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RESUMO

Caracterizacdo da interagéo entre FIP e FtsH5: mapeamento da regiéo de interagéo e
analise de expressdo em condicOes de estresse

Proteinas FtsH sdo metaloproteases pertencentes a familia AAA (ATPases Associadas
a Diversas Atividades Celulares), e estdo presentes em todos 0s reinos dos seres vivos. Estas
proteases utilizam a energia liberada da hidrolise do ATP para desempenhar suas diversas
atividades celulares. Em Escherichia coli, as proteases FtsH se organizam em um homo-
hexamero na membrana plasmaética, sendo que este complexo atua na degradacdo de proteinas
mal dobradas. Em Arabidopsis, o hetero-complexo FtsH localizado na membrana dos
tilacdides é formados por isémeros do tipo A (FtsH1/FtsH5) e do tipo B (FtsH2/FtsH8). Sua
atividade proteolitica esta relacionada ao controle de qualidade organelar, degradando
proteinas mal dobradas e de vida curta. O complexo esta envolvido também na degradacéo da
proteina D1 do PSII, danificada por danos foto-oxidativo. Embora as FtsH cloroplastidiais
sejam bem caracterizadas em termos genéticos e moleculares, 0 mecanismo de regulacdo do
complexo ainda ndo foi esclarecido, o que torna interessante a busca por fatores proteicos
adicionais. Em investigacOes anteriores nosso grupo de pesquisa encontrou um candidato
potencial, denominado FIP (FtsH5 Interacting Protein), que pode modular a atividade
ATPésica e/ou proteasica do complexo. Fip estd presente na membrana dos tilacGides e
mostrou interacdo com FtsH5 in vivo e in vitro. Neste trabalho foram realizados ensaios de
duplo hibrido de leveduras, utilizando delecbes da proteina FIP, bem como substituicdes de
residuos de cisteina por alanina. Os resultados revelaram que a interacdo entre FIP e FtsH5 é
mantida somente quando duas regides ricas em cisteina estdo presentes na sequéncia de FIP.
Essa regido compreende 46 aminoacidos, com 4 residuos de cisteina conservados, e ensaios
com 7 diferentes substituicbes desses residuos por alanina ndo mostraram interagdo com
FtsH5, o que corrobora a hipdtese de que os residuos de cisteina sdo necessarios para a
interacdo. Experimentos de andlise de expressao utilizando PCR em tempo real, sob
condigOes de estresse salino e estresse a frio, revelaram que os genes que codificam FIP e
FtsH5 tém sua expressdo regulada de modo antagdnico, o que sugere que FIP possa atuar
como modulador negativo da atividade proteasica do complexo FtsH.

Palavras-chave: FtsH; Interacdo proteina-proteina; Expressdo génica



10



11

ABSTRACT

Characterization of the interaction between FIP and FtsH5: Mapping the region
of interaction and analysis of expression under stress conditions

Metalloprotease FtsH proteins are members of the AAA family (ATPases Associated
with Diverse Cellular Activities), and are present in all kingdoms of living organisms. These
proteases use energy of ATP hydrolysis to perform its various cellular activities. In
Escherichia coli, FtsH proteases are organized in a homo-hexamer in the cytoplasmic
membrane, and this complex acts in the degradation of misfolded proteins. In Arabidopsis, the
FtsH hetero-complex located in the thylakoid membrane is formed by type A (FtsH1/FtsH5)
and type B (FtsH2/FtsH8) isomers. Its proteolytic activity is involved in organellar quality
control by degrading misfolded and short-lived proteins. The complex is also involved in the
degradation of the D1 protein of PSII, damaged by photo-oxidative damage. Although the
chloroplast FtsH are well characterized genetically and molecularly, the regulatory
mechanism of the complex remains unclear, which makes it interesting to search for
additional protein factors. In earlier studies our research group has found a potential candidate
called FIP (FtsH5 Interacting Protein), which can modulate the ATPase and/or protease
activity of the complex. FIP is present in the membrane of the thylakoids and showed
interaction with FtsH5 in vivo and in vitro. In this study yeast two-hybrid assays were
performed using FIP protein deletions, and substitutions of cysteine to alanine residues. The
results showed that the interaction between FIP and FtsH5 is maintained only when two
cysteine rich regions are present in the sequence of FIP. This region contains 46 amino acids
with four conserved cysteine residues and 7 different assays with alanine replacements of
these residues showed no interaction with FtsH5, which corroborates the hypothesis that the
cysteine residues are required for the interaction. Expression experiments analysis using real-
time PCR, under conditions of salt stress and cold stress, revealed that the genes encoding
FtsH5 and FIP have its expression regulated in an antagonistic way, suggesting that FIP can
act as a negative modulator of the activity FtsH protease of the complex.

Keywords: FtsH; Protein-protein interactions; Gene expression
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1 INTRODUCAO

As células eucarioticas apresentam um elaborado sistema de endomembranas, que
compartimentaliza os processos celulares em ambientes especificos para cada conjunto de
reagcOes. Nesses compartimentos atuam diversos sistemas de controle de qualidade, que
auxiliam na manutencdo das condicGes organelares necessérias para o desempenho de suas
funcGes. Nos cloroplastos de células vegetais estdo presentes sistemas que eliminam proteinas
mal dobradas ou danificadas por danos foto-oxidativos, e entender os mecanismos de controle

desses sistemas aumenta o conhecimento sobre o funcionamento organelar.

As FtsH sdo metaloproteases pertencentes a familia de proteinas AAA (ATPases
Associadas a Diversas Atividades Celulares), que utilizam a energia proveniente da hidrélise
do ATP para desempenhar suas atividades bioldgicas. As proteases AAA sdo amplamente
encontradas nos diversos organismos e sdo caracterizadas por um dominio ATPAsico
conservado e um dominio relacionado a hidrolise do ATP. As FtsH foram primeiro descritas
em Escherichia coli (OGURA et al., 1991) formando um complexo hexamérico na membrana
plasmatica e desempenham importante papel no controle de qualidade de proteinas
intracelulares (ITO; AKIYAMA, 2005).

Em cloroplastos de plantas superiores as FtsH estdo presentes como um complexo
hetero-hexamérico ancorado na membrana dos tilacoides. Sua atividade proteasica esta
relacionada a degradacdo de proteinas danificadas por oxidagdo, principalmente no processo
de reparo da proteina D1 do centro de reacdo do PSII (NIXON et al., 2010).

As FtsH cloroplastidiais sdo bem caracterizadas em termos genéticos e moleculares.
No entanto, o mecanismo de regulacdo do complexo ainda ndo foi esclarecido e, nesse
sentido, a busca por fatores protéicos adicionais se torna interessante. Em investigacGes
anteriores, nosso grupo de pesquisa encontrou um candidato potencial, denominado FIP
(FtsH5 Interacting Protein), que pode modular a atividade ATPasica e/ou protedsica do
complexo. FIP é uma proteina plastidial, localizada na membrana dos tilacoides, e que
mostrou interacdo com a proteina FtsH5 in vivo (duplo hibrido de levedura) e in vitro (Pull-
Down). Além disso, experimentos de eletroforese em gel ndo desnaturante mostraram que FIP
estd associada a um complexo de aproximadamente 440 kDa, o tamanho esperado para o
complexo FtsH. Esses resultados em conjunto sugerem que FIP pode atuar de algum modo no
complexo (RODRIGUES, 2011). Sendo assim, se faz necessario estudar o real papel dessa
nova proteina no complexo FtsH para comecar a compreender os mecanismos de regulacéo do

mesmo.
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Este trabalho visou aumentar os conhecimentos sobre a proteina FIP, que ainda ndo
possui funcdo determinada. Especificamente, 0s objetivos do trabalho foram mapear o sitio de
interacdo de FIP e FtsH5, utilizando a técnica de duplo-hibrido de leveduras; e estudar a
expressao dos genes que codificam FIP e FtsH5 em condicOes de estresse abiotico. Para
mapear o sitio de interacdo foram feitas delecGes e substituicdes na sequéncia de FIP, e as
construgdes testadas para interacdo. Para os experimentos de analise de expressdo duas
condicdes de estresse abidtico foram avaliadas: estresse a frio e estresse salino. Essas
investigacBes contribuirdo para melhor entender o funcionamento do complexo bem como

para aumentar informagdes sobre essa nova proteina cloroplastidial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas plastidiais

A compartimentalizagdo da célula eucaridtica, resultado da evolucéo de um complexo
sistema de endomembranas, permitiu a separagdo de processos metabolicos em
compartimentos celulares especificos. Esses compartimentos constituem verdadeiros
microambientes celulares, com caracteristicas proprias como composicao proteica, idnica,
valores especificos de pH e estado redox, que determinam as condi¢cBes necessarias para as

reacOes ocorridas naquele compartimento.

