSON, S. R.; PESTOVA, T. V.; BEDWELL, D. M. Distinct eRF3
requirements suggest alternate eRF1 conformations mediate peptide release during
eukaryotic translation termination. Mol. Cell, v. 30, n. 5, p. 599-609, 2008.

FENGER-GR@N, M.; FILLMAN, C.; NORRILD, B.; LYKKE-ANDERSEN, J. Multiple processing
body factors and the ARE binding protein TTP activate mRNA decapping. Mol. Cell,
v. 20, n. 6, p. 905-915, 2005.

FRANKS, T. M.; LYKKE-ANDERSEN, J. The control of mRNA decapping and P-body
formation. Mol. Cell, v. 32, n. 5, p. 605-615, 2008.

FRIGIERI, M. C.; JOAO Luiz, M. V.; APPONI, L. H.; ZANELLI, C. F.; VALENTINI, S. R.
Synthetic lethality between elF5A and Yptl reveals a connection between translation
and the secretory pathway in yeast. Mol. Genet. Genomics, v. 280, n. 3, p. 211-221,
2008.

FRIGIERI, M. C.; THOMPSON, G. M.; PANDOLFI, J. R.; ZANELLI, C. F.; VALENTINI, S. R.
Use of a synthetic lethal screen to identify genes related to TIF51A in
Saccharomyces cerevisiae. Genet. Mol. Res., v. 6, n. 1, p. 152-165, 2007.



112

GEERLINGS, T. H.; Vos, J. C.; RAUE, H. A. The final step in the formation of 25S rRNA
in Saccharomyces cerevisiae is performed by 5'-->3' exonucleases. RNA, v. 6, n. 12,
p. 1698-1703, 2000.

GINGRAS, A. C.; RAUGHT, B.; SONENBERG, N. elF4 initiation factors: effectors of mMRNA
recruitment to ribosomes and regulators of translation. Annu. Rev. Biochem., v. 68,
p. 913-963, 1999.

GOUGH, J.; KARPLUS, K.; HUGHEY, R.; CHOTHIA, C. Assignment of homology to
genome sequences using a library of hidden Markov models that represent all
proteins of known structure. J. Mol. Biol., v. 313, n. 4, p. 903-919, 2001.

GREGIO, A. P.B.; CANO, V. S. P.; AVACA, J. S.; VALENTINI, S. R.; ZANELLI, C. F. elF5A
has a function in the elongation step of translation in yeast. Biochem. Biophys. Res.
Commun., v. 380, n. 4, p. 785-790, 2009.

GRouUSL, T.; IVANOV, P.; FRYDLOVA, |.; VASICOVA, P.; JANDA, F.; VOJTOVA, J.; MALINSKA,
K.; MALCOVA, |.; NOVAKOVA, L.; JANOSKOVA, D.; VALASEK, L.; HASEK, J. Robust heat
shock induces elF2alpha-phosphorylation-independent assembly of stress granules
containing elF3 and 40S ribosomal subunits in budding yeast, Saccharomyces
cerevisiae. J. Cell Sci., v. 122, n. Pt 12, p. 2078-2088, 2009.

GUSTIN, M. C.; ALBERTYN, J.; ALEXANDER, M.; DAVENPORT, K. MAP kinase pathways in
the yeast Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 62, n. 4,
p. 1264-1300, 1998.

GUTHRIE, C.; FINK, G. R. E. Guide to yeast genetics. New York: Academic Press,
1991.

HANAUSKE-ABEL, H. M.; PARK, M. H.; HANAUSKE, A. R.; Popowicz, A. M.; LALANDE, M.;
FoLk, J. E. Inhibition of the G1-S transition of the cell cycle by inhibitors of
deoxyhypusine hydroxylation. Biochim. Biophys. Acta, v. 1221, n. 2, p. 115-124,
1994.

HANAWA-SUETSUGU, K.; SEKINE, S.; SAKAI, H.; HORI-TAKEMOTO, C.; TERADA, T.; UNZAI,
S.; TAME, J. R.; KURAMITSU, S.; SHIROUZU, M.; YOKOYAMA, S. Crystal structure of
elongation factor P from Thermus thermophilus HB8. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.,
v. 101, n. 26, p. 9595-9600, 2004.

HENDERSON, B. R.; PERCIPALLE, P. Interactions between HIV Rev and nuclear import
and export factors: the Rev nuclear localisation signal mediates specific binding to
human importin-beta. J. Mol. Biol., v. 274, n. 5, p. 693-707, 1997.

HERSHEY, J. W. Regulation of protein synthesis and the role of elF3 in cancer. Braz.
J. Med. Biol. Res., v. 43, n. 10, p. 920-930, 2010.



