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Resumo

O proteassomo é uma protease intracelular multimérica e multicatalitica responsavel
pela degradacdo de proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, processos de
sinalizacdo, apresentacdo antigénica e no controle de sintese proteica. Ele é constituido por
uma unidade catalitica central denominada 20S (20SPT) e por unidades regulatorias (19S)
acopladas em uma ou ambas as extremidades para formar o 26S (26SPT). O 26SPT reconhece
e direciona os substratos poliubiquitinados para a protedlise por um mecanismo dependente
de ATP. Entretanto, o 20SPT também é ativo quando dissociado de unidades regulatorias,
degradando proteinas independentemente de poliubiquitinacdo e consumo de ATP. Proteinas
modificadas oxidativamente e outros substratos sdo degradados desta maneira. O 20SPT é
composto por dois anéis heptaméricos centrais () onde estdo localizados os sitios cataliticos
e por dois anéis heptaméricos externos (o) que sdo responsaveis pela abertura da camara
catalitica. Anteriormente, foi observado pelo grupo que o 20SPT da levedura S.cerevisiae
sofre S-glutationilagdo na subunidade a5 nos residuos de Cys76 e Cys221. Assim, foram
obtidas neste projeto linhagens de levedura S. cerevisiae portando mutagdes sitio-especificas
na subunidade a5 do 20SPT (a5-C76S ou a5-C221S), e posteriormente, ensaios comparativos
guanto as consequéncias estruturais e funcionais dessas mutacbes foram realizados.
Observamos um aumento na capacidade/velocidade de degradacdo nas atividades peptidasicas
e proteoliticas da mutante C221, e também que, a populacdo de proteassomo isolada dessa
linhagem apresenta maior propor¢do da forma aberta da cdmara catalitica, sendo esta
imediatamente fechada pela remocéo da glutationa do 20SPT na presenca de DTT. Resultados
opostos foram observados na linhagem mutante C76. Identificamos por espectrometria de
massas 0 residuo C76 do 20SPT glutationilado na mutante C221. Os ensaios fenotipicos
mostraram um aumento da longevidade e resisténcia ao estresse oxidativo da C221, enquanto
que a linhagem C76 mostrou uma dificuldade no crescimento. Contudo, a S-glutationilacdo
do 20SPT é uma modificacdo quimica pés-traducional reversivel de ocorréncia fisiolégica
dependente do estado redox celular, e, o presente trabalho discute a modulacdo da camara
catalitica do 20SPT através da S-glutationilacdo de dois residuos de cisteina localizados na

subunidade a5, e as consequéncias desta modificacdo na funcio proteassomal.
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Abstract

The proteasome is a multimeric and multicatalytic intracellular protease responsible for
the degradation of proteins involved in cell cycle control, signaling processes, antigen
presentation, and control of protein synthesis. It comprises a central catalytic unit called 20S
(20SPT) and regulatory units (19S) coupled at one or both ends to form 26S (26SPT). The
26SPT recognizes and directs polyubiquitinylated substrates targeted for proteolysis by an
ATP-dependent mechanism. However, 20SPT is also active when dissociated from regulatory
units, degrading proteins by a process independent of polyubiquitinylation and ATP
consumption. Oxidatively modified proteins and other substrates are degraded in this manner.
The 20SPT comprises two central heptamerics rings () where are located the catalytic sites
and two external heptamerics rings (o)) that are responsible for proteasomal gating. Previously,
it was observed by our group that the 20SPT of yeast S. cerevisiae is modified by S-
glutathionylation in the residues Cys76 and Cys221 of the a5 subunit. Thus, were obtained in
this project strains of the S. cerevisiae carrying site-specific mutations in the a5 subunit of the
20SPT (a5-C76S or a5-C221S), and comparative assays as the structural and functional
consequences of these mutations were performed. We observed an increase in capacity/speed
of degradation in peptidase and proteolytic activity in the C221 strain and also that, the
isolated population of the proteasome this strain presents the highest frequency of open
catalytic chamber conformation, which is immediately closed by the removal of glutathione of
the 20SPT in the presence of DTT. Opposite results were observed in the C76 strain. We
identified by mass spectrometry the C76 residue of the 20SPT glutathionyilated the C221
mutant. Phenotypic assays show an increased longevity and resistance to oxidative stress of
C221, while the C76 strain showed a difficulty in growth. However, the S-glutathionylation of
the 20SPT is a reversible post-translational chemical modification of physiological occurrence
dependent on the cellular redox state, and this project discusses the modulation of the catalytic
chamber of 20SPT via S-glutationylation of the two cysteine residues located the a5 subunit,

and the consequences of this change in proteosomal function.
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Abreviaturas e Siglas

19SPT
20SPT
26SPT
ACN
ATP
C221
C221S
C76
C76S
ChT-L
Cys
Cys-SO,H
Cys-SOH
DNA
DO
DTT
DUBs
EDTA
ESI

Grx
GSH
GSSG
H202
I1AA
KAc
kDa
Lamp
LB

LC (HPLC/UPLC)
MALDI
MAT
MET
MS

PA
PCR
pDNA
PEG
Pellet
PTM
PT-SG
PT-YPD
SAXS
TBE
TE
TEL
TFA
t-BOOH
T-L

Ub
UPS
uv
WO
YEp
Ylp
YPD
YPEG

Proteassomo 19S (unidade regulatoria)
Proteassomo 20S (unidade catalitica)

Proteassomo 26S (unidade regulatoria acoplada a catalitica)

Acetonitrila
Adenosina trifosfato

Linhagem de S. cerevisiae com proteassomo com a mutagido a5-C221S

Proteassomo com a mutagao a5-C221S

Linhagem de S. cerevisiae com proteassomo com a mutagdo a5-C76S

Proteassomo com a mutagdo a5-C76S
Atividade tipo-quimiotripsina do proteassomo
Residuo de cisteina

Residuo de cisteina oxidada a &cido sulfinico
Residuo de cisteina oxidado a &cido sulfénico
Acido desoxirribonucleico

Densidade Optica

1,4-Ditiotreitol

Enzimas desubiquitinadoras

Acido etilenodiaminotetracético

lonizacéo por Electrospray

Glutarredoxina

Glutationa

Glutationa oxidada

Perdxido de hidrogénio

lodoacetamida

Meio de esporulagdo

Kilo daltons

Luria Bertani Medium com adicéo de ampicilina
Luria Bertani Medium

Cromatografia liquida (Alta/Ultra Desempenho)
lonizacéo por dessorc¢do a laser auxiliada por matriz
Locus de deteminacdo sexual em S. cerevisiae
Microscopia eletronica de transmisséo
Espectrometria de massas

Atividade pos-acidica do proteassomo

Reacéo de polimerase em cadeia

Acido desoxirribonucléico plasmidial
Polietilenoglicol

Sedimento celular

Modificagdo pos-traducional

Proteassomo glutatiolado in vitro
Proteassomo nativamente glutatiolado extraido de YPD
Small Angle X Ray Scattering
Tris/Borato/EDTA

Tris-&cido etilenodiaminotetracético
Tris-&cido etilenodiaminotetracético litio
Acido trifluoracético

tert-Butyl hidroperéxido

Atividade tipo-tripsina do proteassomo
Ubiquitina

Sistema ubiquitina-proteassomo

Radiacdo ultravioleta

Meio minimo com glicose

Plasmidio epissomal de levedura

Plasmidio integrativo de levedura

Peptona dextrose para levedura

Peptona etanol glicerol para levedura
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. Introducao

As ceélulas eucaridticas possuem diversos mecanismos de regulacdo dos processos
fisioldgicos, que véo desde o controle da transcri¢do génica ou da traducéo de proteinas, até a
modulacdo da degradacdo de proteinas pelos sistemas de protedlise. A proteolise intracelular
esta envolvida no controle de qualidade removendo proteinas aberrantemente sintetizadas,
assim como as que tenham sido danificadas durante o metabolismo, além de participar da
manutencdo do conteldo de aminoacidos e na geracdo de peptideos ativos. Outro aspecto
engloba a degradacéo de proteinas que variam a concentracdo ao longo do tempo, comumente
relacionadas com vias regulatorias especificas. Portanto, para manter a funcionalidade e a
viabilidade celular é importante que as proteinas adquiram uma conformac&o correta e caso
contrario, proteinas deformadas, danificadas, modificadas ou proteinas que se tornaram
"desnecessarias” devem ser reconhecidas e degradadas, pois o acimulo de tais podem formar
agregados proteicos que na maioria das vezes sao toxicos para a célula, devido a exposicao de
superficies hidrofébicas que se ligam e inibem a funcdo das proteinas normais (KUBOTA,
2009). As chaperonas moleculares representam a primeira linha de defesa contra o acimulo
de proteinas deformadas contribuindo para o dobramento correto de proteinas recentemente
sintetizadas inibindo a sua associacdo e/ou agregacdo com outras proteinas celulares. Quando
isso ndo € possivel, esses complexos de chaperonas selecionam tais proteinas para a
degradacéo via interacdo direta com os componentes dos mecanismos de degradacdo (DING
& YIN, 2008).

As duas principais vias de degradacdo descritas para a maioria das proteinas celulares
em células eucaritticas sdo: o Sistema Ubiquitina-Proteassomo (UPS), responsavel pela
degradacdo 80-90% de proteinas, incluindo proteinas regulatdrias, de curta duracdo, anormais,
desnaturadas ou em geral, proteinas danificadas (ROCK et al., 1994), e, o sistema de
autofagia, responsével pela degradacdo da maior parte das proteinas de longa duracéo,
proteinas agregadas, bem como organelas celulares (mitocondrias, peroxissomos, ribossomos
e organismos infecciosos). Assim, se a producdo de proteinas deformadas excede a
capacidade dos sistemas de degradacdo celular, monémeros e pequenos agregados séo
ativamente recolhidos em grandes agregados que, eventualmente, sdo degradados por
autofagia (IWATA et al., 2005; KIRKIN et al., 2009; KOMATSU et al., 2007; PANKIV et
al., 2007).
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A protedlise intracelular — Do lisossomo ao proteassomo

Inicialmente acreditava-se que a célula era um sistema de estruturas estaveis e
energeticamente econdmicas até que, SCHOENHEIMER (1942) sugeriu a existéncia da
degradacdo de proteinas intracelulares através de estudos realizados com marcagdo
metabélica utilizando tirosina’® onde observou que as proteinas estavam em estado dinamico,
ou seja, eram constantemente sintetizadas e degradadas. De inicio foi dificil de aceitar bem
como compreender a necessidade da protedlise intracelular, uma vez que 0 que estava em
causa era a hidrdlise de ligacdes peptidicas das proteinas que se pensava serem moléculas
estaveis. Em meados de 1953 foi descrito o primeiro sistema de protedlise intracelular onde
toda a atividade de degradacdo da célula foi atribuida a protedlise lisossomal no qual as
proteinas endocitadas ou contidas em vesiculas citoplasméaticas eram degradadas pelas
enzimas hidroliticas existentes no lisossomo (DE DUVE et al., 1955). No entanto, esse
sistema ndo mostrava a especificidade das proteinas direcionadas para serem degradadas, bem
como a diferenca entre as meias-vidas das proteinas encontradas dentro da célula.
Concomitantemente, surge uma publicacdo qual mostra que a prote6lise intracelular é
dependente de energia metabdlica, diferentemente do lisossomo (SIMPSON, 1953).

Durante um periodo de mais de duas décadas, evidéncias experimentais indicaram que a
degradacdo de proteinas celulares sob determinadas condi¢bes fisioldgicas era via nao-
lisossomal. Essa via alternativa denominada Sistema Ubiquitina-Proteassomo (UPS -
Ubiquitin Proteasome System) foi descrita primeiramente por ETLINGER & GOLDBERG
(1977) em reticuldcitos de coelho (eritrécitos imaturos desprovidos de nucleo e organelas),
onde observou a degradacdo proteica via dependéncia de ATP. Tomando vantagem do
sistema proteolitico dependente de ATP anteriormente identificado em extratos de
reticulécitos, HERSHKO et al. (1983) analisaram bioquimicamente o0 mesmo e identificaram
gue esse sistema era composto por uma série de enzimas capazes de marcar proteinas,
conferindo especificidade as proteinas-substratos e sinalizando-as para posterior degradacao.
A proteina responsavel pela marcacdo dos substratos para degradacdo foi denominada
Ubiquitina (Ub), uma pequena proteina de 8,5 kDa, com 76 aminoacidos, altamente
conservada evolutivamente e considerada ubiqua nos diversos reinos (SCHLENSINGER et
al., 1975; WILKINSON et al., 1980). Em meados de 80 foi descrita a protease envolvida
neste sistema, onde HOUGH et al. (1987) caracterizaram um complexo proteolitico de alto

peso molecular encarregado da degradacdo de proteinas poliubiquitinadas. Esse complexo
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protéico (constituido por vérias cadeias peptidicas) recebeu diferentes denominacdes antes de
ser definitivamente chamado de proteassomo (proteasome no inglés: protea de protease e
some de soma, particula), devido a sua alta massa molecular — 2000 kDa (ARRIGO et al.,
1988).