Acredita-se que mitocondrias e cloroplastos tenham suas origens em eventos
endossimbidticos ocorridos a cerca de 1,5 bilhdo de anos (MARGULIS, 1970). Segundo essa
teoria, mitocondrias originaram-se pela associacdo entre uma célula hospedeira e um ancestral
de o-protobactéria. Os cloroplastos originaram-se da aquisicdo de um segundo
endossimbionte ancestral de cianobactérias. Diversas evidéncias sustentam a teoria
endossimbidtica, como presenca nessas organelas de genoma proprio, maquinaria de sintese

proteica, e o fato de possuirem um sistema de dupla membrana.

Ao longo do processo evolutivo ocorreu a transferéncia de genes endossimbiontes para
0 genoma nuclear, com a macica reducdo do contetdo genético e perda de autonomia desses
organismos. Atualmente o genoma de cloroplastos possui de 50-150 genes que codificam
proteinas das maquinarias de transcricdo e traducdo, bem como para subunidades de
complexos do aparato fotossintético (LYSKA; MEIERHOFF; WESTHOFF, 2013). No
entanto, o proteoma estimado dessa organela é de 2700 proteinas, o que evidencia a presenca

de um importante sistema de importacdo de proteinas.

Os plastideos atuais sdo organelas bastante complexas que apresentam seis diferentes
compartimentos: membrana externa, membrana interna, espacgo intra-membranas, estroma,
membrana do tilacéide e limen. Cada um desses espacos apresenta um conjunto proprio de
proteinas que permitiu a especializagdo da organela nas reacfes fotossintéticas e outros
processos essenciais, como metabolismo de lipideos e biossintese de aminoacidos. Assim
como nas demais organelas celulares, um sistema de controle de qualidade rigoroso &
indispensavel para manutencdo das funcOes organelares. Nos tilacdides encontram-se

complexos proteasicos que atuam nesse controle, sendo que um deles, o complexo FtsH



20

inserido na membrana dos tilacoides, desempenha importante papel na eliminagdo de

proteinas mal dobradas e/ou afetadas por danos foto-oxidativos.

2.2 Proteinas pertencentes a familia AAA

As proteinas AAA (ATPases Associadas a Diversas Atividades Celulares) formam
uma vasta e diversa familia de proteinas encontradas em todos 0s organismos. As proteinas
AAA estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos celulares, como controle do
ciclo celular, transporte de proteinas e degradacdo de proteinas em bactérias e organelas de
origem endossimbiodtica (LEONHARD et al., 1996; OGURA; WILKINSON, 2001). Apesar
da variedade de processos, a energia proveniente da hidrélise do ATP é utilizada em todas
essas atividades bioldgicas (SNIDER; THIBAULT; HOURY, 2008). O modulo AAA,
comum a todos os membros da familia, constitui de um dominio ATPA&sico conservado,
compreendido por uma sequéncia de 200-250 aminoacidos. Este dominio é caracterizado
pelos motivos Walker A e Walker B, relacionados a ligacdo ao ATP, e o motivo SRH (Second
Region of the Homology), relacionado a hidrélise do ATP (HANSON; WHITEHEART, 2005;
ITO; AKIYAMA, 2005; KARATA et al., 1999; OGURA; WILKINSON, 2001).

A familia AAA é dividida em varias subfamilias de acordo com suas caracteristicas
estruturais e funcionais. CIpAP, ClpXP, HsIVU, Lon e FtsH sdo subfamilias presentes em
Escherichia coli, sendo que cloroplastos e mitocéndrias possuem proteinas homologas a essas
(OGURA; WILKINSON, 2001) (AMMELBURG; FRICKEY; LUPAS, 2006). Nas familias
Lon e FtsH, seis subunidades idénticas, cada uma contendo o dominio AAA e o dominio
proteasico, formam hexadmeros. Nas familias CIpAP, ClpXP, HsIVU os dominios AAA e
proteasico ndo estdo no mesmo polipeptideo: ClpX, CIpA, e HslU formam homo-hexameros
de dominios AAA, enguanto que os compartimentos proteasicos CIpP e HslV sdo formados
por maltiplas copias desses polipeptideos, formando uma estrutura de dois anéis com 14 e 12
subunidades, respectivamente (SAUER; BAKER, 2011).
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2.3 Proteases FtsH

Proteases FtsH (Filamentous temperature sensitive) sdo metaloproteases membros da
superfamilia AAA, encontradas desde eubactérias a organelas de origem bacteriana, isto &,
cloroplastos e mitocondrias (JANSKA; KWASNIAK; SZCZEPANOWSKA, 2013). Foram
primeiramente descritas em Escherichia coli por Oruga e colaboradores (1991) através da
caracterizacdo do mutante ftsH Y16. O nome FtsH resulta da incapacidade destes mutantes de
formar o septo que separa as células durante a divisdo celular quando mantidos em altas
temperaturas (OGURA et al., 1991). O termo FtsH tem sido mais usado para referenciar
proteases bacterianas e cloroplastidiais, enquanto o termo proteases AAA é preferencialmente
usado para proteinas mitocondriais (JANSKA; KWASNIAK; SZCZEPANOWSKA, 2013).

As proteases FtsH séo altamente conservadas, com cerca de 40% de identidade entre
proteinas de E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens e Arabidopsis thaliana. Seus
membros possuem trés dominios em um unico polipeptideo: na regido N-terminal esta o
dominio hidrofébico, que ancora a proteina na membrana; este € seguido pelo dominio
ATPé&sico caracteristico da familia AAA; e na por¢do C-terminal localiza-se o dominio
proteasico, cujo centro catalitico é formado por um motivo conservado de ligacdo a zinco,
caracteristico das metaloproteases (His-Glu-X-X-His, sendo X qualquer aminoéacido)
(JANSKA; KWASNIAK; SZCZEPANOWSKA, 2013; SAKAMOTO, 2006).

Posteriormente a descricdo em E. coli, foram identificadas proteinas homdlogas as
FtsH bacterianas em Sacharomyces cerevisiae e em cloroplastos isolados. Em leveduras,
estas proteases estdo localizadas na membrana interna de mitocondrias e fazem parte de dois
complexos com atividade proteasica (m-AAA e i-AAA), que possuem atividade de chaperona
e atuam na degradacdo de proteinas da membrana (LEONHARD et al., 1996). A primeira
FtsH cloroplastidial foi identificada através de ensaios imunoldgicos com fracBes celulares
enriquecidas de tilacoides de espinafre (LINDAHL et al., 1996). Posteriormente, proteases
homologas foram encontradas em diversas outras espécies de plantas, como tabaco (SEO et
al., 2000) e Arabidopsis (CHEN et al., 2000).

O genoma de E. coli contem uma coépia génica para FtsH, em cianobactéria
Synechocystis sp. encontram-se quatro genes e o genoma nuclear de Arabidopsis thaliana
contém 12 genes que codificam FtsHs. Essa multiplicagdo dos genes para FtsH parece estar
relacionada com a evolucdo do aparato fotossintético (ADAM et al., 2005). Em A. thaliana,

alem dos 12 genes que codificam isoformas ativas, 5 codificam isoformas que perderam o
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motivo de ligagdo a zinco, o que possivelmente as tornam inativas para atividade proteolitica
(SOKOLENKO et al., 2002). Atraves de ensaios de expressdao transiente com proteinas
fusionadas a GFP (SAKAMOTO et al., 2003) demonstrou que 9 das 12 isoformas sdo
direcionadas a cloroplastos (FtsH 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 11 e 12) e 3 sdo direcionadas a
mitocondrias (FtsH3, 4 e 10). Posteriormente, utilizando métodos imunolégicos foi
demonstrado que FtsH11 apresenta duplo direcionamento (URANTOWKA et al., 2005).
Todas as isoformas inativas sdo direcionadas a cloroplastos (revisado por Adam, Rudella, e
van Wijk (2006) e Wagner, Aigner e Funk (2012)).