113

HILLEREN, P.; PARKER, R. Mechanisms of mRNA surveillance in eukaryotes. Annu.
Rev. Genet., v. 33, p. 229-260, 1999.

HoLMES, L. E.; CAMPBELL, S. G.; DE LONG, S. K.; SACHS, A. B.; ASHE, M. P. Loss of
translational control in yeast compromised for the major mRNA decay pathway. Mol.
Cell Biol., v. 24, n. 7, p. 2998-3010, 2004.

HoQUE, M.; HANAUSKE-ABEL, H. M.; PALUMBO, P.; SAXENA, D.; D'ALLIESSI GANDOLFI, D.;
PARK, M. H.; PE'ERY, T.; MATHEWS, M. B. Inhibition of HIV-1 gene expression by
Ciclopirox and Deferiprone, drugs that prevent hypusination of eukaryotic initiation
factor 5A. Retrovirology, v. 6, p. 90, 2009.

HovYLE, N. P.; CASTELLI, L. M.; CAMPBELL, S. G.; HOLMES, L. E.; ASHE, M. P. Stress-
dependent relocalization of translationally primed mRNPs to cytoplasmic granules
that are kinetically and spatially distinct from P-bodies. J. Cell Biol., v. 179, n. 1,
p. 65-74, 2007.

Hsu, C. L.; STEVENS, A. Yeast cells lacking 5'-->3' exoribonuclease 1 contain mMRNA
species that are poly(A) deficient and partially lack the 5' cap structure. Mol. Cell.
Biol., v. 13, n. 8, p. 4826-4835, 1993.

INGELFINGER, D.; ARNDT-JOVIN, D. J.; LUHRMANN, R.; ACHSEL, T. The human LSm1-7
proteins colocalize with the mRNA-degrading enzymes Dcpl/2 and Xrnl in distinct
cytoplasmic foci. RNA, v. 8, n. 12, p. 1489-1501, 2002.

JACKSON, R. J.; HELLEN, C. U.; PESTOVA, T. V. The mechanism of eukaryotic
translation initiation and principles of its regulation. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., v. 11,
n. 2, p. 113-127, 2010.

JANKE, C.; MAGIERA, M. M.; RATHFELDER, N.; TAXIS, C.; REBER, S.; MAEKAWA, H.;
MORENO-BORCHART, A.; DOENGES, G.; SCHWOB, E.; SCHIEBEL, E.; KNOP, M. A versatile
toolbox for PCR-based tagging of yeast genes: new fluorescent proteins, more
markers and promoter substitution cassettes. Yeast, v. 21, n. 11, p. 947-962, 2004.

JAao, D. L.; CHEN, K. Y. Subcellular localization of the hypusine-containing eukaryotic
initiation factor 5A by immunofluorescent staining and green fluorescent protein
tagging. J. Cell. Biochem., v. 86, n. 3, p. 590-600, 2002.

JAao, D. L.; CHEN, K. Y. Tandem affinity purification revealed the hypusine-dependent
binding of eukaryotic initiation factor 5A to the translating 80S ribosomal complex. J.
Cell. Biochem., v. 97, n. 3, p. 583-98, 2006.

KANG, H. A.; HERSHEY, J. W. Effect of initiation factor elF-5A depletion on protein
synthesis and proliferation of Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem., v. 269,
n. 6, p. 3934-3940, 1994.



114

KANG, H. A.; SCHWELBERGER, H. G.; HERSHEY, J. W. Translation initiation factor
elF-5A, the hypusine-containing protein, is phosphorylated on serine in
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem., v. 268, n. 20, p. 14750-14756, 1993.

KaPP, L. D.; LORSCH, J. R. The molecular mechanics of eukaryotic translation. Annu.
Rev. Biochem., v. 73, p. 657-704, 2004.

KATO, K.; YAMAMOTO, Y.; IzAWA, S. Severe ethanol stress induces assembly of stress
granules in Saccharomyces cerevisiae. Yeast, v. 28, n. 5, p. 339-347, 2011.

KEDERSHA, N.; ANDERSON, P. Chapter 4 regulation of translation by stress granules
and processing bodies. Prog. Mol. Biol. Transl. Sci., v. 90, p. 155-185, 2009.

KEDERSHA, N.; CHEN, S.; GILKS, N.; LI, W.; MILLER, I. J.; STAHL, J.; ANDERSON, P.
Evidence that ternary complex (elF2-GTP-tRNA(i)(Met))-deficient preinitiation
complexes are core constituents of mammalian stress granules. Mol. Biol. Cell,
v. 13, n. 1, p. 195-210, 2002.