O Proteassomo

O proteassomo 20S (20SPT) é uma estrutura cilindrica (11-12 nm de largura por 15-16
nm de comprimento e um estreito poro de 2-3 nm de diametro), formado pelo empilhamento
de quatro anéis, sendo dois anéis heptaméricos externos do tipo o e dois anéis heptaméricos
internos do tipo B, resultando em uma configuracio o-B-B-o, com uma massa de
aproximadamente 700 kDa. O 20SPT exibe configuracdes distintas entre arqueae e eucarionte
(Figura 1) apresentando nos anéis a apenas um tipo de subunidade a, e, nos anéis [ apenas
um tipo de subunidade B. Diferentemente, nas células eucaridticas o 20SPT ¢ constituido por
14 subunidades distintas, com pesos moleculares que variam de 22 a 34 kDa, sendo sete
subunidades do tipo o em ambos os anéis a (al-a7), bem como nas subunidades do tipo [, nos

anéis B (B1-p7) (TANAKA, 2009).

20SPT de Archaea
(T: acidophilum)

20SPT de Eucarionte B
(8. cerevisiae)

Figura 1. Proteassomo 20S de Arquea e Eucarionte. A parte superior da imagem ilustra um modelo
simplificado do 20SPT de T. acidophilum (Arquea), e na parte inferior um modelo “mais evoluido” de 20SPT de
S. cerevisiae (Eucarionte). As subunidades sdo representadas por esferas e codificadas por cores. O 20SPT de
Arquea contém apenas um tipo de subunidades o (azul) e B (verde), dispostos em dois anéis heptaméricos
homodiméricos empilhados na disposigéo a7-B7-p7-a7. Ja o 20SPT de levedura e mamiferos mostra o mesmo
arranjo de subunidades, mas contém em cada anel sete subunidades do tipo o e do tipo B diferentes, agrupadas
em quatro anéis heterodiméricos al-7/B1-7/p1-7/al-7. As diferentes subunidades mostram o mesmo cédigo de
cores como no modelo simplificado acima (Adaptado de JUNG et al., 2009).
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A abertura da cadmara catalitica do 20SPT e consequentemente a entrada do substrato é
regulada pelos anéis externos do tipo a, enquanto que nos anéis internos do tipo 3, encontram-
se os sitios cataliticos. As cadeias a embora cataliticamente inativas desempenham papel
essencial na estabilizagao dos anéis das cadeias § € na formacao estrutural do complexo 20S
(KOPP et al., 1997). As subunidades o possuem fungdes de ligagdo com os complexos
reguladores, mas as regifes de contatos e os mecanismos de ligacdo ndo séo totalmente
conhecidos. O que se sabe é que modificacbes pos-traducionais regulam a atividade
enzimatica do 20S, a associacdo com os complexos reguladores e a abertura do anel através
de mudangas conformacionais (BOSE et al., 1999; IWAFUNE et al., 2002; SILVA et al.;
2012) (Figura 2a). Além disso, 0 20SPT foi caracterizado como uma protease multicatalitica,
onde 3 subunidades tipo B possuem caracteristicas especificas de cada sitio ativo, conferindo-
Ihes atividades cataliticas diferentes entre si, sendo responsaveis pela hidrolise dos substratos,
atividade que pode ser atribuida aos residuos proteoliticos de treonina N-terminal, qual age
como um nucledfilo (COUX et al., 1996; GROLL et al., 1999; HEINEMEYER et al., 1997;
JUNG et al., 2009; TANAKA, 2009). Assim, subunidades B1 possuem atividade pos-acidica
(P-A), clivando ligactes preferencialmente apos residuos acidos; subunidades 2 possuem
atividade tipo quimiotripsina (ChT-L), clivando ligacbes preferencialmente apds residuos
hidrofébicos; subunidades B5 apresentam atividade tipo tripsina (T-L) e clivam ligacdes
preferencialmente apos residuos basicos (Figura 2b). Os substratos variam em comprimento
de 3-23 aminoacidos (BOCHTLER et al., 1999; FAROUT et al., 2000; VOGES et al., 1999).
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Figura 2. Anéis o e e as subunidades do proteassomo 20S de eucarionte. (a) Vista frontal do anel a
mostrando as subunidades al- a7 do 20SPT. A esquerda, as subunidades a do 20SPT regulando o fechamento da
camara catalitica, e, a direita ilustracdo da conformagdo aberta, como indicada pela seta em vermelho. (b) Vista
frontal do anel B mostrando as subunidades B1-B7 do 20SPT, em destaque as subunidades proteoliticas. Esta
figura mostra a disposi¢do das subunidades [ encontradas no 'core' 20SPT, e a superficie molecular representada
pela densidade eletrdnica. As subunidades proteoliticas ativas B1, P2 e B5 estdo destacadas em azul claro, e as
inativas em cinza. Os centros ativos sdo indicados por um anel branco ou vermelho, respectivamente. As
imagens circulares mostram uma ampliacdo da &rea em torno da Thrl (Adaptado de JUNG et al., 2009).

Automontagem do proteassomo 20S

Como mencionado acima, o 20SPT de células procariontes consistem de
homoligébmeros formados por subunidades a e B, € estas subunidades podem se “montar” em
proteassomos funcionalmente maduros sem a ajuda de qualquer proteina acessoria
(MAUPIN-FURLOW et al., 2006). Por outro lado, o 20SPT de eucariontes possui uma
composicdo de subunidades mais complexa, sendo ambos os anéis a e f formados por 7
subunidades distintas, e, a sua montagem requer, principalmente, de mdltiplas chaperonas.
Assim, a montagem do 20SPT se inicia com a formacao do anel a por quatro chaperonas
conhecidas em levedura como Pbal-4 (Proteasome Biogenesis Associated Protein) em
levedura, e, PAC1-4 (Proteasome Assembly Chaperone) em mamiferos (HIRANO et al.,
2005; LE TALLEC et al., 2007; MURATA et al., 2009; RAMOS & DOHMEN, 2008;
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YASHIRODA et al., 2008). Estas chaperonas formam um par de heterodimeros funcionais,
Pbal/Pba2 (PAC1/PAC2) e Pha3/Pba4d (PAC3/PAC4), os quais possuem papeis em diferentes
etapas no processo de automontagem, cooperando na montagem do anel o e do “meio-
proteassomo” 15S. Contudo, essas chaperonas regulam o tempo de incorporacao da
subunidade, evitando o arranjo incorreto de subunidades, e, controlam o processamento dos
propeptideos presentes em algumas subunidades p.

Estudos de Pba3/Pba4 em levedura sugerem que essas chaperonas atuam na fase inicial
do processo de automontagem do anel o, comeg¢ando com a formagdo de um complexo
terciario entre Pba3/Pba4 e a subunidade a5, auxiliando na ordenagdo e incorporagdao das
subunidades a vizinhas. A analise estrutural do complexo Pba3/Pba4-a5 demonstrou a ligagao
de tais chaperonas a superficie do anel o numa posicdo em que as subunidades B sao
posteriormente inseridas. Assim, Pba3/Pba4 parece se dissociar da montagem intermediaria
do proteassomo quando a subunidade B4 ¢ incorporada, representando a sua auséncia no
intermediario 15S. Isto pode ser compreendido através do modelamento deste complexo com
a subunidade a5 do 20SPT, onde mostra um impedimento estérico entre a subunidade 4 e
Pba3/Pba4 (YASHIRODA et al., 2008) (Figura 3a). Uma importante funcdo de Pba3/Pba4 é
no controle da incorporacdo da subunidade a3 no proteassomo (KUSMIERCZYK et al.,
2008). Entretanto, na auséncia da subunidade a3, uma segunda copia da subunidade o4 toma
o seu lugar em cada anel o (VELICHUTINA et al., 2004).

As chaperonas diméricas Pbal/Pba2 se ligam as subunidades a5, a6 e a7 e também
promovem a formac¢ao do anel a. Entretanto, Pbal/Pba2 ndo s6 auxilia na formacao do anel a,
mas também evita a prematura dimerizacdo até que o 20SPT esteja completamente montado.
Posteriormente a conclusdo da automontagem do 20SPT, esse complexo de chaperonas €
degradado pelo proteassomo recém-formado (HIRANO et al., 2005). Curiosamente, essas
chaperonas possuem um motivo C-terminal HbYX (hydrophobic-tirosina-aminoacido
qualquer). O motivo HbY X é encontrado em um nimero de ativadores do proteassomo, onde
ele ¢ necessario para que consiga se ligar a bolsdes formados entre subunidades a especificas
(FORSTER et al., 2005; LAM et al., 2002; SADRE-BAZZAZ et al., 2010). Assim, o C-
terminal de Pbal se liga entre os bolsdes das subunidades a5 e a6, enquanto que o C-terminal

de Pba2 interage com o bolsdo entre a6-a7 (Figura 3b).
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Figura 3. Associacdo das chaperonas Pbal-4 com as subunidades a do 20SPT. (a) Chaperonas Pba3 (azul) e
Pba4 (verde) associadas com a subunidade o5 (roxo), mostrando que existe um impedimento estérico com a
subunidade B4 (amarelo), a menos que Pba3/4 se dissocie antes desta subunidade ser incorporada ao 20SPT. (b)
Chaperonas Pbal (roxo) e Pba2 (laranja) interagem com os “bolsdes” das subunidades a5, 06 ¢ a7 (cinza)
através do motivo C-terminal HbY X. Estas imagens foram feitas usando PyMOL usando estruturas elucidadas
nas referéncias (TOMKO & HOCHSTRASSER, 2013).

Subsequentemente a automontagem do anel a, as subunidades 3 sdo incorporadas sobre
o anel o em suas posicdes especificas e em uma ordem definida. Contudo, durante a
montagem do anel f um complexo intermediario denominado 15S (ou “meio-proteassomo’) ¢
formado, o qual consiste de um anel a ¢ de subunidades B ndo processadas (LI et al., 2007).
Em levedura, a automontagem do anel B envolve a agdo de outra chaperona, a Umpl (hUMP1
ou POMP1 em humanos), responsavel pela verificagdo da incorporacdo correta das
subunidades durante o processo de montagem, inibindo a dimerizagdo do “meio-proteassomo”
até que a ultima subunidade B (B7) seja incorporada ao mesmo. Entretanto, a dimerizagdo
prematura poderia dificultar a incorporagdo de 37 bem como de outras subunidades dentro do
complexo, gerando um proteassomo imaturo ou mesmo cataliticamente inativo. A
dimerizacdo do “meio-proteassomo” forma o preholoproteassomo que ainda ¢ imaturo.
Muitas proteases sdo sintetizadas com propeptideos que sdo posteriormente processados para
permitir a formacdo dos seus locais cataliticos ativos. A funcdo para estes propeptideos do
proteossomo ¢ proteger os residuos do local ativo de No—acetilagdo. Portanto, 0s
propeptideos sdo processados e consequentemente removidos apos dois “meio-proteassomo”
terem se emparelhado, impedindo assim o acesso de Na--acetiltransferases (ARENDT &
HOCHSTRASSER, 1997 e 1999). Finalmente, a maturacdo do 20SPT ocorre através do
processamento autocatalitico do propeptideo das subunidades P, seguida da degradagdo de
Umpl. O complexo Pbal/2 também € liberado ap6s a maturacdo. Este processo produz um
20SPT funcional para a degradacéo de proteinas. A Figura 4 mostra um esquema do processo

de automontagem do 20SPT.
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Figura 4. Automontagem do 20SPT de levedura. llustracdo esquematica da montagem do 20SPT: (I) As
subunidades a (azul) e B (vermelho) com propeptideos sdo sintetizadas como polipeptideos livres. Um anel o é
inicialmente formado com o auxilio de Pba3/4 (azul e rosa) que interagem especificamente com a subunidade
a5; (I1) O intermediario 15S contém um anel o completo, as subunidades B2, B3, B4, e, outras duas chaperonas
que auxiliam na montagem, Pbal/2 (verde e laranja) e Umpl (amarelo); (111) O intermediario é composto por
um conjunto completo de subunidades, exceto a subunidade B7; (IV) O “meio proteassomo” tem um anel
completo a e B, mas ainda esta associado com Pbal/2 e Umpl; (V) A dimerizagdo do intermediario forma o
preholoproteassomo que ainda é imaturo; (V1) A maturacdo do 20SPT se da pelo processamento autocatalitico
do propeptideo das subunidades B e a degradagdo da chaperona Umpl. Pbal/2 também é liberado apds a
maturacdo. Este processo produz um 20SPT funcional para a degradacdo de proteinas (TOMKO &
HOCHSTRASSER, 2013).