Os primeiros estudos a respeito da estrutura tridimensional do complexo foram feitos a
partir de analises cristalogréficas e estudos de modelagem de dominios AAA de FtsH de E.
coli (KRZYWDA et al., 2002) e Thermus thermophilus (NIWA et al., 2002). Mesmo se
tratando de dados referentes a estruturas monoméricas, esses trabalhos ja inferiram a
organizacdo de um complexo homo-hexamérico, de modo semelhante a outros membros da
familia. Em 2009, Bieniossek e colaboradores compararam duas estruturas cristalogréficas do
complexo FtsH de Thermotoga maritima: o complexo ligado a ADP (BIENIOSSEK et al.,
2006) e o complexo na forma apo-state. A comparacdo entre as estruturas mostra 0s
movimentos que ocorrem entre os estados ligado e ndo ligado ao nucleotideo (Figura 1). O
anel proteésico é uma "regido estacionaria" e os movimentos dos dominios AAA realizam o
desdobramento do substrato e a translocacdo de sua cadeia peptidica para o poro central. A
hipbtese corrente mais aceita é a de que a energia proveniente da hidrélise do ATP é
convertida em forca mecanica pelas mudancas conformacionais envolvendo os residuos do
poro (BIENIOSSEK; NIEDERHAUSER; BAUMANN, 2009).
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Figura 1 - Representacio das formas ADP-FtsH (A) e apo-FtsH (B) de T. maritima. A esquerda: vista do anel
AAA,; a direita: anel proteasico. Adaptado de Bieniossek (2009)

Diferentemente do homo-hexdmero formado em organismos eucariotos, em
cloroplastos de A. thaliana observa-se a presenca de hetero-hexameros, formados por
isdbmeros dos tipos A (FtsH1/FtsH5) e do tipo B (FtsH2/FtsH8) (YU; PARK; RODERMEL,
2004). Mutacdes nos genes que codificam dois desses isdbmeros, FtsH2 (mutante var2) e
FtsH5 (mutante varl) apresentam fenotipos de variegacdo foliar em A. thaliana
(SAKAMOTO et al., 2003). Essas sdo as duas principais isoformas do complexo, visto que 0s
mutantes para outras FtsHs plastidiais ndo resultam em fenétipos visiveis (SAKAMOTO,
2003; ZALTSMAN; FEDER; ADAM, 2005). Além das analises de mutantes, dados de
expressao também revelam a importancia dessas duas isoformas, mostrando que FtsH2 é a
mais abundante, seguida pela FtsH5 (SINVANY-VILLALOBO et al., 2004).

A respeito da topologia das proteases na membrana, FtsH de E. coli possui dois
dominios ancorados na membrana plasmatica, situados na por¢do N-terminal, e o dominio
proteasico C-terminal exposto ao citoplasma (TOMOYASU et al., 1993) revisado por Ito e
Akiyama (2005) e Langklotz, Baumann, e Narberhaus (2012). Os hexadmeros FtsH estdo
associados a outras proteinas de membrana, como HfIKC (KIHARA; AKIYAMA; ITO,
1996) e formam um grande complexo proteico, com massa molecular de aproximadamente
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1000 kDa (SAIKAWA; AKIYAMA; ITO, 2004). J& em cloroplastos, as proteases FtsH2 e
FtsH5 formam um heterocomplexo com massa entre 400 a 450 kDa (SAKAMOTO et al.,
2003). Além disso, estudos recentes mostram que, em cloroplastos, ha somente uma regiao
transmembrana que ancora cada protease na membrana dos tilacdides, sendo que o dominio
catalitico esta exposto ao estroma (RODRIGUES; SILVA-FILHO; CLINE, 2011).

Um importante papel desempenhado pelo complexo FtsH nos tilacoides é o controle
de qualidade desse compartimento organelar, atuando na degradacdo de proteinas mal
dobradas ou danificadas por oxidacdo. Tem sido demonstrado o envolvimento dessas
proteases no processo de degradacdo da proteina D1 do centro de reacdo do PSII. Utilizando
tilacoides isolados, (LINDAHL et al., 2000) mostraram que o fragmento de D1 com 23 kDa
(primeiro produto de clivagem, induzido pela luz), é degradado em um processo dependente
de ATP e ions bivalentes, sugerindo a participacdo de FtsHs. Posteriormente, estudos com
mutantes para FtsH2 mostraram que, em condi¢cdes de alta intensidade luminosa, a proteina
D1 danificada é acumulada, enquanto em plantas selvagens isso ndo ocorria (BAILEY et al.,
2002) (revisado por Sakamoto (2006), Chi, Sun e Zhang (2012) e Nixon e colaboradores
(2010). Esses resultados corroboram a importancia do complexo FtsH no mecanismo de
reparo do PSII danificado por fotoxidagcdo. Kato e Sakamoto (2009), sugeriram um modelo
para degradacdo da proteina D1 envolvendo a participacdo das proteases FtsH e Deg (familia
de endoproteases do tipo serina-proteases, associadas perifericamente a membranas de
cloroplastos em A. thaliana (KATO; SAKAMOTO, 2009)). Recentemente, 0 mesmo grupo
mostrou que fragmentos de D1 gerados por Deg podem ser substratos do complexo FtsH
(Figura 2). Esses novos resultados suportam o papel cooperativo de proteases cloroplastidiais
nos processos de degradacgdo da proteina D1 danificada (KATO et al., 2012).
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Figura 2 — Modelo proposto por Kato e colaboradores para a degradagdo cooperativa da proteina D1. PSlI
fotodanificado migra para a regido de grana, onde ocorre a dissociacdo do complexo. No sistema de
reparo, a degradacao de D1 é mediada principalmente pelo complexo FtsH. Mas em condi¢des de
fotoinibicdo, a clivagem endopeptidica de D1 mediada por Deg aumenta a taxa de degradagdo de D1
porque os fragmentos facilitam a clivagem de D1. Adaptado de (KATO et al., 2012)

2.4 Controle da atividade proteasica de FtsH

Um sistema de controle de qualidade organelar como o complexo FtsH, que atua na

degradacdo de proteinas danificadas, deve estar sob um rigoroso mecanismo de controle. Caso

contrério, a degradacdo de proteinas normais teria igual probabilidade de ocorrer, 0 que néo

seria energeticamente interessante. Para evitar essa degradacdo inespecifica, espera-se que a
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atividade proteolitica seja suprimida quando ndo for necessaria, ou entdo seja passivel de um

mecanismo regulatorio envolvendo a participacéo de outras proteinas.

Em E. coli, o complexo hexamérico FtsH esta associado a outro complexo proteico,
chamado HfIKC. Diversos estudos in vitro mostram que FtsH isolado apresenta atividade, o
que indica que HfIKC ndo é necessario para a atividade proteasica. Na verdade, em mutantes
hflK ou hflC ocorre um aumento da atividade proteésica de FtsH sobre o substrato SecY
(AKIYAMA et al., 1996), e a proteina cll do bacteriofago A (KIHARA; AKIYAMA; ITO,
1997). Adicionalmente, o complexo purificado inibe a degradacdo de SecY por FtsH in vitro.
Juntos, esses resultados indicam que a atividade proteolitica de FtsH é modulada
negativamente pela associacdo com HfIKC em E. coli (AKIYAMA, 2009; ITO; AKIYAMA,
2005).

Ja em cloroplastos, embora a estrutura do complexo seja bem conhecida, o seu
mecanismo de regulagdo ainda ndo foi elucidado. Recentemente, Yoshioka e Yamamoto
(2011) propuseram mecanismos possiveis de ativacdo do complexo, que podem ocorrer em
condicdes de estresse luminoso. Um dos mecanismos possiveis de ativacdo reversivel seria a
oligomerizacao das subunidades FtsH para formar o hexamero ativo (e sua desorganizacao
para inativa-lo). Essa hipotese surgiu do fato de que diferentes oligdmeros, desde dimeros a
hexameros, estdo presentes em tilacoides de espinafre, mas que a regido de grana é
enriquecida de hexameros (YOSHIOKA et al., 2010). Essa é a fracdo onde o complexo do

PSII é mais abundante.