KEDERSHA, N.; STOECKLIN, G.; AYODELE, M.; YACONO, P.; LYKKE-ANDERSEN, J.;
FRITZLER, M. J.; SCHEUNER, D.; KAUFMAN, R. J.; GOLAN, D. E.; ANDERSON, P. Stress
granules and processing bodies are dynamically linked sites of mMRNP remodeling. J.
Cell Biol., v. 169, n. 6, p. 871-884, 2005.

KimM, K. K.; HUNG, L. W.; YOKOTA, H.; KiMm, R.; KiM, S. H. Crystal structures of
eukaryotic translation initiation factor 5A from Methanococcus jannaschii at 1.8 A
resolution. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A, v. 95, n. 18, p. 10419-10424, 1998.

KLIER, H.; WOHL, T.; ECKERSKORN, C.; MAGDOLEN, V.; LOTTSPEICH, F. Determination
and mutational analysis of the phosphorylation site in the hypusine-containing protein
Hyp2p. FEBS Lett., v. 334, n. 3, p. 360-364, 1993.

KSHIRSAGAR, M.; PARKER, R. Identification of Edc3p as an enhancer of mMRNA
decapping in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, v. 166, n. 2, p. 729-739, 2004.

KURATA, S.; NIELSEN, K. H.; MITCHELL, S. F.; LORSCH, J. R.; KAJI, A. Ribosome
recycling step in yeast cytoplasmic protein synthesis is catalyzed by eEF3 and ATP.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 107, n. 24, p. 10854-10859, 2010.

LAGRANDEUR, T. E.; PARKER, R. Isolation and characterization of Dcplp, the yeast
MRNA decapping enzyme. EMBO J., v. 17, n. 5, p. 1487-96, 1998.

LANDAU, G.; BERCOVICH, Z.; PARK, M. H.; KAHANA, C. The role of polyamines in
supporting growth of mammalian cells is mediated through their requirement for
translation initiation and elongation. J. Biol. Chem., v. 285, n. 17, p. 12474-12481,
2010.



115

LEE, L. A.; ELFRING, L. K.; Bosco, G.; ORR-WEAVER, T. L. A genetic screen for
suppressors and enhancers of the Drosophila PAN GU cell cycle kinase identifies
cyclin B as a target. Genetics, v. 158, n. 4, p. 1545-1556, 2001.

LEE, S. B.; PARK, J. H.; KAEVEL, J.; SRAMKOVA, M.; WEIGERT, R.; PARK, M. H. The
effect of hypusine modification on the intracellular localization of elF5A. Biochem.
Biophys. Res. Commun., v. 383, n. 4, p. 497-502, 2009.

LI, C. H.; OHN, T.; IvaNov, P.; TISDALE, S.; ANDERSON, P. elF5A promotes translation
elongation, polysome disassembly and stress granule assembly. PLoS One, v. 5,
n. 4, p. 9942, 2010.

Liy, J.; HENAO-MEJIA, J.; LIU, H.; ZHAO, Y.; HE, J. J. Translational regulation of HIV-1
replication by HIV-1 Rev cellular cofactors Sam68, elF5A, hRIP, and DDXS3. J.
Neuroimmune Pharmacol., v. 6, n. 2, p. 308-321, 2011.

MAGDOLEN, V.; KLIER, H.; WOHL, T.; KLINK, F.; HIRT, H.; HAUBER, J.; LOTTSPEICH, F. The
function of the hypusine-containing proteins of yeast and other eukaryotes is well
conserved. Mol. Gen. Genet., v. 244, n. 6, p. 646-652, 1994.

MAJUMDAR, R.; BANDYOPADHYAY, A.; MAITRA, U. Mammalian translation initiation
factor elF1 functions with elF1A and elF3 in the formation of a stable 40 S
preinitiation complex. J. Biol. Chem., v. 278, n. 8, p. 6580-6587, 2003.

MATHEWS, M. B.; SONENBERG, N.; HERSHEY, J. W. B. Origins and principles of
translational control. In: MATHEwWS, M. B.; SONENBERG, N.; HERSHEY, J. W. B. (Ed.).
Translational control in biology and medicine. New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2007. v. 1, cap. 1, p. 1-40.

MERRICK, W. C. Mechanism and regulation of eukaryotic protein synthesis.
Microbiol. Rev., v. 56, n. 2, p. 291-315, 1992.

MOORE, M. J. From birth to death: the complex lives of eukaryotic mMRNAs. Science,
v. 309, n. 5740, p. 1514-1518, 2005.

MUHLRAD, D.; DECKER, C. J.; PARKER, R. Deadenylation of the unstable mRNA
encoded by the yeast MFA2 gene leads to decapping followed by 5'-->3' digestion of
the transcript. Genes Dev., v. 8, n. 7, p. 855-866, 1994.