Regulacao do proteassomo 20S

O complexo regulatério mais abundante do 20SPT é a unidade 19S, que pode ser
dividida em dois subcomplexos: a tampa e a base. Ambas estdo relacionadas com o
reconhecimento de substratos poliubiquitinados, desdobramento das proteinas-alvo,
desubiquitinacdo do substrato, abertura da camara catalitica e a translocacéo de substrato para
0 interior do 20SPT (GLICKMAN et al., 1998; NAVON & GOLDBERG, 2001). A tampa é
formada por nove subunidades ndo-ATPase (Rpn3, Rpn5-9, Rpnll, Rpnl2 e Rpnl5) e a base
consiste de seis subunidades ATPase (Rpt1-6) e 2 subunidades ndo-ATPase (Rpnl e Rpn2). A
subunidade Rpn10 parece existir na interface dos subcomplexos tampa e base, e a Rpn13 esta
associada com a Rpn2 (JUNG & GRUNE, 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Unidade regulatéria 19S. llustragdo esquematica da disposi¢do das subunidades da unidade
regulatoria 19S. Estas duas imagens mostram uma estrutura de modelo simplificado do 19S, onde a montagem
das subunidades pode ser observada em dois angulos diferentes (JUNG et al., 2009).

Em células eucaridticas, o proteassomo 26S é responsavel pela degradacdo de proteinas
marcadas com uma cauda de poliubiquitina, e, pode ser encontrado no citoplasma e no nucleo
de células eucarioticas. Entretanto, sua abundancia nestes compartimentos € muito variavel
(COUX et al., 1996; JUNG et al., 2009; PALMER et al., 1996; RIVETT et al., 1992;
WIGLEY et al., 1999). Ele é composto por uma unidade catalitica central denominada
20SPT, que pode estar ou ndo flanqueada a uma ou em ambas as extremidades por unidades
regulatorias associadas em orientacBes opostas através da interagcdo com as subunidades o,
modulando assim a atividade do proteassomo (GROLL et al., 2005; NICKELL et al., 2009).

Esta via proteolitica dependente de ATP e ubiquitina (Ub) € composta por uma série de
enzimas capazes de marcar proteinas, sinalizando e direcionando-as para a degradacao. Esta
marcacgdo confere a especificidade aos substratos que posteriormente serdo reconhecidos por
um complexo protéico que promovera a degradacédo destas proteinas (NANDI et al., 2006). A
Ub, responsavel pela marcacdo dos substratos para degradacdo, € uma pequena proteina de
8,5 kDa, com 76 aminoacidos, altamente conservada evolutivamente, considerada ubiqua nos
diversos reinos (SCHLENSINGER et al., 1975; WILKINSON et al., 1980), sendo encontrada
como um mondmero e também conjugada a outras proteinas por uma ligacdo covalente entre
seu C-terminal e uma lisina da proteina que sera marcada. Esse complexo que inclui a unidade
catalitica 20S e as unidades regulatdrias 19S é denominado proteassomo 26S, com 2500 kDa,

gue possui atividade catalitica dependente de ATP e ubiquitina, como mencionado acima
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(BAUMEISTER & LUPAS, 1997; TANAKA, 1998). E um complexo protéico grande, com
45 nm de comprimento e 20 nm de largura, sendo composto por 32—34 subunidades distintas,
sendo 14 subunidades no nucleo catalitico 20S e 18-20 no complexo regulatério 19S
(VOGES et al., 1999).

O sistema ubiquitina-proteassomo (UPS) é dependente de ATP, tanto para a etapa de
marcacdo da proteina alvo com ubiquitina quanto na etapa de desdobramento e translocacdo
do substrato para a camera catalitica. As proteinas sdo marcadas em um processo chamado
ubiquitinacdo, este essencial para a degradacdo de proteinas que tém os niveis regulados
constitutivamente ou em resposta a mudancgas no ambiente (WEISSMAN, 2001). A via de
ubiquitinacdo protéica foi descoberta uma década antes da caracterizacdo da protease
responsavel pela hidrélise das proteinas ubiquitinadas (CIECHANOVER et al., 1978;
HERSHKO et al., 1979; HERSHKO et al., 1983), e consiste numa modificacdo pos-
traducional reversivel que ocorre na formacéo de uma ligagdo isopeptidica entre a ubiquitina e
a proteina-substrato, e, envolve pelo menos a acdo de trés classes de enzimas: E1, E2 e E3,
como discutidas resumidamente a seguir. A Figura 6 ilustra etapas desse processo, onde
envolve a acdo conjunta de enzimas conhecidas como E1 (ativadora de ubiquitina) que, a
custa de ATP ativa a molécula de ubiquitina transferindo-a para as E2’s (proteinas
conjugadoras de ubiquitina) as quais preparam a ubiquitina para conjugagédo, e entdo
interagem com diversas E3’s (ubiquitina-ligases), culminando na ligacdo de multiplas
ubiquitinas a um residuo de lisina da proteina que sera degradada.

Existem dois tipos principais de E3: a RING (Really Interesting New Gene) e a HECT
(Homologous to E6AP Carboxy Terminus). A principal diferenca entre tais estd no modo de
interacdo com o substrato, ou seja, as E3’s ligases do tipo RING catalisam a transferéncia da
ubiquitina diretamente da E2 para o substrato, enquanto que nas E3’s do tipo HECT a
transferéncia da ubiquitina ocorre inicialmente para o dominio HECT deste grupo de E3 e, em
seguida, deste dominio para o substrato. Ap6s a adicdo da primeira ubiquitina, novas
moléculas de ubiquitina sdo inseridas nas moléculas ja existentes, formando uma cadeia de
poliubiquitina que atuara como sinal de reconhecimento para degradacdo pelo 26SPT
(HATAKEYAMA & NAKAYAMA, 2003).

A elucidacdo de como ocorre o processo de degradacdo celular de proteinas mediado
por cadeias de poliubiquitina laureou trés pesquisadores com o Prémio Nobel de Quimica de
2004: Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose, que conjuntamente desvendaram

esse sistema. Esses trés componentes enzimaticos sdo necessarios para ligar a cadeia de
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ubiquitina nas proteinas destinadas a degradagdo, embora a seletividade da reacdo dependa do
par de E2-E3, que € capaz de reconhecer, interagir e conjugar ubiquitina para substratos de
proteinas especificas (CIECHANOVER, 2005; GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002;
HERSHKO & CIECHANOVER, 1998; HIRSCH & PLOEGH, 2000). O genoma humano
codifica duas isoformas de E1, mais de 30 isoformas de E2s, e, mais de 1000 E3s, enquanto
que o genoma de levedura codifica uma E1, onze E2s, 60-100 E3s e 20 DUBs (enzimas
desubiquitinadoras) (FINLEY et al., 2012; PICKART & EDDINS, 2004). A existéncia de
enzimas E4’s, responsaveis pela prolongacao da cadeia de ubiquitina ainda esta em discussao.
Como mencionado acima, a ubiquitinagdo proteica € um processo reversivel, participando
deste também as DUBs que desempenham um importante papel na protedlise ubiquitina-
dependente, catalisando a remocéo da ubiquitina das proteinas (PICKART & COHEN, 2004).
Assim, as moléculas de ubiquitinas sdo liberadas no citosol durante a degradacdo do substrato
na forma de cadeias de poliubiquitinas, as quais sdo decompostas a moléculas Unicas de Ub
pelas DUBs, a fim de evitar uma competicdo dessas cadeias de Ub com os substratos
poliubiquitinados (AMERIK & HOCHSTRASSER, 2004).
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Figura 6. Via de ubiquitinacéo proteica. Representagdo esquematica dos principais processos enzimaticos da
via proteolitica dependente de ubiquitina/proteassomo. Ub — ubiquitina; E1 — enzima ativadora de Ub; E2 —
enzima conjugadora de Ub; E3 — ligase de Ub—proteina; E4 — enzima prolongadora de Ub; DUB — enzima
desubiquitinadora (Adaptado de LILIENBAUM, 2013).
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A ubiquitina pode se ligar a proteina-substrato de diversas maneiras gerando um amplo
repertorio de sinais com diferentes topologias e comprimentos, podendo ser posteriormente
reconhecidas por outras proteinas e, entdo encaminhadas a diferentes vias funcionais. O
destino das proteinas-substrato parece ser determinado pelo nimero de ubiquitinas ligadas e o
tipo de ligacOes entre estas (Figura 7a). Assim, a Ub se liga no grupo e-NH2 de residuos de
lisina na proteina-substrato pelo residuo C-terminal na sua Gltima glicina (residuo 76),
modificando a proteina-substrato pela adicdo de uma Unica molécula de Ub
(monoubiquitinacdo), ou pela adicdo de varias moléculas de Ub em diferentes residuos de
lisina presentes na proteina-substrato (monoubiquitinagdo multipla). Entretanto, este sinal
pode ser prolongado pela adicdo de outras moléculas de ubiquitina, por um mecanismo
chamado poliubiquitinacdo (LILENBAUM, 2013).

Inicialmente, a conjugacdo de cadeia de poliubiquitina a uma proteina-substrato foi
caracterizada como um sinal para degradacdo da proteina, que ainda parece ser um papel
dominante (HERSHKO et al., 1980). Entretanto, a poliubiquitinacdo pode desencadear
funcGes multiplas, dependendo de qual residuo de lisina na sequéncia de ubiquitina é usado
para prolongar a cadeia (CHEN & SUN, 2009; KOMANDER, 2009; SPENCE et al., 1995).
Além da poliubiquitinacdo homogénea podem ocorrer tipos mistos de adi¢do de ubiquitina
utilizando diferentes residuos de lisina na mesma cadeia linear, ou mdltiplas cadeias
ramificadas em varios residuos de lisina em um polipeptideo de ubiquitina ou proteina-
substrato, como ilustrado na Figura 7b e 7c, respectivamente. A metionina N-terminal da

ubiquitina também pode se ligar a glicina C-terminal, gerando uma cadeia linear.
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Figura 7. Variagdes nas ligagdes de ubiquitina e os seus papéis bioldgicos. A esquerda, estrutura secundaria
da molécula de Ub mostrando os seus 3 segmentos em a-hélice, 5 em folhas B, e, a distribuigdo dos sete residuos
de lisina. (a) Diferentes mecanismos de ligagdio da Ub a proteina-substrato: monoubiquitinacdo,
monoubiquitinacdo mdltipla e poliubiquitinacdo. (b) e (c) Modificacdes e tipos de cadeias de poliubiquitinagéo
marcando as proteinas que serdo encaminhadas a diferentes vias funcionais, de acordo com o ndmero de
ubiquitinas ligadas e o tipo de ligagOes entre estas.

Outros complexos proteicos regulatérios do 20SPT ja foram descritos (ilustrados na
Figura 8), como o proteassomo 11S ou PA26 envolvido na geracdo de peptideos para a
apresentacdo antigénica em associacdo ao imunoproteassomo (HILL et al., 2002; LI &
RECHSTEINER, 2001). Sua formagdo pode ser induzida por IFN-y, TNF-a, ou
lipopolissacarideos (NELSON et al.,, 2000). Neste caso, ao invés das subunidades
proteoliticas constitutivas (B1, B2 e BS) do proteassomo 20S constitutivo (c20SPT), as formas
induziveis (if1, iB2, e iB5) sdo usadas durante a sintese do proteossomo. Portanto, a principal
funcdo do imunoproteassomo é a producdo de pequenos oligopeptideos com C-terminal
hidrofobico, que podem ser apresentados por moléculas MHC-1 (Immuno histocompatibility
complex-1) sobre a superficie da célula. Ap6s o reconhecimento de antigenos desconhecidos
por células CD8'T, a célula de apresentacéo é destruida. Assim, a célula é capaz de responder
rapidamente a patdgenos ou processos inflamatorios. Como o proteassomo constitutivo, o
imunoproteassomo é capaz de degradar substratos (j& desdobrados ou desestruturados) de

forma independente de ATP. O proteassomo 11S é formado também por anéis heptaméricos
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que estimulam a hidrdlise de peptideos via estabilizacdo de uma conformacdo aberta do
20SPT (FORSTER et al., 2003 e 2005). O 11S induz a atividade do proteossomo
significativamente: a atividade 2 ¢ aumentada 10 vezes, e, tanto B1 e B5 50 vezes cada (DI,
1992; KUEHN & DAHLMANN, 1996). Ainda, a ligacdo de ambos os reguladores 11S e 19S
em cada extremidade do 20SPT forma o tipo “hibrido” (19S-20S-11S), capaz de degradar de
maneira dependente e independente de ATP, o que contribui para uma ampla variedade de
oligopeptideos para a apresentacdo de MHC-I.

Em levedura, um sistema regulatério do 20SPT é o BIm10, relacionado ao PA200 de
mamiferos. O BIm10 é uma proteina de aproximadamente 250 kDa sem funcdo fisioldgica
muito bem caracterizada, entretanto, quando associada ao proteassomo promove a
estimulacdo da degradacdo de peptideos (SADRE-BAZZAZ et al., 2010). QOutra proteina
regulatéria do 20SPT é a Ecm29. Acredita-se que essa estabilize o complexo 26SPT.
Entretanto, em resposta ao estresse oxidativo, Ecm29 desempenharia um papel fundamental
no desacoplamento das unidades 19S e 20S associando-se especificamente com 0 19S (PARK

et al., 2011). No entanto, 0 mecanismo exato bem como a sua funcéo permanecem incertos.