Outra hipdtese levantada é a sensibilidade da cauda luminal ao pH do tilacéide. Foi
mostrado em E. coli que a regido periplasmatica de FtsH, equivalente a regido exposta ao
limen em tilacGides, apresenta um papel crucial na interacdo entre 0s mondémeros e na
modulacdo da atividade de protedlise (AKIYAMA et al., 1998). A acidificacdo do limen dos
tilacoides em condicBes de iluminacdo deve protonar alguns residuos da calda luminal,
promovendo mudangas conformacionais que favorecem a formacdo do complexo
(YOSHIOKA; YAMAMOTO, 2011).

Também é possivel que espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas em condigdes
de alta intensidade luminosa, atuem na oligomerizagdo do complexo. Além de causar danos
oxidativos em diversas moléculas, sabe-se que os ROS atuam como sinais que ativam
resposta ao estresse. E possivel que a sintese das FtsH seja ativada pela presenca de ROS, ou
mesmo que essas moléculas promovam modificacdes na estrutura das proteases, induzindo
sua oligomerizagdo (YOSHIOKA; YAMAMOTO, 2011).
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Outra hipdtese que deve ser considerada é a presenca de fatores protéicos adicionais,
que associados ao complexo, atuam modulando a sua atividade. Foi encontrado, por nosso
grupo de pesquisa, através de experimentos de duplo-hibrido de leveduras utilizando a
protease FtsH5 como isca, uma proteina hipotética, de localizacdo cloroplastidial e funcédo
ainda ndo determinada, que se mostrou um candidato em potencial para associagcdo ao
complexo FtsH. Essa proteina, denominada pelo grupo de FIP (FtsH5 Interacting Protein), é
direcionada aos cloroplastos e esta inserida na membrana dos tilacdides. Além disso,
experimentos de eletroforese em gel ndo desnaturante mostraram que FIP esta associada a um
complexo de aproximadamente 440 kDa, o tamanho esperado para o complexo FtsH. Esses
resultados em conjunto sugerem que FIP pode regular a atividade ATPasica e/ou proteésica
do complexo de maneira ainda ndo conhecida (RODRIGUES, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Aproximadamente 100 mg de tecido foliar foi macerado em nitrogénio liquido e
misturado a 1mL de Trizol (Invitrogen), com agitacdo em voértex por 1 minuto. Entdo, foi
adicionado 200 pL de cloroférmio e o tubo foi incubado a temperatura ambiente por 5
minutos, seguido por centrifugacdo a 13.000 g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
cuidadosamente transferida para um tubo novo, no qual foi adicionado 500 pL de isopropanol
e incubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 13.000 g
por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante removido e o pellet lavado com 1mL de etanol 75%.
Apbs nova centrifugacdo a 5.400 g por 5 minutos a 4°C, o etanol foi removido e o pellet
secado a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, 0 RNA foi ressuspendido em
4gua ultrapura e tratado com DNase (Fermentas) por 1h a 37°C, para eliminar contaminagéo
por DNA gendmico. Apds o tratamento as amostras foram submetidas a uma segunda
extracdo, utilizando metade dos volumes descritos, para remocdo da DNase adicionada. A
quantificacdo do RNA bem como a avaliacdo da sua qualidade foi feita pela leitura da
absorbancia nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. As amostras foram consideradas

adequadas quando a razdo Ajgo/Azgo €Stava entre 1,85 e 2.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit ImProm-1I Reverse Transcriptase
(Promega): 1ug de RNA total foi misturado a 1L de oligodT 50 pM e foi incubado a 70°C
por 5 minutos. Os tubos foram colocados no gelo por mais 5 minutos e entdo foi adicionado o
mix de reacdo contendo 4 pL do tampdo Impro 5X, 4,8 pL de MgCl, 25 mM, 1 uL de
dNTPmix (concentracdo final de 0,5 mM de cada dNTP) e 1U de Improm-Il Reverse. Os
tubos foram incubados por 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e 15 minutos a 70°C.

3.2 Preparo de Escherichia coli eletrocompetente

Células E. coli (cepa DHS50) foram estriadas em placa contendo meio Luria-Bertani
(LB) sdélido (1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 1% NaCl e 2% de agar
bacteriolégico pH7,0) e crescidas por 18 horas a 37 °C. Entdo, uma coldnia isolada foi
transferida para 10 mL de meio LB liquido, o qual foi incubado por 16 horas a 37°C, sob
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agitacdo de 200 rpm. Apos, adicionou-se 5 mL do pré-indculo a 500 mL de meio liquido, e
este foi mantido sob as condi¢fes anteriores até a absorbancia no comprimento de onda 600
nm atingir entre 0,6 e 0,8 (densidade otica, DOggo). As celulas foram centrifugadas por 15
minutos a 6000 g, a 4°C. O sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em 250 mL
de agua estéril, a 4°C. O procedimento da centrifugacdo foi repetido trés vezes, e apés a
quarta repeticdo as células foram ressuspendidas em glicerol 10% gelado. Centrifugou-se
novamente, as células foram ressuspendidas em 2 mL de glicerol 10%, foram feitas aliquotas

de 70 pL e estas foram armazenadas a -80 °C.

3.3 Amplificacdo das delecdes de FIP

A sequéncia codificadora para a proteina FIP (AT5G02160), obtida a partir do banco
de dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource _ www.arabidopsis.org) foi utilizada

para o desenho dos iniciadores especificos. Nas extremidades 5’ de cada iniciador foram
adicionados sitios para enzimas de restricdo EcoRI e BamHI (Tabela 1). Cada reacdo de PCR
foi composta por tampdo 1X, 2 mM de MgSQ,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada
iniciador, 1uL de cDNA e 1U da enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). As reacdes foram conduzidas em termociclador, programado da seguinte
maneira: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e

68°C por 45 segundos, uma extensao final a 68°C por 5 minutos e 4°C.

Foram amplificadas seis delecdes da sequéncia codificadora da proteina, sendo quatro
a partir da extremidade carboxiterminal e duas a partir da extremidade aminoterminal da
proteina completa. Os produtos da amplificacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% para verificacdo do tamanho de cada fragmento. Os fragmentos foram
entdo recortados do gel e purificados com o QIAEX Il Gel Extraction kit (QIAGEN), de

acordo com as recomendac0es do fabricante.


http://www.arabidopsis.org/

31

Tabela 1 - Oligonucleotideos usados para amplificar as delegdes de FIP. Os sitios de restricdo estdo sublinhados
em cada sequéncia

Oligonucleotideos Sequéncia 5°—3’ Construcéo

FIP del F Eco RI ATGAATTCATGACGATCGCACCGGCATTGC Del1a4
FIP del 1 R Bam HI ATGGATCCCTATCCGAGTCCATTGCAGTTAGCAC Del 1

FIP del 2R Bam HI ATGGATCCCTAAACGATCTGAGGAAGATCCTTCC Del 2

FIP del 3R Bam HI ATGGATCCCTATCCTGCTCCGTCACATTCCGGAC Del 3
FIP del4RBam HI ATGGATCCCTACGTGTCTTTGCGTTTGAAGAGG Del 4
FIP del 5 EcoRI F ATGAATTCTGTCCGGAATGTGACGGA Del 5
FIP del 6 EcoRIF ACGAATTCTTTGTGAGGAAAGGAGGAGTG Del 6

FIP BamHI Rev ~ CGGGATCCTTATGATTTATCAATCTGGTTAAGCTT Del5e6

Para as construcdes contendo substituicGes de residuos de cisteina por alanina foi
utilizada a técnica de PCR, com oligonucleotideos iniciadores contendo a troca do cédon TGT
(Cys) para o cédon GCT ou GCA (Ala). A Tabela 2 lista os iniciadores usados em cada
substituicdo. A estratégia de clonagem para essas substituicdes baseou-se na clonagem dos
fragmentos amplificados no vetor de entrada DTOPO e posterior recombinacao nos vetores de
expressao em levedura pDEST 22 e pDEST 32, contidos no Kit ProQuest™ Two-Hybrid

System (Invitrogen).
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Tabela 2 - Oligonicleotideos utilizados para as substituicdes de Cys por Ala

Oligonucleotideos Sequéncia 5°—3’ Construgéo
Fip CACCGCACCTGAAGCAGAC Substl:
ENTRDTOPO
C84A/CBTAF Substz
Fi
ENTRDFfI'OPO TCCGAGTCCATTAGCGTTAGCAGCAA Subst;
C114A/C117AR Subst3
FIP Subst2;
ENTRDTOPO TCCGAGTCCATTACAGTTAG Subst4;
Cl114 C117R Subst5
Fip Subst3;
ENTRDTOPO CACCTGTCCTGAATGTGAC Subst6;
C84 C87F Subst7
Fip
ENTRDTOPO CACCGCTCCTGAATGTGACG Subst4
C84AF
Fip
ENTRDTOPO CACCTGTCCTGAAGCTGACG Subst5
C87AF
Fip
ENTRDTOPO TCCGAGTCCATTGCAGTTAGCACCAA Subst6
Cl114AR
Fip
ENTRDTOPO TCCGAGTCCATTGCAGTTAGC Subst7
Cl17AR

Nota: Os codons alterados e as extremidades para clonagem no vetor de entrada estdo sublinhados.