MUHLRAD, D.; DECKER, C. J.; PARKER, R. Turnover mechanisms of the stable yeast
PGK1 mRNA. Mol. Cell. Biol., v. 15, n. 4, p. 2145-2156, 1995.

NIssAN, T.; PARKER, R. Analyzing P-bodies in Saccharomyces cerevisiae. Methods
Enzymol., v. 448, p. 507-520, 2008.



116

NISSAN, T.; RAJYAGURU, P.; SHE, M.; SONG, H.; PARKER, R. Decapping activators in
Saccharomyces cerevisiae act by multiple mechanisms. Mol. Cell, v. 39, n. 5,
p. 773-783, 2010.

ORTIZ, P. A.; KINZY, T. G. Dominant-negative mutant phenotypes and the regulation of
translation elongation factor 2 levels in yeast. Nucleic Acids Res., v. 33, n. 15,
p. 5740-5748, 2005.

PARK, M. H. The post-translational synthesis of a polyamine-derived amino acid,
hypusine, in the eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A). J. Biochem.,
v. 139, n. 2, p. 161-169, 2006.

PARK, M. H.; LEE, Y. B.; JOE, Y. A. Hypusine is essential for eukaryotic cell
proliferation. Biol. Signals, v. 6, n. 3, p. 115-123, 1997.

PARK, M. H.; WOLFF, E. C.; FOLK, J. E. Hypusine: its post-translational formation in
eukaryotic initiation factor 5A and its potential role in cellular regulation. Biofactors,
V. 4,n. 2, p. 95-104, 1993.

PARK, M. H.; WOLFF, E. C.; LEE, Y. B.; FOLK, J. E. Antiproliferative effects of inhibitors
of deoxyhypusine synthase. Inhibition of growth of Chinese hamster ovary cells by
guanyl diamines. J. Biol. Chem., v. 269, n. 45, p. 27827-27832, 1994.

PARKER, R.; SHETH, U. P bodies and the control of mRNA translation and
degradation. Mol. Cell, v. 25, n. 5, p. 635-646, 2007.

PeEAT, T. S.; NEWMAN, J.; WALDO, G. S.; BERENDZEN, J.; TERWILLIGER, T. C. Structure of
translation initiation factor 5A from Pyrobaculum aerophilum at 1.75 A resolution.
Structure, v. 6, n. 9, p. 1207-1214, 1998.

PELTZ, S. W.; DONAHUE, J. L.; JACOBSON, A. A mutation in the tRNA
nucleotidyltransferase gene promotes stabilization of mMRNAs in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell. Biol., v. 12, n. 12, p. 5778-5784, 1992.

PeEsTOVA, T. V.; KOLUPAEVA, V. G.; LOMAKIN, I. B.; PILIPENKO, E. V.; SHATSKY, |. N.;
AGoL, V. |.; HELLEN, C. U. Molecular mechanisms of translation initiation in
eukaryotes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A, v. 98, n. 13, p. 7029-7036, 2001.

PESTOVA, T. V.; LORSCH, J. R.; HELLEN, C. U. T. The mechanism of translation initiation
in eukaryotes. In: MATHEWS, M. B.; SONENBERG, N.; HERSHEY, J. W. B. (Ed.).
Translational control in biology and medicine. New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2007. v. 1, cap. 4, p. 87-128.



117

PILKINGTON, G. R.; PARKER, R. Patl contains distinct functional domains that promote
P-body assembly and activation of decapping. Mol. Cell. Biol., v. 28, n. 4,
p. 1298-1312, 2008.

REIINS, M. A.; ALEXANDER, R. D.; SPILLER, M. P.; BEGGS, J. D. A role for Q/N-rich
aggregation-prone regions in P-body localization. J. Cell Sci., v. 121, n. Pt 15,
p. 2463-2472, 2008.

ROSORIUS, O.; REICHART, B.; KRATZER, F.; HEGER, P.; DABAUVALLE, M. C.; HAUBER, J.
Nuclear pore localization and nucleocytoplasmic transport of elF-5A: evidence for
direct interaction with the export receptor CRML1. J. Cell Sci., v. 112, n. Pt 14,

p. 2369-2380, 1999.

RUHL, M.; HIMMELSPACH, M. ; BAHR, G. M.; HAMMERSCHMID, F.; JAKSCHE, H.; WOLFF,
B.; ASCHAUER, H.; FARRINGTON, G. K.; PROBST, H.; BEVEC, D.; HAUBER, J. Eukaryotic
initiation factor 5A is a cellular target of the human immunodeficiency virus type 1
Rev activation domain mediating trans-activation. J. Cell Biol., v. 123, n. 6 Pt 1,

p. 1309-1320, 1993.