20SPT

l 19S

11S

Ecm29

Imunpproteassomo Proteassomo 26SPT
Hibrido

Figura 8. Proteinas regulatorias do proteassomo 20S. llustracéo das possiveis formas de interacbes do 20SPT
com as proteinas regulatorias: 11S (imunoproteassomo), 19S (26SPT), BIm10 e Ecm29. Note que, além do
20SPT de células eucaridticas poder se ligar a diferentes complexos regulatérios, as vezes 0 mesmo pode se ligar
a diferentes reguladores ao mesmo tempo em cada extremidade, como por exemplo: 19S-20S-11S (“hibrido™)
(JUNG & GRUNE, 2013).
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Apesar de diversos complexos e proteinas regulatdrias serem capazes de se associarem
ao 20SPT, as células de mamiferos e leveduras possuem mais de 20-30 % do proteassomo
destituido de subunidades regulatorias, ndo sendo capaz de reconhecer e degradar proteinas
poliubiquitinadas (BABBITT et al., 2005). Alternativamente, o 20SPT livre é capaz de
degradar de maneira independente de ATP e ubiquitina os substratos desestruturados, como
por exemplo, as proteinas oxidadas (ASHER et al., 2005; INAI & NISHIKIMI, 2002;
SHRINGARPURE et al., 2003). Trabalhos j& mostraram que o 20SPT pode clivar >20% de
proteinas intracelulares, iniciando o processamento do polipeptideo em regides desordenadas,
incluindo dominios internos (BAUGH et al., 2009; LIU et al., 2003). Tais proteinas podem
ser oxidadas durante o ciclo catalitico de enzimas, durante processos sinalizadores, €, durante
condicdes de desafios e estresses oxidativos. Assim, certas modificacbes na proteina incorrem
em perda de estrutura secundaria e terciaria, bem como em aumento de hidrofobicidade
superficial, fatores responsaveis pelo reconhecimento das proteinas-alvo pelo 20SPT.

O processo de oxidacgdo de proteinas € um fendbmeno permanente presente em todas as
células ocorrendo principalmente durante condicdes de desafios e estresses oxidativos
(DAVIES, 2000; FERRINGTON et al., 2001). Embora a degradacéo de proteinas danificadas
oxidativamente possa ocorrer tanto pelo 26SPT quanto pelo 20SPT varios estudos sugerem
que o 20SPT pode ser mais critico para a remocdo das mesmas (BREUSING & GRUNE,
2008; DAVIES, 2001; JUNG & GRUNE, 2008; PICKERING et al., 2010). Tudo indica que
as proteinas oxidadas ndo dependem de poliubiquitinacdo para serem reconhecidas e
degradadas pelo proteassomo (BAUGH et al., 2009; INAI & NISHIKIMI, 2002;
SHRINGAPURE et al., 2003). Assim, a degradagdo seletiva pelo proteassomo 20S de
proteinas oxidadas tem sido intensamente investigada e proposta como defesa antioxidante
celular (DAVIES, 2001; PACIFICI & DAVIES, 1990; VARSHAVSKY, 2005).

O mecanismo pelo qual as proteinas oxidadas interagem com o 20SPT néo esta claro.
No entanto, acredita-se que o aumento da hidrofobicidade superficial dessas proteinas parece
ser uma caracteristica importante para permitir a interacdo proteina-20SPT e consequente
degradacdo (PACIFICI et al., 1993). A degradacdo através do proteassomo produz pequenos
peptideos, a maioria dos quais sdo rapidamente hidrolisados por peptidases citosolicas a
aminoéacidos, exceto alguns deles com papel imunologico (KNECHT et al., 2009).

O acumulo de proteinas oxidadas devido ao aumento do processo oxidativo quanto ao
decréscimo de sua remocgdo esta fortemente associado ao processo de envelhecimento e

subjacente a patogénese de diversas doencas neurodegenerativas (BUTTERFIELD et al.,
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2006; STADTMAN, 2006). Contudo, as condigdes ndo reguladas de oxidagédo levam ao dano
protéico com possivel desestruturacdo e perda de funcdo. Portanto, se a remocdo destas
proteinas ndo ocorre rapidamente, seu acumulo pode acarretar em grande citotoxicidade,
levando até mesmo a morte celular (COSTA et al., 2007; DUNLOP et al., 2009). Contudo, a
remocdo dessas proteinas danificadas oxidativamente é considerada uma defesa antioxidante e
preventiva de agregacdo proteica (DAVIES, 2001; JUNG, et al.; 2009; VARSHAVSKY,
2005).

Regulacéo do proteassomo 20S por modificacéo pés-traducional

Algumas proteinas sdo frequentemente modificadas posteriormente a sua traducéo, e em
muitos casos, adquirem a sua funcdo intrinseca mediante a tal modificacdo ocorrida. Assim,
modificacdes pos-traducionais (PTMs) podem regular as funcdes das proteinas alterando as
suas estruturas e propriedades fisico-quimicas (MANN & JENSEN, 2003; WITZE et al.,
2007) incluindo a sua atividade bioquimica, a localizacéo intracelular e as interacdes proteina-
proteina. Portanto, a identificacdo e caracterizacdo de PTMs sdo importantes para a
determinacéo da funcdo de proteinas bem como para a compreensdo de como as proteinas sdo
reguladas em varios ambientes celulares.

Ja foram descritas varias PTMs ocorridas no 20SPT de diversos organismos, e apesar de
identificadas, muitas ainda ndo possuem funcéo fisioldgica conhecida. Existem interpretacdes
e alguns dados indiretos de que essas modificacGes estejam correlacionadas com a modulacéo
da atividade proteolitica, manutencdo da meia-vida da unidade 20S e no processo de
associacdo das subunidades para a montagem do 20SPT (processo de “assembly” ou
automontagem). Embora a maioria das PTMs identificadas in vivo tenham sido descritas
inicialmente em baixas concentracfes, as limitacfes das técnicas e no uso da espectrometria
de massa dificultavam as identificacfes das PTMs nas subunidades devido a baixa abundancia
de peptideos modificados em oposi¢do a peptideos ndo modificados, e também a baixa
eficiéncia de ionizacdo dos peptideos modificados em um espectrometro de massa,
necessitando assim de técnicas mais sensiveis para a detec¢do (KIKUCHI et al., 2010).
Contudo, o desenvolvimento e aperfeicoamento da espectrometria de massa e das técnicas

associadas para PTMs facilitaram a identificagdo e analise de varias PTMs.
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Dentre as PTMs descritas ocorridas nas subunidades do 20SPT esté a fosforilacdo, onde
um grupo fosfato se liga a residuos de serina, treonina, e/ou tirosina de proteinas, formando
diferentes fosfoproteinas. Assim, as proteinas podem mudar o seu modo de interacdo com
outras proteinas ou ligantes. Contudo, essa PTM desempenha um papel importante na
transducdo de sinal inter e intracelular, sendo também uma reacdo reversivel que envolve a
acdo de proteinas quinases e fosfatases, e o tempo de reacdo pode variar de acordo com a
situacdo. IWAFUNE et al. (2002) identificaram no 20SPT de levedura as subunidades o2, o4
e o7 fosforiladas, apresentando-se em multiplos spots em andlise por 2-DE sendo
posteriormente reduzidas a um Unico spot ap6s o tratamento com fosfatase alcalina. Além
disso, o tratamento do proteassomo com a fosfatase alcalina aumentou o valor da constante
cinética (Km) para a atividade tipo-quimiotripsina, indicando a fosforilacdo como detentora
de um papel regulatério da atividade proteassomal. Posteriormente, IWAFUNE et al., 2004
identificaram trés residuos suscetiveis a esta modificagdo na subunidade o7 (Ser258, Ser263 e
Ser264). A fosforilagdo da subunidade o7 é regulada negativamente por acéo de interferon-y,
diminuindo a quantidade de 26S e aumentando os niveis do imunoproteassomo. No entanto,
apesar de néo ser essencial na montagem do 26SPT, a fosforilagdo desta subunidade parece
estar envolvida na estabilizacdo do complexo (BOSE et al., 2004).

Outra PTM ¢ a acetilacdo N-terminal de algumas subunidades do 20SPT. KIMURA et
al. (2000 e 2003) investigaram a acetilagcdo do 26SPT na levedura S. cerevisiae e encontraram
todas as subunidades o acetiladas no N-terminal, bem como as subunidades 33 e p4. Além
disso, descreveram enzimas responsaveis por essa modificacdo. Em células de mamiferos, as
subunidades a2, a5, a7, B3, e p4 também foram descritas como acetiladas (GOMES et al.,
2006). Essa conservagdo em leveduras e mamiferos da acetilacdo N-terminal das subunidades
a2, ab e a7, bem como das duas subunidades B, sugere um possivel papel funcional desta
modificacdo durante a associacdo do 20SPT. Entretanto, o papel da Na-acetilagdo no 20SPT
continua a ser identificado.

Além das PTMs citadas acima, algumas subunidades do 20SPT também sofrem o
processo de glutationilagdo, que é formacdo de dissulfeto misto entre a glutationa e residuos
de cisteina de proteinas. Descrita originalmente como um resultado do estresse oxidativo
(ZIEGLER, 1985), a S-glutationilagdo foi posteriormente reconhecida como uma PTM que
pode desempenhar importantes funcGes regulatérias (DALLE-DONNE et al., 2009;
GALLOGLY & MIEYAL, 2007; HILL & BHATNAG, 2012), como sera abordado abaixo.
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Glutationa e a glutationilacdo do proteassomo

A glutationa (GSH) é o mais abundante e versatil tiol de baixo peso molecular na célula.
E um tri-peptideo (y-GluCysGly) encontrado em algumas eubactérias e em todos os
organismos eucariéticos, incluindo vegetais e fungos. A ligacdo y-glutamil da GSH é
resistente ao ataque por peptidases intracelulares, permitindo que o peptideo se acumule nas
células em concentracfes elevadas (1-10 mM) (SIES, 1999). Existe em suas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG), sendo um dos principais tamp@es redox intracelulares, atuando
direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, como na manutencdo da
homeostase redox, estando envolvida no sequestro de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, além de suprir de equivalentes redutores, diversas enzimas como
glutationa peroxidase (Gpx) e glutarredoxinas (Grx) (MEYER & HELL, 2005; POCSI et al.,
2004). O metabolismo de GSSG envolve ainda sua reducgéo pela acdo da enzima Glutationa
Redutase (GR) que utiliza NADPH como equivalente redutor, recuperando o conteudo de
GSH, sendo que a razdo entre GSH:GSSG é um dos fatores determinantes do estado redox
intracelular (JONES et al., 2002).

Entretanto, nos ultimos 10 anos, a investigacdo sobre a S-glutationilacdo de proteinas
foi intensificada devido a maior compreensao sobre o papel de ROS e das espécies derivadas
de NO na transducdo de sinal e, provavelmente também, pela reversibilidade desse processo
(GUTSCHE et al., 2009; KLATT & LAMAS, 2000). Além da adicdo de glutationa em
proteinas ser um processo antioxidante no qual as sulfidrilas protéicas sdo protegidas de
hiperoxidacdes irreversiveis através da formacgdo de dissulfetos mistos com a glutationa
servindo como transdutor de sinal redox, a S-glutationilacdo também é vista como uma
importante PTM, atuando de maneira regulatoria sobre a atividade de diversas enzimas
(GHEZZI, 2005; GIUSTARINI et al., 2004; HOLMGREN, 1989; SHELTON & MIEYAL,
2008). Assim, a célula ao se recuperar do estresse, reduziria os dissulfetos mistos por
processos enzimaticos regenerando as sulfidrilas proteicas (GILBERT, 1995). Portanto,
inimeras proteinas podem ser glutationiladas devido a mudangas no ambiente redox
intracelular, como chaperonas, fatores de transcricdo, proteinas do citoesqueleto, reguladores
de ciclo celular e enzimas intermediarias do metabolismo (LIND et al., 2002).