3.4 Clonagem nos vetores pGBKT7 e pGADT7

Os fragmentos purificados e os vetores pGBKT7 e pGADT7 foram clivados com as
enzimas de restricdo EcoRI e BamHI por 2h a 37°C para aquisicdo de extremidades coesivas.
As reacOes de ligacdo foram realizadas com o Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas), com a
seguinte modificac&o: os tubos foram incubados a 22°C por 2h.
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A partir das reagdes de ligagdo, 2 puL foram utilizados para eletroporar 70 pL de
células E. coli eletrocompententes, cepa DH5a, preparadas como descrito no item 3.2. As
células somadas a reacdo de ligacdo foram delicadamente colocadas em uma cubeta de
eletroporacdo de 0,2cm de espessura, previamente resfriada, e entdo, submeteu-se o conjunto
a um pulso elétrico de 1,8kV/25uF (eletroporador Gene Pulse, BioRad). Imediatamente apos
a eletroporacéo, adicionou-se 600 pL de meio SOC (em 100 mL: 2g de triptona; 0,59 de
extrato de levedura; 0,05g de NaCl; 1mL de KCI 250mM; 180uL de MgCl, 1M; 180uL de
glicose 20% filtroestéril; pH 7,0) e as células foram incubadas por 1 hora a 37 °C, sob
agitacdo de 180 rpm. Apos esse periodo as células foram plaqueadas em meio LB so6lido,
(contendo 50 pg/mL de canamicina para clonagens no vetor pGBKT7 e 100 pg/mL de

ampicilina para clonagens no vetor pGADT7) e incubadas a 37 °C por 16 -18 horas.

3.5 Purificacdo de DNA plasmidial

Colbnias isoladas obtidas da transformacdo foram inoculadas em 5 mL de meio LB
liquido, contendo o antibiético adequado, e mantidas sob agitacdo de 180 rpm por 16h a 37°C
para extracdo do DNA plasmidial, de acordo com os procedimentos descritos por Sambrook e
Russel (2001). Brevemente: as células foram coletadas por centrifugacdo a 12.000g por 1
minuto e ressuspendidas em 300 pL de solucdo I (50 mM de glicose; 25 mM de Tris-HCI; 10
mM de EDTA; pH 8,0) sob agitacdo intensa. Foram adicionados 300 pL da solucéo I1 (0,2 N
de NaOH; 1% de SDS), a mistura foi agitada por inversdo e mantida a temperatura ambiente
por ndo mais que 5 minutos. Entdo, 300 pL de solucdo 111 (100 ml: 60 mL de acetato de
potassio 5 M; 11,5 mL de &cido acético glacial, 28,5 mL de &gua) foram adicionados,
homogeneizados por inversdo e os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e a este foi adicionado 2 volumes de etanol, e os tubos incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 10
minutos, e o excesso de sal do DNA precipitado foi removido pela lavagem com 500 pL de

etanol 70%, seguido de nova centrifugacao.

Os pellets foram secos a temperatura ambiente e ressuspensos em 50 pL de agua
ultrapura autoclavada. Sua qualidade foi avaliada em eletroforese em gel de agarose e a

concentracdo determinada em espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).
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Para verificar as clonagens, os plasmideos extraidos foram submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo e reagdes de PCR utilizando iniciadores complementares a sequéncia do
vetor e do inserto. Ap6s a confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados e

digeridos, os plasmideos foram sequenciados para confirmar cada construcao.

3.6 Ensaios de duplo hibrido de levedura

Para os experimentos de duplo hibrido com as constru¢fes das delecBes da FIP
utilizou-se o protocolo proposto por Gietz e Woods (2002). Células de levedura
Saccharomyces cerevisiae, linhagem AH109 (MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200
gal4 gal80 LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ) estocadas a -80 °C em meio
YPDA (1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 2%glicose; 0,008% de hemissulfato de
adenina) e glicerol, foram plaqueadas em meio YPDA solido e incubadas por 24-36 horas a
30 °C. Uma colénia foi inoculada em 5mL de meio YPDA liquido e crescido por 16 horas sob
agitacdo a 30 °C. Aliquotas de 1 mL da cultura foram centrifugadas por 30 segundos a 5000
rpm e o sobrenadante descartado. Para remover completamente o meio de cultura, as células
foram ressuspendidas em &gua estéril, e novamente centrifugadas por 30 segundos a 5000
rpm. Apos remover o sobrenadante foi adicionado ao pellet, na ordem descrita: 240 pL de
polietileno glicol MW 3350 (50%), 36 uL de acetato de litio 1M, 50 yL ss-DNA de esperma
de salmdo 2mg/mL (Sigma), 1ug do plasmideo contendo a isca de interesse, 1ug do
plasmideo contendo a presa de interesse e agua estéril completando o volume para 360 pL. A
mistura de transformacdo e as células foram homogeneizadas em voértex e submetidas a
choque térmico a 42 °C por 30 min. Centrifugou-se novamente, ressuspendeu-se as células em
600 pL de agua estéril e estas foram plaqueadas em meio SC -trp -leu (SC ndo contendo
triptofano e leucina; base de nitrogénio 0,66%, glicose 2%, mistura de aminoécidos 0,083%,
4gar bacteriolégico 1,6, pH5,6), e incubadas a 30 °C por 2 a 4 dias.

A selecdo de clones positivos foi feita repicando as coldnias obtidas em meio SC -trp -
leu -his e SC -trp -leu —ade e incubadas a 30°C por 48 horas. Foram considerados clones
positivos aqueles capazes de crescer em ambas as placas. Como controle positivo foi utilizada
a interacdo da proteina FIP completa clonada no vetor pGBKT7 e FtsH5 clonada no vetor
pGADT7, e como controle negativo foram feitas transformacdes com o vetor pGADT7 vazio

e cada uma das delecdes clonadas ao vetor pGBKT7, bem como com 0s dois vetores vazios.
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Para 0s experimentos com as substituicdes de Cys por Ala foi utilizado o ProQuest™
Two-Hybrid System (Invitrogen), que prové ceélulas de levedura da linhagem MaV203
(MATa, leu2-3,112, trpl-901, his3A200, ade2-101, gal4A, gal80A, SPAL10::URAS,
GAL1::lacZ, HIS3UAS GALI1::HIS3@LYS2, canlR, cyh2R). Células competentes da
levedura foram cotransformadas com as construcdes isca e presa a serem testadas pelo método

de acetato de litio/polietilenoglicol, como descrito no manual do Kit.

A fim de verificar a interacdo entre as proteinas quiméricas, os duplos transformantes
obtidos em meio SC-L-W foram plaqueados em meio seletivo deficiente também em histidina
(SD, Synthetic Dropout, -Leu, -Trp, -His) e incubados a 28°C por 4dias. Os transformantes
obtidos foram repicados em meio deficiente dos mesmos aminoacidos, mas suplementado
com 25 mM de 3AT (3-Amino-1,2,4-triazole; Sigma) e meio CS -Leu, -Trp, -His —Ura. Como
controles positivos e negativos da interacdo, foram utilizados os plasmideos fornecidos pelo
Kit.