SAINI, P.; EYLER, D. E.; GREEN, R.; DEVER, T. E. Hypusine-containing protein elF5A
promotes translation elongation. Nature, v. 459, n. 7243, p. 118-121, 2009.

SALAS-MARCO, J.; BEDWELL, D. M. GTP hydrolysis by eRF3 facilitates stop codon
decoding during eukaryotic translation termination. Mol. Cell. Biol., v. 24, n. 17,
p. 7769-7778, 2004.

SAMBROOK, J.; RUSSELL, D. W. Molecular cloning, a laboratory manual. New York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

SAsAKl, K.; ABID, M. R.; Mivyazaki, M. Deoxyhypusine synthase gene is essential for
cell viability in the yeast Saccharomyces cerevisiae. FEBS Lett., v. 384, n. 2,
p. 151-154, 1996.

SCHELLER, N.; RESA-INFANTE, P.; DE LA LUNA, S.; GALAO, R. P.; ALBRECHT, M.;
KAESTNER, L.; LIPP, P.; LENGAUER, T.; MEYERHANS, A.; Diez, J. ldentification of PatL1, a
human homolog to yeast P body component Patl. Biochim. Biophys. Acta, v. 1773,
n. 12, p. 1786-1792, 2007.

SCHNEIDER-POETSCH, T.; Ju, J.; EYLER, D. E.; DANG, Y.; BHAT, S.; MERRICK, W. C.;
GREEN, R.; SHEN, B.; Liu, J. O. Inhibition of eukaryotic translation elongation by
cycloheximide and lactimidomycin. Nat. Chem. Biol., v. 6, n. 3, p. 209-217, 2010.



118

SCHNIER, J.; SCHWELBERGER, H. G.; SMIT-MCBRIDE, Z.; KANG, H. A.; HERSHEY, J. W.
Translation initiation factor 5A and its hypusine modification are essential for cell
viability in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol., v. 11, n. 6,

p. 3105-3114, 1991.

SCHRADER, R.; YOUNG, C.; KoziAN, D.; HOFFMANN, R.; LOTTSPEICH, F. Temperature-
sensitive elF5A mutant accumulates transcripts targeted to the nonsense-mediated
decay pathway. J. Biol. Chem., v. 281, n. 46, p. 35336-35346, 2006.

ScHWARTZ, D. C.; PARKER, R. Mutations in translation initiation factors lead to
increased rates of deadenylation and decapping of mMRNAs in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell. Biol., v. 19, n. 8, p. 5247-5256, 1999.

SCHWARTZ, D. C.; PARKER, R. mMRNA decapping in yeast requires dissociation of the
cap binding protein, eukaryotic translation initiation factor 4E. Mol. Cell. Biol., v. 20,
n. 21, p. 7933-7942, 2000.

SCHWELBERGER, H. G.; KANG, H. A.; HERSHEY, J. W. Translation initiation factor elF-
5A expressed from either of two yeast genes or from human cDNA. Functional
identity under aerobic and anaerobic conditions. J. Biol. Chem., v. 268, n. 19,

p. 14018-14025, 1993.

SEGAL, S. P.; DUNCKLEY, T.; PARKER, R. Sbplp affects translational repression and
decapping in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol., v. 26, n. 13, p. 5120-5130,
2006.

SHETH, U.; PARKER, R. Decapping and decay of messenger RNA occur in
cytoplasmic processing bodies. Science, v. 300, n. 5620, p. 805-808, 2003.

SHETH, U.; PARKER, R. Targeting of aberrant mRNAs to cytoplasmic processing
bodies. Cell, v. 125, n. 6, p. 1095-1109, 2006.

SHI, X. P.; YIN, K. C.; WAXMAN, L. Effects of inhibitors of RNA and protein synthesis
on the subcellular distribution of the eukaryotic translation initiation factor, elF-5A,
and the HIV-1 Rev protein. Biol. Signals, v. 6, n. 3, p. 143-149, 1997.

SHI, X. P.; YIN, K. C.; ZIMOLO, Z. A.; STERN, A. M.; WAXMAN, L. The subcellular
distribution of eukaryotic translation initiation factor, elF-5A, in cultured cells. Exp.
Cell Res., v. 225, n. 2, p. 348-356, 1996a.

SHI, X. P.; YIN, K. C.; AHERN, J.; DAvVIS, L. J.; STERN, A. M.; WAXMAN, L. Effects of N1-
guanyl-1,7-diaminoheptane, an inhibitor of deoxyhypusine synthase, on the growth of
tumorigenic cell lines in culture. Biochim. Biophys. Acta, v. 1310, n. 1, p. 119-126,
1996Db.