A formacéo do dissulfeto misto entre os residuos de cisteina protéicos e a glutationa
pode ocorrer por diferentes vias de acordo com o estado redox da sulfidrila de ambos. Os

mecanismos mais relevantes fisiologicamente estdo demonstrados na Figura 9, onde a

31



glutationilacdo pode ocorrer pela reacdo direta de GSSG com Cys protéicas reduzidas (-SH),
mecanismo que supostamente ocorre quando a razdo GSH/GSSG intracelular diminui a niveis
criticos (reacdo 1). Alternativamente, a glutationilacdo por glutationa reduzida (GSH) pode
ocorrer ap6s a oxidacdo da sulfidrila por espécies reativas do oxigénio (ROS) formando
intermediérios ndo radicalares como o &cido sulfénico (-SOH, reacdo 2), este altamente
reativo (CLAIBORNE et al., 2001; NETTO et al., 2007), fator que rapidamente poderia
tornar o residuo de cisteina susceptivel a S-glutationilacdo. A glutationilacdo por GSH
também pode ocorrer pela reacdo com a cisteina na forma de nitrosotiol (-SNO, reacéo 3)

(DEMASI et al., 2014 — revisdo apresentada em anexo 1V).
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Figura 9. Principais mecanismos de S-glutationilagéo de proteinas. (1) descreve 0 mecanismo cléssico de S-
glutationilagdo proteica. Este mecanismo causa modificagdo através da troca de tiol-dissulfeto. A formagdo pode
ser desencadeada por um aumento no pool de GSSG (ou GSOH e GS(O)SG) mediada pela formagdo
intensificada de ROS; (2) descreve os mecanismos com base na formagéo do acido sulfénico na proteina através
da reacdo com perdxidos ou peroxinitrito seguido pela reacdo com GSH. Outros oxidantes fisiol6gicos, por
exemplo, &cido hipocloroso ou derivados de cloramina podem também oxidar os grupos tiol para formar o &cido
sulfénico (GUPTA & CARROLL, 2014); (3) descreve os mecanismos baseados em proteina nitrosilada que sdo
formadas através da reagdo com intermediarios do metabolismo de NO (Adaptado de DEMASI et al., 2014).

A descricdo da S-glutationilagdo no 20SPT se deu primeiramente em celulas de
mamiferos (epitélio hepatico de ratos) incubadas com inibidores irreversiveis e especificos do
proteassomo como lactacistina, NLVS e B-lactona. Observaram também que preparacfes de
20SPT purificadas de eritrécito humano e de eritroblasto de coelho possuiam atividade ChT-

L, porém ndo a T-L, modulavel pela incubagdo com GSH, GSSG e cisteina. A modulagéo da
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atividade do proteassomo por GSH e GSSG in vitro, foi interpretada como fenémeno
consequente da glutationilagédo do 20SPT (DEMASI et al., 2001).

Posteriormente, foi descrito o mecanismo in vitro pelo qual ocorre o processo de S-
glutationilacdo do 20SPT de levedura S. cerevisiae. Os resultados deste trabalho
demonstraram que durante o estresse oxidativo, residuos de cisteinas do 20SPT podem ser
oxidados para Cys-SOH seguido de S-glutationilagdo pela forma reduzida da glutationa.
Assim, acredita-se que o mecanismo de glutationilacdo do 20SPT inclui a formacdo do
intermediario acido sulfénico em suas sulfidrilas e esta modificacdo causa diminuicdo da
atividade ChT-L in vitro. Células de levedura desafiadas com per6xido de hidrogénio
revelaram a presenca de glutationa incorporada ao 20SPT, demonstrando a provavel
ocorréncia do fenémeno in vivo, dependente do estado redox celular. A glutationilacdo do
20SPT de levedura também inibiu a atividade ChT-L, porém, ndo alterou a atividade T-L
(DEMASI et al., 2003).

Em trabalho publicado pelo nosso grupo, SILVA et al. (2012) descreveram o0s
mecanismos de modulacdo da atividade do 20SPT por glutationilacdo. Neste, foram
identificados por espectrometria de massas a glutationilacdo de alguns residuos de Cys
concentrados exclusivamente em subunidades o do 20SPT. Uma das consequéncias
estruturais dessa modificagdo em subunidades o, é que além de modular as atividades sitio-
especificas, indicando um mecanismo alostérico da atividade proteassomal, dados obtidos por
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e por SAXS (Small Angle X-ray Scattering)
mostraram que a glutationilacdo desses residuos promove a abertura da camera catalitica o
que facilitaria a entrada do substrato a ser degradado, e, consequente desacoplamento ou
inibicdo do acoplamento com 19SPT. Outro dado bastante significativo é o fato de que a
forma glutationilada, quando comparada a reduzida, degrada mais eficientemente proteinas
oxidadas. A andlise do 20SPT isolado de leveduras crescidas em meio YPD até a fase
estacionaria glutationilado in vivo e in vitro permitiu a identificacdo de quatro diferentes
subunidades glutationiladas (04, a5, a6 ¢ a7) e um total de sete residuos de cisteinas
diferentes distribuidos entre elas (Figura 10a). Entretanto, apenas as cisteinas presentes na
subunidade a5 (Cys76 e Cys221) foram encontradas em ambas as situagdes citadas acima,
sugerindo uma especificidade no processo de regulagéo redox do 20SPT.

Com relagdo aos residuos de cisteina encontrados glutationilados na subunidade a5,
observou-se por estrutura tridimensional, que a Cys221 € o unico residuo modificado cujo

grupo tiol esta totalmente acessivel ao solvente, portanto, sujeita as influéncias do estado
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redox celular (como ilustrado na Figura 10b). Posteriormente, anélises do alinhamento da
sequéncia primaria desta subunidade revelaram que o residuo Cys76 € altamente conservado,
desde S. cerevisiae a humanos, sugerindo dessa forma um papel proeminente para este residuo

(Figura 10c).
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Figura 10. Residuos de cisteina identificados S-glutationilados no proteassomo 20S de S. cerevisiae. (a)
Vista frontal do anel o do 20SPT ilustrando os residuos de cisteina encontrados glutationilados, totalizando 7
residuos. (b) Estrutura 3D do 20SPT evidenciando que o residuo Cys221 da subunidade o5 apresenta a sulfidrila
totalmente exposta ao solvente (indicado pela seta amarela). (c) Alinhamento da sequéncia priméaria da
subunidade a5 do 20SPT mostrando a conservacéo do residuo Cys76 entre as espécies. Os alinhamentos foram
realizados com o software MegAlign DNASTAR e ClustalW2 - European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ msa/clustalw2/), e as sequencias primarias foram obtidas do SGD (Saccharomyces
Genome Database) e NCBI Protein Database (SILVA et al., 2012).
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Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudos bioldgicos

Para o entendimento de diversos processos biologicos, organismos modelos sao
extensivamente estudados por apresentarem grande simplicidade quando comparados com
organismos complexos. Estes organismos possuem o0 genoma totalmente sequenciado e
muitos genes conhecidos, além de conferirem determinadas caracteristicas que os tornam
altamente atraentes para estes estudos devido as vantagens que proporcionam. Com isso,
diversos trabalhos tém auxiliado nos estudos do comportamento, envelhecimento,
desenvolvimento embrioldgico e corporal de organismos complexos, além da busca por novos
medicamentos, e 0 entendimento de véarias doencas humanas devido a grande quantidade de
mutantes disponiveis e ao acumulo de informacéo destes organismos modelos.

Dentre  os  principais  organismos  modelos  destaca-se a  levedura
Saccharomyces cerevisiae, um fungo unicelular, primeiramente isolado do malte empregado
na producdo de cerveja. O nome vem do grego latinizado: saccharo significa agucar, myces,
fungo, e cerevisiae, da cerveja, assim sendo um organismo muito Gtil para o homem na
fabricagdo de vinho, cerveja e pdes (FELDMANN, 2010). Essa levedura é encontrada
naturalmente nas cascas de uvas e € dispersa por alguns tipos de vespas, processo importante
para manter a diversidade de leveduras selvagens (STEFANINI et al., 2012).

As células da levedura S. cerevisiae sdo elipticas, medindo cerca de 6 a 8 mm de
comprimento por 5 um de largura. Reproduzem-se assexuadamente por brotamento (ou
gemulacéo), onde o nucleo se divide e uma por¢édo dele entra no broto juntamente com outras
organelas; o broto aumenta de tamanho e entdo se separa. Assim, uma nova célula é formada
como uma pequena protuberancia da célula antiga. Muitas leveduras multiplicam-se
assexuadamente somente na condicdo hapldide. Cada célula hapléide é capaz de servir como
gameta e, em certo momento, duas células hapldides podem fundir-se formando uma célula
diploide, ou zigoto. Algumas leveduras também realizam a reproducdo sexuada por meio de
um processo denominado esporulacdo em que ocorre fusdo de duas células. Embora a maioria
das leveduras reproduza-se apenas como células individuais, algumas leveduras podem
formar filamentos sob determinadas condi¢des ambientais (como por exemplo, a
indisponibilidade de nitrogénio) (MADIGAN et al., 2004).

Dentre as principais vantagens no uso de S. cerevisiae como organismo modelo pode-se

citar:
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« E um organismo unicelular capaz de crescer em meio de cultura definido, o que
possibilita maior controle das interferéncias fisico-quimicas ambientais;

* O cultivo de leveduras é barato, depende de pequeno espago para crescimento que
pode ser modulado em diferentes temperaturas;

* Possui tempo de geracdo pequeno e um ciclo de vida curto, com alternancia de
geragdes, facilitando estudos e manipulacdes genéticas;

* As células se dividem e a progénie pode ser separada por micromanipulagao;

* Pode ser mantido e estudado em seu estado hapldide, possibilitando assim estudos de
recombinacdo homologa e mutagdes recessivas.

Ainda, o pequeno tamanho de seu genoma possibilitou o primeiro sequenciamento
genético completo de eucariontes (GOFFEAU et al., 1996), o0 que permitiu um maior controle
de estudos moleculares no organismo. O DNA nuclear, de 12068 kilobases, estad organizado
em 16 cromossomos, com cerca de 6000 genes que codificam proteinas em potencial. Estudos
genéticos posteriores revelaram alto grau de conservagdo ou de similaridade entre os produtos
génicos de leveduras e de outros eucariotos, o que mostrou que as leveduras sdo excelentes
modelos para a analise de genes de outros organismos. A levedura € também, excelente
modelo para estudos mitocondriais, pois € um organismo aerobio facultativo, o que permite
isolar mutantes respiratérios em meios apropriados, e, a maioria dos genes mitocondriais de S.
cerevisiae sdo altamente conservados nos outros eucariotos, permitindo estudos fisiol6gicos
de proteinas mitocondriais (FOURY & KUCEJ, 2001; RABILLOUD et al., 1998).

As células de levedura podem ser cultivadas tanto em meio rico, quanto em meio
minimo. O meio rico YPD (Yeast Extract, Peptone e Dextrose) apresenta grande quantidade
de nutrientes (fonte protéica, micronutrientes e fonte de carbono), e € normalmente usado para
o crescimento de levedura quando “condi¢des especiais” ndo sdo necessarias. J4 no meio
minimo, a disponibilidade dos nutrientes, bem como o crescimento e alimentacdo celular séo
controlados de maneira que ocorra a selecdo das células de interesse. Entretanto, utiliza-se
YNB (Yeast Nitrogen Base) sem aminoacidos e glicose como um meio basal onde
posteriormente adiciona-se 0s aminoacidos de acordo com as auxotrofias da linhagem. Ambos
0s meio de cultura citados acima podem induzir as células de levedura a seguirem uma via
fermentativa (meio de crescimento em glicose) ou uma via respiratoria (meio de cultivo em
glicerol e etanol). No inicio do crescimento (fase lag), as células de levedura passam por um
periodo de adaptagdo ao meio. Subsequentemente, na fase log, esta caracterizada pelo

aumento exponencial do namero de células e intenso metabolismo, as células utilizam a
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glicose para producdo de energia por meio da via glicolitica, ocorrendo a fermentagéo e a
repressdo do metabolismo oxidativo. Conforme diminui a concentragdo de glicose disponivel
no meio de cultura (menos de 0,5%), ocorre gradativamente a ativacdo de genes que
codificam enzimas que participam da biossintese de mitocondrias, proteinas necessarias para
a utilizacdo de fontes de carbono alternativas e outros fatores necessarios ao metabolismo
respiratério (CRAUWELS et al., 1997). Assim, com o esgotamento da glicose, as células
comecam a se adaptar para usar o etanol (principal produto da fermentacdo) como fonte de
carbono, e consequentemente ocorre a producdo de componentes da cadeia de transporte de
elétrons e enzimas do ciclo de Krebs. Portanto, as células de levedura modificam seu
metabolismo de fermentativo para oxidativo, onde enzimas e metabdlitos antioxidantes, bem
como outros sistemas de protecdo sdo sintetizados. Uma vez esgotado o etanol ou outro
nutriente essencial, as células de levedura entram na fase estacionaria de crescimento, ndo
havendo mais divisdo celular e ocorrendo diminuicdo da sua taxa metabdlica. No entanto, as
células podem ainda sobreviver semanas ou meses as custas de suas reservas.