3.7 Andlises da expressdo génica por PCR em tempo Real

3.7.1 Condicdes de crescimento e estresse

Para as analises de expressdo génica, sementes de A. thaliana (Col-0) foram
esterilizadas com solucdo 50% de hipoclorito de sédio, seguido por quatro lavagens com agua
ultrapura autoclavada, e distribuidas em placa de Petri contendo MS meia forca (Murashige &
Stkoong 1962, acrescido de 6 g/L de fitagel). Estas foram colocadas a 4°C por 48h para a
quebra da dorméncia. Apds esse periodo, as placas foram transferidas para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h de luz (200 umol/m?3s) e 8 h de escuro a 22°C (+ 2) até o

14° dia. Entdo, foram feitos dois experimentos:

Estresse a frio: duas horas ap6s o inicio do fotoperiodo, plantas em placa foram

transferidas da sala de crescimento para BOD a 4°C (+ 2). Nos intervalos de tempo Oh, 1h, 4h,
8h e 12h, foram feitas as coletas da parte vegetativa, removendo as raizes com o auxilio de
bisturi. Em cada coleta, 10 plantas foram divididas em 2 tubos de 1,5 mL, consistindo duas
repeticdes para cada tempo. Os tubos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido
para posterior extracdo do RNA e sintese de cDNA. Como controle desse experimento, placas
foram transferidas para BOD a 22°C e as coletas foram feitas nos mesmos intervalos de tempo

do tratamento.
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Estresse salino: duas horas apds o inicio do fotoperiodo, as plantas foram

delicadamente removidas do meio e transferidas para dgua destilada por aproximadamente 1
minuto. As plantas foram entdo colocadas em placa contendo MS meia forca acrescido de 150
mM de NaCl. As coletas foram realizadas nos mesmos intervalos de tempo descritos acima e
procedendo-se da mesma maneira. Como controle, plantas foram transferidas para placa

contendo somente meio MS e as coletas foram realizadas nos mesmos intervalos de tempo.

3.7.2 PCR em tempo real

O PCR quantitativo foi executado com a maquina StepOneTM Real time PCR systems
(Applied Biosystems). Cada reagdo de PCR conteve 12,5 pL de SYBR Green/ROX
(Fermentas), 0,3 pL de cada um dos iniciadores (Tabela 3) (10 uM), 4 uL de cDNA diluido e
agua mili-Q para completar o volume para 25 pL. As rea¢des foram conduzidas nas seguintes
condigdes: 2 minutos a 50°C, 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de 95°C por 15 segundos e 61°C
por 30 segundos. Ao término dos ciclos, foram determinadas as curvas de dissociacéo de cada

produto amplificado: 95°C por 15 segundos, 62°C por 1 minuto, + 1°C, 95°C por 15 segundos.

As reacOes foram feitas em triplicatas e no controle negativo foi adicionado agua
ultrapura estéril e ndo o molde de cDNA. Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e
proteina fosfatase 2A (PP2A) foram usados como genes de referéncia (Tabela 3). Para a
obtencdo dos valores de eficiéncia de amplificacdo os dados foram analisados com o auxilio
do programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003) e as expressGes relativas foram
determinadas com o auxilio do programa REST (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).
Por esta ferramenta foi feito teste estatistico t, com 2000 randomizagdes.
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Tabela 3 - Oligonucleotideos utilizados nas analises de PCR em tempo real

Gene

Oligonucleotideos

Sequéncia 5’3’

FIP (AT5G02160)

FtsH5 (AT5G42270)

GAPDH

(AT1G13440)

PP2A (AT1G13320)

RTFIPF

RT FIPR

RT FtsH5 F

RT FtsH5 R

GAPDH F

GAPDH R

PP2AF

PP2AR

CATTCCCGATCCTCTTCAAA

CGAGTCCATTGCAGTTAGCA

GTGGATAGGCCTGATGTAGC

TCTCCTCGCAACTTTTTCGT

TTGGTGACAACAGGTCAAGCA

AAACTTGTCGCTCAATGCAATC

TAACGTGGCCAAAATGATGC

GTTCTCCACAACCGCTTGGT
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4 RESULTADOS

4.1 Mapeamento da interacdo de FIP com FtsH5

Com o objetivo de encontrar novos fatores proteicos associados ao complexo
proteolitico FtsH, Rodrigues (2011) lancou mdo do sistema de duplo hibrido de leveduras
tendo a protease FtsH5 como isca. Nessa varredura foi encontrada uma proteina hipotética,
denominada FIP (FtsH5 Interacting Protein), localizada na membrana dos tilacoides,
associada a um complexo de tamanho esperado para o complexo FtsH e que mostrou
interacdo in vitro com FtsH5. Anélises in silico mostraram que a regido C-terminal da
proteina contém um dominio rico em cisteina, composto por duas repeticdes da sequéncia
CXXCXGXG, onde X € qualquer aminoacido (RODRIGUES, 2011).

Para melhor compreender o possivel papel de FIP no complexo FtsH, foram feitos
ensaios de duplo hibrido para mapear a regido de interacdo entre FIP e FtsH5. Foram feitas
delecGes a partir da sequéncia codificadora de FIP e estas clonadas em vetores de duplo
hibrido. A partir da extremidade C-terminal, foram feitas quatro construcées: Del 1, contendo
363 nt, excluindo 9 aminoacidos da porcdo C-terminal; Del 2, com 339 nt, excluindo também
a regido rica em cisteina 2; Del 3, com 273 nt, excluindo 22 aminoacidos a mais que a Del 2;
e Del 4, com 249 nt, excluindo ambas as regides ricas em cisteina. A partir da extremidade
N-terminal foram feitas mais duas dele¢fes: Del 5, com 138 nt, contendo as duas regides ricas
em cisteina; e Del 6, com 114 nt, apresentando somente a 22 regido rica em cisteina. A Figura

3 mostra, de forma esquematica, as construcdes para mapeamento da interagéo.
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DH CR1 CR2
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Figura 3 - Representacdo esquematica das delecOes feitas a partir da sequéncia codificadora de FIP e clonadas
em vetores para duplo-hibrido em leveduras. CR1 e CR2: regides ricas em cisteinal e 2; DH: dominio
hidrofobico de ancoragem a membrana. A direita, esta indicado o tamanho, em nucleotideos, de cada
delecéo

As delecdes de FIP foram amplificadas com os iniciadores listados na Tabela 1 e
fusionadas ao dominio de ligacdo de GAL4 (vetor de expressdo pGBKT7). A sequéncia de
FtsH5 foi fusionada ao dominio de ativacdo (vetor pPGADT7). Os ensaios de duplo hibrido
revelaram que as células de levedura foram capazes de crescer em meio seletivo somente
quando as construcfes Dell e Del 5 foram cotransformadas com FtsH5 (Figura 4). Essas
construgbes sdo as Unicas contendo ambas as regifes ricas em cisteina, mostrando a
importancia desse dominio para a ocorréncia da interacdo. Para cada dele¢do testada foi feito
um controle negativo gque consistiu da transformacdo com a dele¢do em questdo fusionada ao
vetor pGBKT7 e do vetor pGADT7 vazio, além de ambos os vetores vazios. A auséncia de
crescimento desses controles mostrou que nenhuma das construgdes isoladas ativou a
expressdo dos genes reporteres. A Figura 5 apresenta, de maneira esquematica, o resultado

das delecdes.
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Isca/presa

FIP/FtsH5

FIP-del1/FtsH5

FIP-del2/FtsH5

FIP-del3/FtsH5

FIP-del4/FtsH5

FIP-del5/FtsH5

FIP-del6/FtsH5

Vazio/Vazio

+/+

Figura 4 - Teste de crescimento de Sacharomyces cerevisiae AH109 transformada com diferentes construgdes
descritas na figura. —L-W: meio deficiente em leucina e triptofano; -L-W-H e —L-W-A: meios
seletivos para a interagdo, deficientes também em histidina e adenina, respectivamente. A interagéo
entre FIP e FtSH5 é mantida somente quando as duas regides ricas em Cys estdo presentes

-L-W-A -L-W-H
CR2

=] ] 390 nt (FIP completa) + _|_
Bl sencan + —+

| 339nt(@Del 2)