119

SIKORSKI, R. S.; HIETER, P. A system of shuttle vectors and yeast host strains
designed for efficient manipulation of DNA in Saccharomyces cerevisiae. Genetics,
v.122,n.1, p. 19-27, 19809.

SONENBERG, N.; HINNEBUSCH, A. G. Regulation of translation initiation in eukaryotes:
mechanisms and biological targets. Cell, v. 136, n. 4, p. 731-745, 2009.

SWEET, T. J.; BOYER, B.; HU, W.; BAKER, K. E.; COLLER, J. Microtubule disruption
stimulates P-body formation. RNA, v. 13, n. 4, p. 493-502, 2007.

SWISHER, K. D.; PARKER, R. Localization to, and effects of Pbp1, Pbp4, Lsm12, Dhh1l,
and Pabl on stress granules in Saccharomyces cerevisiae. PLoS One, v. 5, n. 4,
p. €10006, 2010.

TAYLOR, D. J.; FRANK, J.; KINZY, T. G. Structure and function of the eukaryotic
ribosome and elongation factors. In: MATHEWS, M. B.; SONENBERG, N.; HERSHEY, J. W.
B. (Ed.). Translational control in biology and medicine. New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2007. v. 1, cap. 3, p. 59-86.

TAYLOR, D. J.; DEVKOTA, B.; HUANG, A. D.; TOPF, M.; NARAYANAN, E.; SALI, A.; HARVEY,
S. C.; FRANK, J. Comprehensive molecular structure of the eukaryotic ribosome.
Structure, v. 17, n. 12, p. 1591-1604, 2009.

TEIXEIRA, D.; PARKER, R. Analysis of P-body assembly in Saccharomyces cerevisiae.
Mol. Biol. Cell, v. 18, n. 6, p. 2274-2287, 2007.

TEIXEIRA, D.; SHETH, U.: VALENCIA-SANCHEZ, M. A.; BRENGUES, M.; PARKER, R.
Processing bodies require RNA for assembly and contain nontranslating mRNAs.
RNA, v. 11, n. 4, p. 371-382, 2005.

THARUN, S.; PARKER, R. Targeting an mRNA for decapping: displacement of
translation factors and association of the Lsm1p-7p complex on deadenylated yeast
MRNAs. Mol. Cell, v. 8, n. 5, p. 1075-1083, 2001.

THARUN, S.; HE, W.; MAYES, A. E.; LENNERTZ, P.; BEGGS, J. D.; PARKER, R. Yeast Sm-
like proteins function in mMRNA decapping and decay. Nature, v. 404, n. 6777,
p. 515-518, 2000.

THOMAS, M. G.; LoscHI, M.; DESBATS, M. A.; Boccacclo, G. L. RNA granules: the
good, the bad and the ugly. Cell Signal, v. 23, n. 2, p. 324-334, 2011.

TONG, Y.; PARK, |.; HONG, B. S.; NEDYALKOVA, L.; TEMPEL, W.; PARK, H. W. Crystal
structure of human elF5A1: insight into functional similarity of human elF5A1 and
elF5A2. Proteins, v. 75, n. 4, p. 1040-1045, 2009.



120

TRIANA-ALONSO, F. J.; CHAKRABURTTY, K.; NIERHAUS, K. H. The elongation factor 3
unique in higher fungi and essential for protein biosynthesis is an E site factor. J.
Biol. Chem., v. 270, n. 35, p. 20473-20478, 1995.

TUCKER, M.; VALENCIA-SANCHEZ, M. A.; STAPLES, R. R.; CHEN, J.; DENIS, C. L;
PARKER, R. The transcription factor associated Ccr4 and Cafl proteins are
components of the major cytoplasmic mMRNA deadenylase in Saccharomyces
cerevisiae. Cell, v. 104, n. 3, p. 377-386, 2001.

UNTERHOLZNER, L.; IZAURRALDE, E. SMG7 acts as a molecular link between mRNA
surveillance and mRNA decay. Mol. Cell, v. 16, n. 4, p. 587-596, 2004.

VALENTINI, S. R.; CASOLARI, J. M.; OLIVEIRA, C. C.; SILVER, P. A.; MCBRIDE, A. E.
Genetic interactions of yeast eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A) reveal
connections to poly(A)-binding protein and protein kinase C signaling. Genetics,

v. 160, n. 2, p. 393-405, 2002.

VAN DIJK, E.; LE HIR, H.; SERAPHIN, B. DcpS can act in the 5-3' mMRNA decay pathway
in addition to the 3'-5' pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 100, n. 21,
p. 12081-12086, 2003.