As linhagens de S. cerevisiae possuem um estado hapl6ide (com 16 cromossomos) e
outro diploide, onde duas células de levedura haploides podem fundir-se (acasalar),
produzindo uma célula dipl6ide (com 32 cromossomos). Nas células hapldides, a mitose
ocorre antes de cada divisdo celular, a fim de manter os 16 cromossomos por célula. J& a
meiose corresponde a um processo de conversdao do estado dipléide para hapléide, no qual
envolve duas divisdes, ou seja, na primeira divisdo meiotica, 0s cromossomos homologos sao
segregados em células separadas, alterando o estado genético de dipldide para haploide, e, na
segunda divisdo meidtica € essencialmente igual a mitose, uma vez que as duas células
haploides se dividem, originando um total de quatro gametas haploides. As leveduras
apresentam dois tipos de células haploides denominados “a” e “o”, sendo tal determinado
geneticamente por uma regido em um dos cromossomos denominada locus MAT (do inglés
mating type ou “tipo de acasalamento”), nas quais as células do tipo “a” (MATa) se acasalam
com células do tipo “o” (MATa) e vice-versa. Esses genes também regulam outras atividades,
como a produgdo dos hormonios peptidicos, fator o ou fator a, excretado pelas células de
levedura em processo de acasalamento. Esses hormonios ligam-se as células do tipo de
acasalamento oposto, promovendo modificagdes em sua superficie celular, a fim de permitir a
fusdo. Uma vez que células de tipos de acasalamento opostos tenham-se associado, ocorre a

fusdo de ambas as células e de seus nucleos, resultando na formacéo de um zigoto dipldide. A
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partir deste Ultimo, a meiose restaura a forma vegetativa hapldide, completando o ciclo de
vida (MADIGAN et al., 2004).

Assim, mutacOes recessivas podem ser isoladas e manifestadas nas linhagens haploides,
e 0s ensaios de complementacdo podem ser realizados em linhagens diploides. Genes
correspondentes a qualquer caracteristica genética podem ser identificados por ensaios de
complementacdo utilizando bibliotecas de plasmideos. Os plasmideos podem ser introduzidos
nas celulas de levedura como moléculas replicadoras ou pela sua insercdo no genoma, onde
nesta Ultima a integracio do DNA transformante procede exclusivamente através de
recombinagdo homoéloga. Dessa maneira, genes normais do “tipo selvagem”, mesmo aqueles
que ndo possuem nenhuma mutagdo conhecida podem ser substituidos por genes inativados
pela insercdo de um gene reporter e/ou por alelos portadores de mutagdes sitio-especificas. Os
fenotipos decorrentes das mutacGes em genes de leveduras tém contribuido significativamente
para a compreensdo da funcdo de certas proteinas in vivo (SHERMAN, 2002).

A maioria dos plasmideos utilizados para estudos em leveduras sdo “shuttle”, ou seja,
vetores que contém sequéncias que permitem serem selecionados e propagados tanto em E.
coli, através de marcadores selecionaveis a antibioticos (como por exemplo, o gene P-
lactamase, BLAZ2, conferindo resisténcia & ampicilina), quanto capazes de se propagarem em
leveduras por meio de marcadores auxotréficos permitindo a selecdo de células
transformantes contendo o plasmideo desejado (exemplo: URA3, HIS3, LEU2, TRP1 e LYS2,
0s quais complementam mutacdes auxotroficas especificas em levedura, tais como ura3-52,
his3-41, leu2-A1, trpl-Al e lys2-201, respectivamente). Existem inimeros tipos de vetores
“shuttle” os quais podem ser classificados como: integrativos, Y1p; epissomais (ou vetores de
replicacdo autbnoma com alto nimero de cdpias), YEp; centroméricos (ou vetores de
replicacdo autdbnoma com baixo nimero de cdpias, YCp). O Ylp (yeast integrating plasmids)
contém genes selecionaveis, porém, ndo possuem a sequéncia que permite a replicacdo
autdbnoma desse plasmideo na levedura. Portanto, a transformacdo ocorre pela integracdo do
plasmideo YIp no genoma da levedura por recombinagdo entre as sequencias clonadas no
plasmideo e a regido de homologia presente no genoma da levedura. O YEp (yeast episomal
plasmids) contém sequéncias conhecidas como “circulo 2 pm” que serve como uma origem
de replicacdo. Essas sequéncias permitem a replicacdo extracromossomal e conferem alta
frequéncia de transformacdo. O YCp (yeast centromeric plasmids) contém sequéncias
centromero (CEN), e, sequéncias de replicacdo autbnoma (ARS), embora presentes em

namero de copias muito baixos na célula (em torno de 1 a 3).
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As células de levedura tém similaridades marcantes com as células de mamiferos em
niveis de macromoléculas e de organelas, e, tem sido mostrado que um grande ndmero de
proteinas de leveduras possuem funcionalidade altamente conservada com proteinas
homologas humanas. O fato de que muitos genes envolvidos em desordens humanas estéo
associados com um grande espectro de fenotipos observados em levedura, e que podem ser
identificados através da selecdo do crescimento quantitativo deste microrganismo, reforga o
uso de leveduras como sistema modelo gerando cada vez mais contribuicdes relevantes para a
compreensdo de diversos mecanismos moleculares em células humanas, bem como a
caracterizagdo de diversas doengas (BARRIENTQOS, 2003).

Por fim, neste trabalho realizamos mutac@es sitio-especificas no gene PUP2, o qual
codifica para a subunidade a5 do 20SPT em linhagens da levedura S. cerevisiae através da
substituicdo dos dois residuos de cisteina glutationilaveis em meio YPD (C76S e C221S), a
fim de estudar as consequéncias oriundas das trocas dos residuos de cisteina por serina, e,
particularmente, seus efeitos quanto ao processo de glutationilacdo do 20SPT. Realizamos
analises estruturais e fenotipicas no 20SPT dessas linhagens em comparagdo com a selvagem
a fim de avaliar e compreender as mudancas observadas oriundas das mutacdes realizadas.
Assim, o entendimento deste mecanismo de regulacdo e a importancia de cada Cys no
processo de modulacdo da atividade catalitica contribuirdo para a caracterizacdo deste
processo 0 que, futuramente, pode auxiliar no desenvolvimento de inibidores ou ativadores
especificamente desenhados para o proteassomo, importante alvo para tratamentos de doencas
neurodegenerativas (MATSUDA & TANAKA, 2010; MONTAGUT et al., 2006;
PETRUCELLI & DAWSON, 2004).
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1. Objetivos

O objetivo geral deste projeto consiste em avaliar o papel de residuos de cisteinas
glutationilaveis sobre a atividade do 20SPT da levedura S. cerevisiae, e, 0 envolvimento desta

modificacdo pds-traducional com o metabolismo redox intracelular.

Entre os objetivos especificos:

> Caracterizar o papel das Cys da subunidade a5 do 20SPT através de mutacdes sitio-
especificas (C76S e C221S);
> Fazer analises comparativas in vitro da linhagem selvagem e mutantes quanto a

estrutura e funcionalidade do 20SPT;
> Investigar in vivo as alteracbes fenotipicas como a capacidade de crescimento,

tolerancia ao estresse oxidativo e a longevidade dessas linhagens.
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I11. Materiais e Métodos

Linhagens e plasmideos utilizados
As tabelas abaixo descrevem as linhagens e os plasmideos utilizados durante a execugédo

deste trabalho:

Tabela 1: Linhagens de S. cerevisiae com seus respectivos gendétipos e referéncias.

Linhagem Gendtipo Referéncia
(ROTHSTEIN, R.
a/aW303 MATa/a, ade2-1, trpl-1, his3-115, leu2-3,112 ura3-1 Columbia
University)
i (TZAGOLOFF,
CB11 MATa, ade-1 1975)
L (TZAGOLOFF,
KL14 MATa, his-, lle-, Val 1975)
MATa, his3_200, leu2-3,112, lys2-801, trpl_63, ura3-52, PRE1 (DESHAIES,R.
RJD1144 FH Ylolaco11 URA3 Caltech, Pasadena,
P CA-EUA)
A/aW303Apup2 Z/I&J‘Lazlﬁmsgdez-l, trpl-1, his3-115, leu2-3,112 ura3-1 (Este estudo)
MATa, ade2-1, trp-1, his3-115, leu2-3, 112 ura3-1 Apup2::HIS3,
W303Apup2/PUP2 YEplac181-PUP2 LEU2 (Este estudo)
c2218 MATq, ade2-1, trp-1, his3-115, leu2-3, 112 ura3-1 Apup2::HIS3,
W303Apup2/PUP2 YEpIaclSl-PUPZCZZlSLEUZ (Este estudo)
c2218 MATa, ade2-1, trp-1, his3-115, leu2-3, 112 ura3-1 Apup2::HIS3,
RIApup2/PUP2 Y1p349-PUP2C?2 TRP1 PREL FH::Ylplac211 URA3 (Este estudo)
c765 MATa, ade2-1, trp-1, his3-115, leu2-3, 112 ura3-1 Apup2::HIS3,
RIApup2/ PUP2 Y1p349-PUP2578 TRP1 PREL FH ::YIplac211 URA3 (Este estudo)
MATa/o, ade2-1, trp-1, his3-115, leu2-3, 112 wura3-1
alaRJApuUp2/PUP2CT8S/C221S Apup2::HIS3, Y1p349-PUP2C768/C221S TRP1 PREL FH::Ylplac211l (Este estudo)
URA3
Tabela 2: Linhagem de E. coli com seu respectivo genotipo e referéncia.
Linhagem Gendtipo Referéncia

A(gpt-proA)62, leuB6, thi-1, lacY1, hsdg20, rpsL20

RR1 (Str"), ara-14, galK2, xyl-5, mtl-1, supE44, mcrBg

(HANAHAM, 1983)
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Tabela 3: Plasmideos utilizados com suas respectivas referéncias.

Plasmideo Referéncia
puC18 VIEIRA & MESSING, 1982
YEplac181 GIETZ & SUGINO, 1988
Y1p349 “Cortesia do Prof. Alexander Tzagoloff- Columbia University"

Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para o crescimento de S. cerevisiae e E. coli foram
preparados conforme descrito por ROSE et al. (1990), e as composi¢Ges dos meios estdo
listadas na tabela 4. Os meios sélidos foram preparados conforme descricdo na tabela 4,
seguido da adicdo de 2% de agar bacterioldgico. Todos os meios de cultura foram preparados
e autoclavados por 15 minutos a 120 °C para esterilizag&o.

Tabela 4: Composicdo dos meios de cultura utilizados para o crescimento de S.
cerevisiae e E. coli.

YPD: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% ou 4% glicose.

YPEG: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% etanol; 3% glicerol.

WO (meio minimo com glicose): 2% glicose; 0,2% de base nitrogenada sem aminoécidos (YNB-AA-Yeast Nitrogen
Base without aminoacids); 0,5% NH*SO? suplementado com requerimentos auxotréficos (uracila e adenina: 2 mg/mL;
triptofano, histidina, leucina e lisina: 10 mg/mL).

KAc (meio de esporulacdo): 0,5% extrato de levedura; 1% acetato de potassio; 0,05% glicose. Suplementado com
requerimentos auxotréficos (uracila e adenina: 2 mg/mL; triptofano, histidina, leucina e lisina: 10 mg/mL).

E. coli:

LB (Luria-Bertani): 1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 0,5% NaCl; 0,1% glicose.

Lamp: 1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 0,5% NaCl; 0,1% glicose; [100 pg/mL] de ampicilina.
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Condig0es de cultivo dos microrganismos
As células das linhagens de S. cerevisiae e E. coli foram cultivadas a 30 °C e 37 °C, sob
constante agitacdo a 170 e 120 rpm, respectivamente. As diferentes linhagens de S. cerevisiae

foram armazenadas em meio liquido YPD 2% contendo glicerol 20%, a - 70 °C.

Métodos gerais para a manipulagdo de DNA

A manipulacdo geral dos acidos nucleicos, incluindo eletroforese de DNA, digestédo
com enzimas de restricdo, ligacdo e purificacdo dos fragmentos de DNA, foi feita conforme
descrito por SAMBROOK et al. (1989). O processo de amplificacdo dos fragmentos de DNA
foi realizado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, deve-se conhecer o
segmento alvo e elaborar primers (iniciadores) que se hibridam a ele. Essa reacdo consistiu na
utilizacdo dos seguintes reagentes: 20 pL de tampdo de polimerase (5x) com MgCl,, dNTPs
(2,5 M), 0,2 pmol/uL de cada oligonucleotideo iniciador, 2U de Tagq DNA polimerase,
aproximadamente 10 ng de DNA e agua Milli-Q para um volume final de 100 pL. A mistura
foi colocada no termociclador e, a amplificacdo realizada em 39 ciclos, conforme abaixo:
1) 94 °C - 30 segundos, para a desnaturacdo e separacao da dupla-fita de DNA,
2) 55 °C - 1 minuto, para hibridacéo dos oligonucleotideos com a fita molde de DNA, e
3) 72 °C - 2 minutos, para a extensao da amplificacdo promovida pela DNA-taq polimerase.