DH

[

N W swody _ _
O —ETLtE _ —
B sseoas + +

B uncwas

Q
=
-

Figura 5 - Resultado esquemético dos experimentos de interacdo em duplo hibrido de levedura. Houve
crescimento em meio seletivo, portanto, interagdo, somente nas construgdes contendo ambas as
regides ricas em cisteina
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4.2 Substituicdes de cisteina por alanina

A porcdo de 46 aminoacidos de FIP que se mostrou necessaria para a ocorréncia de
interacdo com FtsH5 nos ensaios de duplo hibrido possui 4 residuos de cisteinas localizados
em dois motivos CXXCXGXG. A posicdo de cada um deles, na sequéncia da proteina, €: 84,
87, 114,117. Para testar a hipdtese de que estes residuos sdo importantes para a interacao,
foram feitas substituicbes destes por residuos de alanina, um aminoacido pouco reativo. As
substituicdes foram construidas por PCR utilizando iniciadores com troca dos cddons de
cisteina por cédon de alanina (Tabela 2). A Figura 6 esquematiza estas substituicdes, que
foram clonadas por recombinagdo no vetor de expressdao em levedura pDEST?22, portanto,
fusionadas ao dominio de ligacdo. A proteina FtsH5 foi fusionada ao dominio de ativacdo da
transcricdo presente no vetor pDET32, e cada substituicdo foi testada para interacao utilizando

o sistema ProQuest™ Two-Hybrid System (Invitrogen).

APEADGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV | AANANGLG
Subst 1: 4 Cys mutadas

por Ala

APEADGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV | CANCNGLG

Subst 2: 2 mutac¢des na
17regiao rica em Cys

CPECDGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV | AANANGLG
Subst 3: 2 mutag¢des na

2%regido rica em Cys

mutada por Ala

EADGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV | CANCNGLG

Subst 5: 2° Cys cp
mutada por Ala

Subst 6: 3* Cys CPECDGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV AANCNGLG

mutada por Ala

Subst 7: 4* Cys CPECDGAG| FVRKGGVTLRANAARKDLPQIV | CANANGLG
mutada por Ala

Figura 6 - Esquema das 7 substituicBes de Cys por Ala
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Para esses ensaios, foi adicionado 25 mM de 3-amino-1,2,4-triazol (3AT) ao meio
deficiente em histidina. O composto 3AT atua como inibidor competitivo do produto do gene
reporter HIS3 (que apresenta niveis basais de expressao da proteina imidazol glicerol fosfato
desidratase _ EC 4.2.1.19, envolvida na sintese de histidina). Assim, sua adicdo em pequenas
concentragcfes no meio de crescimento aumenta a sensibilidade da técnica por diminuir a
incidéncia de falsos positivos (CAUSIER; DAVIES, 2002).

Como mostrado na Figura 7, ndo houve crescimento em meio seletivo para interacao
em nenhum dos testes substituindo residuos de cisteina por alanina. Esses ensaios corroboram
a hipotese de que os residuos de cisteina sdo necessarios para a ocorréncia da interacdo com a

protease FtsH5.

-L-W -L-W-His + 25mM 3AT -L-W-His -Ura

Isca/presa

Subst 1/FtsH5

Subst 2/FtsH5

Subst 3/FtsH5

Subst 4/FtsH5

Subst 5/FtsH5

Subst 6/FtsH5

Subst 7/FtsH5

Figura 7 - Teste de crescimento de Sacharomyces cerevisiae MaV203 transformada com as substitui¢cdes por Ala
fusionadas ao dominio de ligacdo ao DNA, e FtsH5 fusionada ao dominio de ativagdo. —L-W: meio
deficiente em leucina e triptofano, que seleciona células contendo ambos os plasmideos; -L-W-His +
25mM 3AT: meio seletivo para interagdo, deficiente em leucina, triptofano e histidina, contendo
25mM de 3-Amino-1,2,4-triazole; -L-W-Ura: meio seletivo, deficiente em leucina, triptofano e uracila

4.3 Anélise da expressao relativa de FIP e FtsH5

A proteina FIP apresenta na sua extremidade N-terminal uma sequéncia sinal de
direcionamento para cloroplasto, e como foi mostrado por Rodrigues (2011), ela é inserida na



44

membrana dos tilacoides. Também foi mostrado que ela interage com a proteina FtsH5 e que
o dominio rico em cisteina é importante para a regido de contato (itens 4.1 e 4.2). Para realizar
as andlises de expressao, primeiramente foi feita analise in silico, utilizando a ferramenta e-
FPBrowser (WINTER et al., 2007), que se encontra disponivel no banco de dados TAIR. Por
essa ferramenta foi observado que a proteina FIP é mais abundante na parte vegetativa da
planta, semelhantemente as proteinas do complexo FtsH. Essa informacéo vai de encontro aos
resultados anteriormente gerados pelo nosso grupo, que mostram que FIP é uma proteina
cloroplastidial. Os dados in silico indicam também que, sob certas condi¢Ges de estresse
abidtico, a expressdo génica de FIP € diminuida, e sob as mesmas condi¢es, a expressao de
FtsH5 ndo se altera de modo significativo. Esses dados nos chamaram atencdo e dois

experimentos foram delineados: estresse a frio e estresse salino, como descrito no item 3.7.

No tratamento de estresse a frio, plantas de 14 dias, crescidas em placa, foram
divididas em grupo controle e grupo tratado. Aquelas do primeiro grupo foram mantidas a
22°C e a regido vegetativa foi coletada nos intervalos de tempo Oh, 1h, 4h, 8h e 12h, contados
2h apos o inicio do fotoperiodo. Para o grupo tratado as coletas foram feitas da mesma forma,
porém as placas foram submetidas a 4°C em camara de germinacdo. Os resultados das
andlises de expressdo para esse experimento, utilizando a técnica de PCR em tempo real,
estdo descritos na Figura 8.
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Figura 8 - Expressao relativa dos genes que codificam FIP (A) e FtsH5 (B), sob condigdes de estresse a frio.
RNA total foi extraido de plantas submetidas a 4°C (tratado) e plantas mantidas a 22°C (controle) nos
intervalos de tempo descritos

Os resultados mostram que a expresséo de FIP é pouco afetada pelo tratamento a frio,
a excecdo de 8h, quando a expresséo é reduzida em relacdo as plantas controles (Figura 8A).
Ja na expressao de FtsH5 houve um progressivo aumento, atingindo 4 vezes a expressao no

tempo Oh 8h apos o inicio do tratamento (Figura 8B). Pode-se notar, entdo, que nas condi¢des
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descritas, os genes que codificam FIP e FtsH5 tém sua expressdo reguladas de forma
antagobnica 8h ap06s o inicio do tratamento.

No tratamento de estresse salino, plantas de 14 dias foram removidas do meio e
transferidas para placas contendo MS meia forga contendo 150 mM de NaCl. Como grupo
controle, plantas foram transferidas para placas contendo apenas meio MS, e as coletas foram
realizadas nos tempos Oh, 1h, 4h, 8h e 12h (Figura 9).

Os resultados do tratamento de estresse salino também mostram que FIP e FtsH5
apresentam niveis de expressdo antagonicos nas condi¢fes do experimento. A expressdo de
FIP é diminuida ja a partir da primeira hora de tratamento, sendo que ap6s 8h tem-se a maior
diferenca em relacdo ao controle (Figura 9A). Por outro lado, FtsH5 possui um aumento de
expressao, mais acentuado 8h apds o inicio do tratamento (Figura 9B). Esse perfil antagbnico
de expressdo génica pode sugerir que FIP seja um regulador negativo do complexo

proteolitico FtsH.
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Figura 9 - Expressdo relativa dos genes que codificam FIP (A) e FtsH5 (B), sob condicdes de estresse salino.
RNA total foi extraido de plantas mantidas em meio MS meia forca (controle) e plantas transferidas
para meio acrescido de 150 uM de cloreto de sédio. As coletas foram realizadas nos intervalos de
tempo descritos
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5 DISCUSSAO

5.1 Mapeamento da regido de interacdo de FIP com FtsH

O genoma da planta modelo Arabidopsis thaliana foi completamente sequenciado pela
associacdo The Arabidopsis Genome Iniciative, em 2000. No entanto, ainda é grande o
numero de genes preditos que nao possuem funcdo atribuida, o que evidencia a necessidade
de estudos direcionados ao esclarecimento de seus papéis biolégicos. Uma proteina em
particular, de funcdo ainda ndo determinada, mostrou-se interagir com a proteina FtsH5
através de ensaios de duplo hibrido de leveduras (RODRIGUES, 2011). Sua localizacao
cloroplastidial, bem como sua presenca em um complexo do tamanho esperado para o
complexo FtsH e sua interagéo in vitro com FtsH5 fundamentaram o interesse em esclarecer a

relagdo dessa nova proteina com o complexo proteolitico.