VAN DK, E.; CouGoT, N.; MEYER, S.; BABAJKO, S.; WAHLE, E.; SERAPHIN, B. Human
Dcp2: a catalytically active mRNA decapping enzyme located in specific cytoplasmic
structures. EMBO J., v. 21, n. 24, p. 6915-6924, 2002.

VASUDEVAN, S.; PELTZ, S. W. Regulated ARE-mediated mRNA decay in
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell, v. 7, n. 6, p. 1191-1200, 2001.

WiLusz, C. J.; WiLusz, J. Bringing the role of mRNA decay in the control of gene
expression into focus. Trends Genet., v. 20, n. 10, p. 491-497, 2004.

WiLusz, C. J.; WORMINGTON, M.; PELTZ, S. W. The cap-to-tail guide to mRNA
turnover. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., v. 2, n. 4, p. 237-246, 2001.

WOHL, T.; BAUR, M.; FRIEDL, A. A.; LOTTSPEICH, F. Chromosomal localization of the
HYP2-gene in Saccharomyces cerevisiae and use of pulsed-field gel electrophoresis
for detection of irregular recombination events in gene disruption experiments.
Electrophoresis, v. 13, n. 9-10, p. 651-653, 1992.

WOHL, T.; KLIER, H.; AMMER, H.; LOTTSPEICH, F.; MAGDOLEN, V. The HYP2 gene of
Saccharomyces cerevisiae is essential for aerobic growth: characterization of
different isoforms of the hypusine-containing protein Hyp2p and analysis of gene
disruption mutants. Mol. Gen. Genet., v. 241, n. 3-4, p. 305-311, 1993.



121

Xu, A.; CHEN, K. Y. Hypusine is required for a sequence-specific interaction of
eukaryotic initiation factor 5A with postsystematic evolution of ligands by exponential
enrichment RNA. J. Biol. Chem., v. 276, n. 4, p. 2555-2561, 2001.

Xu, A.; JAO, D. L.; CHEN, K. Y. Identification of mMRNA that binds to eukaryotic
initiation factor 5A by affinity co-purification and differential display. Biochem. J.,
v. 384, n. Pt 3, p. 585-590, 2004.

YAO, M.; OHSAWA, A.; KIKUKAWA, S.; TANAKA, |.; KIMURA, M. Crystal structure of
hyperthermophilic archaeal initiation factor 5A: a homologue of eukaryotic initiation
factor 5A (elF-5A). J. Biochem. (Tokyo), v. 133, n. 1, p. 75-81, 2003.

Yu, J. H.; YANG, W. H.; GuLIck, T.; BLocH, K. D.; BLocH, D. B. Ge-1 is a central
component of the mammalian cytoplasmic mMRNA processing body. RNA, v. 11,
n. 12, p. 1795-1802, 2005.

ZANELLI, C. F.; VALENTINI, S. R. Pkcl acts through Zds1 and Gicl to suppress growth
and cell polarity defects of a yeast elF5A mutant. Genetics, v. 171, n. 4,
p. 1571-1581, 2005.

ZANELLI, C. F.; MARAGNO, A. L.; GREGIO, A. P.; KOoMILI, S.; PANDOLFI, J. R.; MESTRINER,
C. A,; LusTRrI, W. R.; VALENTINI, S. R. elF5A binds to translational machinery
components and affects translation in yeast. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
v. 348, n. 4, p. 1358-1366, 2006.

ZHANG, Z.; ZHOU, L.; Hu, L.; ZHU, Y.; XU, H.; LIu, Y.; CHEN, X.; Y1, X.; KONG, X.; HURST,
L. D. Nonsense-mediated decay targets have multiple sequence-related features that
can inhibit translation. Mol. Syst. Biol., v. 6, p 442, 2010.

ZUk, D.; JACOBSON, A. A single amino acid substitution in yeast elF-5A results in
MRNA stabilization. EMBO J., v. 17, n. 10, p. 2914-2925, 1998.



122

ANEXO



123



THE APR Cregio et al { Biochessicol and Bioph
Table 1

Yeast sirains wed im this sy,

Strain Crnoype

vz MiATa aded hixd beud irpf nm
WL (PSY1176) MATE leud nde? nded urad by
WELR2 (WD | MATa adel hied heid 1l ure
WELI 14 ATz brad-T aded-1 aded by
VLAY MATE aded hind irpd darad oo
w447 MATz mule2 his? lewd bl
WILEAY MiATE ade? hic? e 111 FLC

aliele generated the eft2'™™ gngle and double mutan
respectively,

Polysome profiting. Cells from 100 mlL cultures {00 s = 0
0.6} were shifted to 38 °C for 3 h and used for each sucrose grac

ent. At the time of harvesting, the translational machinery w
hlrekad bar this additinn af 11 molml cuclahovimide Tne G min