Apos a amplificacdo do fragmento foi realizada a extracdo dos produtos de PCR, cujo
objetivo é purificar o DNA amplificado, retirando os outros componentes utilizados na reacao
de PCR. A purificac¢do do produto da PCR consistiu em adicionar 1 volume de fenol saturado
nas amostras e misturar por inversdo com posterior centrifugagdo por 3 minutos a 13.200 rpm
em microcentrifuga eppendorf 5415D. A fase aquosa com o material amplificado foi coletada
e transferida para um novo tubo contendo 1 volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e
agitado fortemente. Apds centrifugar, conforme descrito acima, o sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo contendo 1/20 do volume de NaCl (5 M) e 2.5 volumes de
etanol 100%. Os tubos foram agitados e incubados a -80 °C por 5 minutos. Apos este tempo,
0 precipitado de DNA foi lavado duas vezes com etanol 80%, secado em bomba de vacuo e
entdo ressuspendido em 40 pL de dgua Milli-Q.

O plasmideo recombinante (pDNA), foi construido digerindo o vetor e 0 DNA com
enzimas de restricdo com sitios especificos permitindo sua ligacdo pela acdo da enzima T4
DNA-ligase. Os fragmentos foram separados e selecionados por eletroforese em gel de

agarose a 1%, sendo recuperados, posteriormente, por eletroeluigéo.
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A eletroeluicdo é um procedimento indicado para recuperar fragmentos de DNA do gel
de agarose que ainda seréo ligados a outros. Consiste em primeiramente separar o fragmento
de DNA em gel de agarose vertical 1% para maior definicdo de bandas e maior
aproveitamento de DNA. Cora-se 0 gel com brometo de etideo e visualiza no UV, protegendo
0 gel de boa parte da irradiagdo UV para evitar mutacbes no DNA. Detectada a banda de
interesse, corta a banda respectiva e insere a mesma numa membrana de diélise previamente
hidratada com agua Milli-Q. Adiciona-se tampao TBE 1/10 na membrana contendo o
fragmento de gel. Em seguida remove o0 excesso de tampéo, sem deixar bolhas na membrana,
prende as extremidades com grampos de plastico, e entdo, submete a mesma a uma corrente
elétrica de 300 V por 15 minutos para eletroeluir o DNA do gel de agarose. Apos esse tempo,
pipeta o liquido contendo tamp&o e DNA para um tubo conico e faz a extracdo do DNA com
fenol/cloroférmio, conforme descrito acima, e ressuspende em 5-10 puL de agua Milli-Q.
Verificar em gel de agarose a quantidade de DNA que foi eletroeluida para posterior ensaio de
ligagéo.

Preparacdo de bactérias E. coli competentes para transformacdo com DNA
plasmidial recombinante

A preparacdo de bactérias E. coli competentes para a transformacdo com DNA exdgeno
foi feita pelo método de CaCl, (SAMBROOK et al., 1989).
Para obter as bactérias competentes, células de E. coli da linhagem RR1 foram cultivadas em
50 mL de meio LB liquido a 37 °C sob uma agitacdo de 120 rpm por aproximadamente 2
horas. Em seguida a cultura foi transferida para tubos conicos estéreis (50 mL) e
centrifugados a 4.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 0s
sedimentos ressuspendidos em 10 mL da solu¢do A (10 mM CaCl,, 10 mM Tris pH 7.5) a
4°C. A solucdo com células foi centrifugada a 4.000 rpm a 4 °C por 10 minutos e
posteriormente descartado o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido na solucdo B (30
mM CaCly, 10 mM Tris pH 7.5) a uma temperatura de 4 °C e mantido em gelo por 30
minutos. Apds, o material foi centrifugado nas mesmas condi¢cdes descritas acima, o
sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL da solucéo B.

Os procedimentos para a transformacéo das celulas competentes com o DNA plasmidial
recombinante foram realizados conforme segue: aliquotas de 200 pL de células competentes
foram separadas em tubos conicos e em cada tubo foi adicionado 10 pL da reacdo de ligacdo

(plasmideo + inserto) e incubados por 7 minutos no gelo. Apos este tempo, as células foram
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submetidas a um choque térmico a 42 °C por 2 minutos e em seguida incubadas por 30
segundos no gelo e deixadas em temperatura ambiente. Adicionou-se 1 mL de meio liquido
LB e os tubos conicos foram incubados a 37 °C por 30 minuots. As células foram
centrifugadas a 13.200 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e as células
foram ressuspendidas em uma pequena quantidade de meio restante no tubo. As células
transformadas foram espalhadas em meio Lamp sélido e incubadas a 37 °C para a posterior

selecdo de coldnias transformantes.

Preparo de DNA plasmidial de bactéria em pequena escala

A obtencdo de DNA plasmidial de E. coli foi preparado segundo BIRBOIM & DOLLY
(1979). Celulas bacterianas cultivadas em placa de Lamp foram coletadas com uma espatula e
colocadas em tubo conico de 1,5 mL. Em seguida foram adicionados 100 pL da solugédo I ou
tampéo de lise (50 mM glicose, 25 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 7.5, 5 mg/mL de
lisozima, 10 mg/mL RNase). A solucéo foi misturada e entdo adicionados 200 pL da solucgéo
11 (0,2 M NaOH, 1% SDS) para solubilizar a membrana e misturados novamente. Adicionou-
se 150 pL da solucdo Il (7,5 M de acetato de amonio) para precipitar o0 DNA e
posteriormente o tubo foi centrifugado a 13.200 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo contendo 300 pL da solucdo 1V (isopropanol) para precipitar o
DNA plasmidial e, misturado por inversdo, seguido de centrifugacdo por 5 minutos. O
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 80%, secado e ressuspendido em 5 pL de adgua
Milli-Q.

Preparo de DNA plasmidial de bactéria em média escala

A preparacdo de DNA plasmidial de E. coli em média escala seguiu 0 método de lise
com Triton: AUSUBEL et al. (1989). A extracdo de DNA plasmidial de bactérias foi obtida a
partir de células bacterianas cultivadas em placas de Lamp. As células foram coletadas com
uma espatula, colocadas em tubos cénicos de 15 mL contendo 2 mL de solucéo de lise (5
mg/mL lisozima, 25 mM Tris pH 8.0, 0,25 M sacarose, 10 mg/mL RNAse) e foram incubadas
no gelo por 30 minutos. Apos foi adicionado 1 mL da solugdo 3X TET (para um volume de
100 mL: 3 mL de 10% Triton X-100, 37 mL de 0,5 M de EDTA pH 7.5, 15 mL de 1 M de
Tris pH 7.5 e 45 mL de agua Milli-Q). O material foi misturado e em seguida centrifugado a
70.000 rpm em centrifuga Beckman Optma TLX com rotor TLA 120.2 a uma temperatura de

4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e adicionou-se um volume igual de fenol
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saturado. Depois de agitado por inverséo, a solucdo foi centrifugada a 3.500 rpm, 5 minutos, a
4 °C, e entdo, o sobrenadante transferido para um tubo novo com 1 volume de
cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 e novamente centrifugado como descrito acima. O DNA
presente no sobrenadante foi purificado com a adicdo de 1/20 de volume de NaCl 5 M e 3
volumes de alcool etilico 100%. A solucdo foi centrifugada a 4.500 rpm por 10 minutos
resultando na formagéo de um pellet com aspecto oleoso. A fase aquosa foi descartada e o
sedimento dissolvido com 1,5 mL de acetato de aménio 2 M e 4,5 mL de etanol 100%. Apds
centrifugacdo a 4.500 rpm por 10 minutos, a 4 °C o sobrenadante foi descartado e o pellet
dissolvido com 300 pL de acetato de aménio 2 M e 1 mL de etanol 100%. Misturar e
centrifugar em microcentrifuga a temperatura ambiente por 5 minutos. O precipitado foi

lavado duas vezes com etanol 80%, secado e ressuspendido em 100 L de agua Milli-Q.

Transformagcéo de células da levedura S. cerevisiae

Células de S. cerevisiae foram preparadas para posterior transformacéo utilizando-se o
método de SCHIESTL & GIETZY (1989). Primeiramente, coldnias de S. cerevisiae foram
inoculadas em 10 mL de meio YPD e incubadas a 30 °C com agitacdo de 170 rpm. Apos
atingirem a metade da fase logaritmica de crescimento, as células foram sedimentadas por
centrifugacdo a 2.500 rpm, a 21 °C por 5 minutos, entdo ressuspendidas em 5 mL de TEL (10
mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 7.5, 0,1 M acetato de litio) para desestabilizar a membrana
e, centrifugadas como descrito acima. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em aliquotas de 100 uL com TEL foram colocadas em tubos de 1,5 mL e
posteriormente foram adicionados 5 pL de DNA “carrier” de esperma de salmao desnaturado
(10 mg/mL) com 5 puLL de DNA transformante (o0 DNA “carrier” ajuda o DNA transformante a
entrar nas células). A solucdo foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e ap6s
este periodo foram adicionados 700 pL de solugdo contendo 40% de PEG (polietilenoglicol)
em TE (5 mM Tris HCI pH 7.5, 0,2 mM EDTA) e novamente incubada por mais 45 minutos a
temperatura ambiente sem agitacdo. Em seguida, os tubos foram incubados por 10 minutos
em banho a 42 °C e posteriormente adicionado 500 uL de tampdo TE. O procedimento foi
finalizado com lavagem das células em tampdo TE e subsequente centrifugacéo a 13.200 rpm
por duas vezes. As células transformadas foram ressuspendidas em TE, espalhadas em meio

seletivo e incubadas a 30 °C.
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Mini preparacdo de DNA genémico de levedura

A extragdo de DNA cromossomal de S. cerevisiae foi preparada segundo HOLM et al.
(1986). Colbnias de S. cerevisiae foram inoculadas em 1 mL de meio YPD e incubadas a
30°C com agitacéo de 170 rpm. Apo6s atingirem a metade da fase logaritmica de crescimento,
as celulas foram sedimentadas por centrifugacdo a 3.500 rpm, a 21 °C por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de &gua. Posteriormente 0 mesmo foi
transferido para tubo conico de 2 mL e subsequentemente centrifugado a 13.200 rpm, a 21 °C,
por 1 minuto. Apds descartar o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de 1%
-mercaptoetanol, incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e subsequentemente
centrifugadas como acima. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 500 uL da
solucdo A (1 M Sorbitol, 3,5 mM EDTA, 20 mM NaPO, pH 6.5, 1 mg de Zymoliase) e
incubadas a 37 °C, por 30 minutos. Apos a digestdo foi adicionado 300 pL da solugdo B (2%
TritonX-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 100 mM TriCl pH 8.0, 1 mM EDTA), levemente
misturado e incubado a 65 °C por 20 minutos. Ao lisado foi adicionado 1 volume de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (24:24:1), mistura e entdo centrifuga a 3.500 rpm, por 5
minutos. Coleta a fase aquosa, e adiciona 1 volume de cloroférmio-alcool isoalmilico (24:1),
mistura e centrifuga como acima. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo contendo 1/20 do volume de NaCl (5 M) e 2.5 volumes de
etanol 100%. Os tubos foram agitados e incubados a - 20 °C por 30 minutos. Apds este
tempo, o precipitado de DNA foi centrifugado a 6.000 rpm, por 10 minutos, depois lavado
duas vezes com etanol 80%, secado em bomba de vacuo e entdo ressuspendido em 50 pL de
agua Milli-Q.

Construcéo de oligonucleotideos
Os oligonucleotideos listados na tabela 5 foram utilizados para amplificacdo e clonagem

do gene PUP2 e suas respectivas mutagdes sitio-especificas.
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Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados nas clonagens de PUP2. As sequéncias grifadas
correspondem aos sitios de restricdo da enzima nos mesmos.

Oligonuclotideo Sequéncia Sitio de restricgéo
PUP2-1 5’GGCGAATTCGGACACTTTTGCAACTACTG3’ EcoRI
PUP2-2 5"GGCGGATCCTGAATATTCTCACCTTAZ’ BamHI
PUP2-3 5" GGCAGATCTGGGGAAAATGTGCTTACA3’ Bglll
PUP2-4 5" GGCAGATCTGCAGAAAGTCCAGAAG3’ Bglll
PUP2-5 5 GGCGAATTCTCATCGATAACAAAGCAAGACGGAY3’ EcoRI/ Clal
PUP2-6 5 GGCATCGATGACAATTGCGCGTTATTTTC3’ Clal
PUP2-7 5 GGCGGATCCAATATGACGATCAATCTCC3 BamHI
PUP2-8 5 GGCGGATCCGCAATGAGTGGGCTTACA3’ BamHI

Preparacao das células de S. cerevisiae para disseccéo de tétrades

A indugdo de esporulagdo em S. cerevisiae foi feita em placa contendo o meio KAc
(SHERMAN & HICKS, 1991). As células esporuladas em placa contendo meio KAc, foram
coletadas com uma al¢a microbioldgica e colocadas em tubos conicos (15 mL) contendo 1 mL
de agua estéril. Ao mesmo foi adicionado 10 pL de glusulase para quebrar o asco presente no
envoltorio das tétrades e a suspensdo incubada por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se 5 mL de agua estéril pela parede do tubo (nessa etapa é
importante ndo misturar, pois movimentos bruscos diminuem a eficiéncia da preparagéo, pois
as tétrades se soltam ja que agora elas ndo possuem o asco que as mantém juntas) e as células
foram centrifugadas a 300 rpm, a 21 °C, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, ao
sedimento foi adicionado 5 mL de agua estéril e centrifugado nas mesmas condi¢cdes acima.
Apbs o descarte do sobrenadante, ao pellet foi adicionado com cuidado 1 mL de &gua estéril.
As células foram recolhidas com uma alga microbiologica e espalhadas em placa YPD para

posterior micromanipulacdo da separacéo das tétrades.
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Teste de complementacéo e cruzamento entre as linhagens de S. cerevisiae

O teste de complementacdo foi realizado com o intuito de saber se 0 gene PUP2 era
essencial e a complementacdo do mesmo seria viavel, retornando-o funcional. Assim,
mutantes W303APUP2::HIS3 foram transformados com as construcdes contendo este gene.
As linhagens transformadas foram plaqueadas em meio rico (YPD), em meio ndo-fermentavel
(YPEG) e em meio seletivo suplementado com 0s requerimentos necessarios para as
auxotrofias das linhagens.