Para avaliar a hipdtese de que a regido rica em cisteina presente em FIP é a
responsavel pela interacdo com FtsH5 foram feitos ensaios de duplo hibrido utilizando
delecBes de FIP. Seis delecbes foram testadas (Figura 3), sendo que houve interacdo apenas
quando os dois motivos CXXCXGXG foram mantidos (Figura 4). Esses resultados sustentam
a hipotese de que a interface de contato entre FIP e FtsH5 ocorre nessa regido.

O amino&cido cisteina possui o grupo tiol (-SH) como cadeia lateral, caracteristica que
confere propriedades interessantes quando este residuo estd presente em estruturas proteicas.
Residuos de cisteina podem funcionar como “sensores” do estado redox, alterando da forma
protonada para a forma desprotonada em fun¢éo do pH do ambiente. Também € possivel
a formacdo de ligacdes dissulfeto entre dois grupos tiol proximos, o que é uma importante
caracteristica da estrutura terciaria de muitas proteinas (GILES et al., 2003). Outra
caracteristica interessante é propriedade de coordenar ligagdes a ions metalicos, formando
estruturas como as observadas nos dominios dedos de zinco (GILES et al., 2003; KLOMSIRI;
KARPLUS; POOLE, 2011). Ja residuos de alanina sdo quimicamente inertes dentro de
estruturas proteicas, pois em sua cadeia lateral encontra-se o grupo metil (-CHs), pouco
reativo (MORRISON; WEISS, 2001). Devido a essas caracteristicas, os residuos de cisteina
da regido conservada de FIP foram substituidos por residuos de alanina em sete diferentes
combinacBes, e com elas foram feitos novos ensaios de duplo hibrido. O objetivo desse

experimento foi verificar se a interacdo com FtsH5 era mantida mesmo quando as cisteinas
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eram substituidas. O resultado revelou que nenhuma das substituicGes foi capaz de interagir
com FtsH5, o que reforca a hip6tese de que os residuos de cisteina sdo fundamentais da regido
de contato de FIP com FtsH5.

A sequéncia de FIP possui na sua regido C-terminal uma regido rica em cisteina,
composta por dois motivos CXXCXGXG. Este motivo é caracteristico de liga¢do a zinco e
esta presente em proteinas DnaJ (SHI et al., 2005). Proteinas DnaJ apresentam, entre outras,
atividade de chaperonas juntamente com DnaK, propiciando também regulacdo da atividade

desta Ultima.

Este trabalho utilizou o sistema de duplo hibrido de leveduras, que foi primeiramente
descrito por (FIELDS; SONG, 1989). Essa técnica baseia-se na fusdo de proteinas a dois
dominios individualizados do fator de transcricdo GAL4: o dominio de ligacdo a regido
promotora e 0 dominio de ativacdo da transcri¢do. Se as duas proteinas interagirem, o fator de
transcricdo € reconstituido, ativando a transcricdo de genes repOrteres. No entanto, é
importante salientar que a interacdo ocorre em um ambiente artificial, o ndcleo da célula de
levedura (FINLEY, 2007). Portanto, duas proteinas podem realmente interagir por esse
sistema, mas ndo apresentarem interacdo no seu ambiente natural de ocorréncia. Por isso, a
interacdo pelo sistema de duplo hibrido deve ser considerada um indicativo de interagdo, ndo

podendo ser considerado um resultado conclusivo.

Outras técnicas para estudo de interacdo proteina — proteina podem ser utilizadas,
como BIiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation), que baseia-se na restauracdo da
fluorescéncia da proteina YFP in vivo (WALTER et al., 2004). No entanto, por se tratar de
duas proteinas de membrana, esses ensaios sejam prejudicados. Outra possibilidade é a
producdo de anticorpo para FIP, ferramenta que permitird a realizagcdo de ensaios in vitro

como pull down e coimunoprecipitacao.

5.2 Andlise da expressao de FIP e FtsH5 sob condigdes de estresse.

O estudo in silico da expressdo de FIP chamou a atencdo para condi¢cbes em que a
expressdo génica de FIP é diminuida, enquanto a expresséo de FtsH5 ndo se alterava de modo
significativo. Para avaliar experimentalmente esses dados, foi feita a analise de expresséo,
utilizando PCR em tempo real, de FIP e FtsH5 sob duas condicGes: estresse a frio e estresse

salino.
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Em plantas submetidas a 4°C, a expressdo de FIP foi diminuida 8h ap6s o inicio do
tratamento, enquanto a expressao de FtsH5, nesse mesmo tempo, foi cerca de 4 vezes maior
que no tempo Oh (Figura 8). Nas condicdes do tratamento de estresse salino, a expressdo de
FIP diminui ja a partir da primeira hora ap6s o inicio do tratamento, sendo que 8h ap6s tem-se
a maior diferenca em relacdo ao controle. A expressao de FtsH5, por outro lado, apresenta um

aumento, como visto na Figura 9.

Os mecanismos de resposta a condi¢des de estresse abiotico sdo altamente complexos,
visto que englobam mudancas no perfil de expressao génica, além de envolver alteracbes pos-
transcricionais e traducionais. O conjunto dessas mudancas resulta em alteracbes metabdlicas
e fisiologicas para responder a nova condigdo ambiental (TAKAHASHI; MURATA, 2008;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). Temperaturas baixas e alta salinidade
sdo condicbes que veem sendo estudadas devido a seus efeitos prejudiciais, e diversos estudos
comparativos analisando os perfis de expressdo génica nessas condicdes em relacdo a
condigdes controle tém sido feitos (FOWLER; THOMASHOW, 2002; SEKI et al., 2002;
XIONG; SCHUMAKER; ZHU, 2002). Sabe-se que o0s genes relacionados a fotossintese
sofrem regulacio negativa sob condicdes de estresses bidticos (JANSKA et al., 2010) e a
geracdo de ROS como mensageiro secundario pode ser um fator comum nos diferentes

mecanismos de resposta.

Os resultados dos experimentos de expressdo podem sugerir que FIP seja um
regulador negativo do complexo FtsH. Estudos em plantas mutantes para essa proteina
contribuirdo para melhor esclarecer o seu papel na atividade proteolitica do complexo, bem

como levantar outras fung¢@es no funcionamento de células vegetais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- A interacdo da proteina FIP com FtsH5, utilizando sistema de duplo hibrido de
leveduras, foi mantida com os 46 residuos de aminoécidos que compreendem os dois motivos
ricos em cisteina (CXXCXGXG).

- Em sete diferentes combinagfes em que residuos de cisteina foram substituidos por

alanina, ndo houve interacdo de FIP com FtsH5 em sistema de duplo-hibrido.

- Em plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a estresse a frio, a expressao de FIP é
diminuida 8h ap6s o inicio do tratamento, em relacéo a plantas ndo tratadas. Ja a expressao de
FtsH5 é aumentada em plantas submetidas ao mesmo tratamento em relagdo a expressdo em

plantas controle.

- No tratamento de estresse salino, a expressdo de FIP é diminuida a partir de 1h ap6s
0 inicio do estresse, tendo a maior diminuicdo em relacdo ao controle 8h apds o inicio. Por
outro lado, a expressdo de FtsH5 sofre um aumento mais acentuado 8h apds o inicio do

estresse.

- Os resultados sugerem que FIP possa atuar como um modulador negativo da
atividade proteédsica do complexo FtsH. Estudos em plantas mutantes, que apresentem a
proteina FIP superexpressa, bem como plantas knockout para esse gene, contribuirdo para

aumentar o conhecimento a respeito dessa nova proteina.
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Anexo A - Graficos de expressdo relativa referente ao experimento 2 de estresse a frio.
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Anexo B - Gréaficos de expressao relativa referente ao experimento 2 de estresse salino.
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