R ]

-

[ T T " S R |

(™I I ¥ T

[ ] [

-

ioaowmom o

[ i |

124



APE Cregio ef ol Rleckemicsd and Boph i & h ations T [ 2009 FES- o0 u7
A B wi AL cule 142 T T A T
v ]
. |
¥PO | I [
oC I 1 |

Mescosifossssa I .
e e Jooos oo '- '

|
e s sss  Jac | e o fife= [

| AL |

s ! - b 1N
s 1 [ LIy A
al AN i TS

| o , Yav "
MR il N Ton % TS T D% ¥ M 53% I

Fig. 1. Syeahdile gentic inferaction bitveeeit 10T 1A-1 and ol 3340 and polsose pralile anabyss of smgle and double maranes, JA] Tenfold seil dilutions of wilid type.
parretal (REIA-T o cde TT1-47) s dénible vt ant (e 1A-T and oo T1-47) strmns weve plabed onte YD plites to debraming growdh at 25 °C of 3000 fes 14 daya. (0) Extracts
prepared freem the tame straing were [ractionsted by cengrilugation in 4 ssaode deniity gradent. Opiscal scany [0y ol of ik gradiesds are shown,

A B wi WS I4-3 i —— YIS pfy =

80 :lew

L e
Mocc.ocloncess .
e+ - - fooss - . | - ’
B e ¢s : oo os o ] ! f |
e R O | I -

dion
(L

ga

Nl
sof
e
atal
P
mEk
A
was

In-
Jith

125



788 APE Gregie et ol { Biochemical and Biophysical Research € 280 (2009) FE5- 700

wi

-
e
[

one trans tme = 66 seconmnds

E ] wi £
£ _ 2
E i T
2 1 HislA-3 E 1
B2 7 S
3 :
“ .4» 20 10 4 T S T
shillt to restrictive temperature (h) P
HIFIA-3
wi  nifSiA-3

one tranail Hme = 96 seconds

=
- <dFs

cpm a0y
I T I R T

b
&=

L] ] 11 12 14
mrinies

Fig. L Effect of e2F34 depietion on protein synthesis rate and ribosomse transit tme. (4] Wild type asd 65 14-3 mutant strains were grown to mid-log phase at 25 °C i YPD.
|‘H|ml:|ﬂmlﬂd:d|ntm¢mn.mdrrjl:.mlmm.-rda?j'l;hIhmﬂmnhulhl|muullh],ﬂnmhurﬂmlh¢nm:nlrufﬂmw
{38 °C] for 4 hasd aligpecss were onllected 21 1, 2, 3 and 4 h after the temperatune shift, The radioactivity incedp il infa protees was d d and resulrs are expreseed
a6 P jig of 10t proten comtent. (A) Wesaem biot analysis of eF5A bevels in wild cype and rifSEA- 3 IR a0 (e EeSITRCUNE TeNpeTaNSe, Anti-Pubil vias used as & boadisg
conerol. [C] Incoeporagion of [ *Hflewcing into total peoteis, [ postmisncssednial upernatant; dark damesds) or completed peptides rebeased from ribosomes | posriboomal
SUPpCTIAtANL pray fauuires) is dhowie The (ramil time wis & d Prom the displ mit in timne b the twn B, which vwere sbmained by lisear regresiion
afulyii

the protein synthesis and polysome profile defects of this ¢l3A  subunit Dep? to GFP and observed the K5 1A-3 mutant expressing

TR N W et

I O R TR

[ R R ]

126



AP Cregio ef ol /Rlechemicsl snd Bophysioal Besrnrh Cormmssications T80 (2005 785- 7590 TS

Permissive

HifSIA-3

Fig. 4. EMevt af elF54 depletson om acosmilat

Restrictive

1 o I baties, Thee wild type and 1175 14-3 mutant siraing capae

+CHX

g W p2-GFT! wiete o im glicose synthetic med

permizarve [ 25 ) and non-permissive (18 °C] termperatures, a8 indicated. fdiowerd by PES treatmeni (without glucose] o induce: formation of IF bodies. As a conkrel, wild
fype celly were incubaied whih 000 mg/md cyclohesimidie far 10min s 25 € o block femation of P bodies [«CHEKE Celly were vismaliced by fluonesornoe microsoopy o

V000« ariganal magnification

ton. Thus, although it remains to be elucidated whether elF5A and
EF-F are functional homologues conserved throughout evolution,
we propose a functional correlation between these two essential
factors. as an accumulating body of evidence indicates a function
for elF5A in the clongation step of translation.
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