O cruzamento entre linhagens de levedura foi feito com o objetivo de separar um
haploide de acordo com o seu l6cus de deteminacgdo sexual (MATa/a). Para isso, quantidades
iguais das linhagens CB11 e KLI14 foram estriadas em placas de YPD e em seguida foram
estriadas as linhagens transformadas sobre as mesmas ocasionando assim o cruzamento entre

as linhagens. A respectiva complementacédo das suas auxotrofias foi testada em meio seletivo.

Construcao de plasmideos recombinantes

Os vetores recombinantes a seguir foram utilizados na transformacéo de linhagens de S.
cerevisiae, inclusive as que continham inativacfes génicas dos respectivos genes presentes
nos recombinantes a fim de se testar a capacidade de complementagdo funcional do vetor
obtido.

Inativacdo génica no PUP2

Para construir esta cepa mutante foi utilizada a estratégia de delecdo de gene baseada
em PCR (ROTHSTEIN, 1983), conforme esquematizado na Figura 1la. Todos o0s
procedimentos de construcdo de linhagens mutantes no gene PUP2 foram realizados no
laboratério do Prof. Dr. Mario Henrique de Barros, no Departamento de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP. O objetivo foi criar uma linhagem com um alelo
mutado no gene PUP2 através da inativacdo do mesmo utilizando para sele¢do dos mutantes o
gene reporter HIS3 para marcacao de auxotrofia, como exemplificado na Figura 11b.
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(a) )

—I chel Genereporter l alvo I— —| PU I HIS3 I P2 I—
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Figura 11. Inativacao génica no PUP2. (a) Modelo de inativacdo génica com a insercdo de um gene reporter, e,
(b) esquema da inativacdo do gene PUP2 com a insercdo do gene repérter HIS3, utilizado para sele¢cdo dos
mutantes através da marcacdo de auxotrofia. A homologia entre as extremidades da fita de DNA permite com
que seja possivel ocorrer uma recombinacdo entre tais, substituindo parte o gene alvo com o gene interrompido.

Os oligonucleotideos PUP2-1 e PUP2-2 foram utilizados para amplificar o gene PUP2 a
partir de DNA nuclear de levedura, inserindo no produto sitios de restricdo para as enzimas
EcoRI e BamHI, respectivamente. A amplificagdo dos produtos de PCR gerou um fragmento
de DNA de 1300 pb. A seguir, foi feita a purificacdo dos produtos de PCR por extracdo de
DNA com fenol/cloroférmio, seguida do isolamento do gene PUP2 por digestdo com as
enzimas de restricdio EcoRl e BamHI. Concomitantemente, foi realizada a digestdo do
plasmideo pUC18 pelas mesmas enzimas. Os produtos oriundos da digestdo foram aplicados
em gel de agarose 1%. As bandas desejadas foram cortadas do gel e o DNA contido nelas foi
eluido, seguido da extracdo com fenol/cloroférmio. Posteriormente, foi feita a ligacdo do gene
PUP2 amplificado ao plasmideo pUC18 gerando o vetor recombinante pUC18-PUP2 (Figura
12).

50



399

;Ndel, 183 Hind!ll
[ Sphl
...... Hindlll, 470 ... [Pl
y, : ,BstBI 492 Sall
'/ Bell,531 Xbal

A BamHI
429

3467 Scal.,

Pl 664

pUC18-PUP2 .
3976 bps b

“Pstl, 1123

"EcoR1, 1740

Figura 12. Representagdo esquematica do vetor recombinante pUC18-PUP2, obtido a partir da clonagem
do gene PUP2 no vetor pUC18 nos sitios de restricdo EcoRI e BamHI. O mapa do vetor recombinante pUC-
PUP2 mostra onde estéo os sitios de restricdo relevantes para clonagens. Destacados em vermelho o local da
insercdo do gene PUP2 no vetor, e, 0 gene BLAL que codifica a proteina -lactamase tornando as bactérias
transformadas resistentes a ampicilina.

Paralelamente, foi realizada a preparacdo de bactérias competentes pelo método de
CaCly, seguida da transformacdo de E. coli RR1 com DNA exdgeno. Colbonias de bactérias
transformadas foram inoculadas em placas de selecdo (Lamp) e posteriormente utilizadas na
realizacdo de ensaio de mini preparacdo de DNA plasmidial. Aliquotas de DNA plasmidial
resultante da mini preparacdo do recombinante pUC18/PUP2 foram digeridos com a enzima
HindlIll, para verificacdo da correta inser¢do do gene no plamideo em gel de agarose. Uma
colonia foi selecionada e estriada em nova placa de Petri com meio de cultura Lamp para
posterior realizacdo de extracdo de DNA plasmidial de bactéria em média escala por método
de lise com Triton. O DNA plasmidial obtido foi amplificado por técnica de PCR, utilizando
os oligonucleotideos PUP2-3 e PUP2-4, que contém sitios de restricdo da enzima Bglll,
gerando uma molécula de DNA de 3.300 pb. Os produtos de PCR foram purificados por
extragdo com fenol/cloroférmio e foi realizada uma digestdo preparativa com a enzima Bglll.
O produto foi aplicado em um gel de agarose 1%. A banda desejada foi cortada do gel e o
DNA foi extraido por eletroilui¢do seguida de extracdo com fenol/cloroférmio. Foi realizada a
ligagdo do plasmideo contendo as regides flanqueadoras do gene PUP2 (obtido no ensaio
acima) com o gene HIS3 contendo sitios de restricdo da enzima BamHI nas suas
extremidades. Como o fragmento amplificado com os primers PUP2-3 e PUP2-4 contém

sitios de Bglll e o gene HIS3 continha sitios de BamHI (os sitios Bglll e BamHI séo

o1



compativeis) 0 mapa resultante ndo mostra os sitios de Bglll e BamHI. Isto porque, a ligacdo
entre sitios de restricdo de Bglll e BamHI resulta na obliteragdo de ambos sitios, resultando

em uma ligacao permanente (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica do vetor recombinante pUC18-PUP2::HIS3, obtido a partir da
inativacdo do gene PUP2 com a insercao do gene HIS3. O mapa do vetor recombinante pUC18-PUP2::HIS3
mostra onde estdo os sitios de restrigdo relevantes para clonagens. Destacado em vermelho o local da inser¢édo do
gene HIS3 no vetor (o gene PUP2 ndo aparece no mapa porque a regido codificadora dele foi interrompida com
a insercdo do gene HIS3, ficando apenas as regides flanqueadoras, nesse caso, o promotor e o terminador), e, 0
gene BLA1 que codifica a proteina p-lactamase, que torna as bactérias transformadas resistentes a ampicilina.

Bactérias E. coli RR1 foram transformadas com o plasmideo recombinante pUC18-
PUP2::HIS3 e plagueadas em meio sélido Lamp para selecdo. As colbnias resultantes foram
utilizadas na realizacéo de ensaio de mini preparacdo de DNA plasmidial. Aliquotas de DNA
foram entdo digeridas com enzima de restricdo Hindlll para a selecdo de colbnias contendo
plasmideo com a insercdo correta. Estas foram inoculadas em nova placa de Petri com meio
de cultura Lamp para posterior realizacdo de extracdo de DNA plasmidial de bactéria em
média escala por método de lise com Triton. O DNA plasmidial resultante da extracdo foi
digerido com a enzima EcoRl e BamHI e aplicado em um gel de agarose 1%. A banda
desejada foi cortada do gel e o DNA foi extraido por eletroiluicdo seguida de extracdo com
fenol/cloroférmio para transformar a linhagem dipldide a/aW303.

As leveduras transformadas foram inoculadas em placas contendo meio seletivo (meio

minimo suplementado com os aminoacidos adenina, triptofano, leucina e uracila). Col6nias
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isoladas foram selecionadas e transferidas para outra placa com meio seletivo nas mesmas
condigbes que a anterior para aumentar o espago de crescimento, e posteriormente,
transferidas para placa contendo meio sélido YPD, para crescimento de col6nias isoladas.

Uma col6nia da linhagem transformada (a/aW303APUP2::HIS3) foi inoculada em meio
YPD liquido para posterior realizacdo de ensaio de mini preparacdo de DNA total de S.
cerevisiae. O DNA resultante foi amplificado em reacdes de PCR com os oligonucleotideos
PUP2-1 e PUP2-2 e oligonucleotideos correspondentes ao gene HIS3 (uma reacdo com o
oligonucleotideo HIS3-11 e outra com o HIS3-12). Foram utilizados dois oligonucleotideos
referentes ao gene HIS3, pois este poderia ter sido inserido em qualquer dos dois sentidos ao
interromper 0 gene PUP2. Os produtos de PCR foram purificados por extragdo com
fenol/cloroférmio e aliquotas dos mesmos foram digeridas com a enzima Hindlll para a
confirmacdo da presenca do gene PUP2 interrompido por HIS3 nas linhagens utilizadas. As
coldnias transformantes obtidas foram purificadas e o fendtipo resultante da inativacdo do
gene PUP2 avaliada ap0s a anéalise de esporulacdo em meio KAc e dissec¢do de tétrades em
meio YPD e em meio seletivo. As linhagens resultantes foram inoculadas em YPD e
adicionadas ao estoque no - 80 °C.

Concomitantemente a construgdo de pUC18-PUP2, realizamos a construcdo do vetor
recombinante YEplac181-PUP2 seguindo a mesma metodologia (Figura 14).
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Figura 14. Representacdo esquematica do vetor recombinante YEplac181-PUP2, obtido da clonagem do
gene PUP2 no vetor YEplac181 nos sitios de restricdo EcoRl e BamHI. O mapa do vetor recombinante
YEplac181-PUP2 mostra onde estdo os sitios de restricdo relevantes para clonagens. Destacados em vermelho o
local da inser¢do do gene PUP2 no vetor, o gene BLAL que codifica a proteina -lactamase tornando as bactérias
transformadas resistentes a ampicilina, e, o gene de sele¢do de leveduras em meio minimo sem leucina (LEU2).
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Aliquotas de DNA plasmidial resultante da mini preparacdo do recombinante
YEplac181/PUP2 foram digeridos com as enzimas EcoRI e BamHI, para verificagdo da
inser¢do do gene no plamideo em gel de agarose. Uma col6nia foi selecionada e estriada em
nova placa de Petri com meio de cultura Lamp para posterior realizacdo de extracdo de DNA
plasmidial de bactéria em média escala por método de lise com Triton. Apds a confirmacdo da
clonagem, o proximo passo foi transformar a linhagem diploide a/aW303APUP2::HIS3 com
0 vetor recombinante YEplac181/PUP2. As leveduras transformadas foram inoculadas em
placas contendo meio de cultura seletivo (meio minimo suplementado com os aminoacidos
adenina, triptofano e uracila). Coldnias isoladas foram selecionadas e transferidas para outra
placa com meio seletivo nas mesmas condi¢fes que a anterior para aumentar o espaco de
crescimento.

Colbnias da linhagem transformada (W303APUP2::HIS3[YEplac181-PUP2]) foram
purificadas e o fen6tipo resultante da complementacéo do gene PUP2 avaliado ap6s a anélise
de esporulagcdo em meio KAc e disseccdo de tétrades em meio YPD e em meio seletivo.
Selecionadas as tétrades transformantes, as mesmas foram submetidas a um cruzamento
primeiramente em placa de YPD com as linhagens de levedura CB11 e KLI14 e em seguida

replicadas em placa com meio seletivo para selecionar células que fossem do tipo “o”.

Construgéo dos alelos mutantes no gene PUP2

A linhagem portando a mutacdo C221S foi obtida através de sucessivas reacdes de PCR
do gene PUP2 com a utilizacdo dos oligonucleotideos PUP2-5 e PUP2-2. O produto de 300
pb do PCR foi digerido com as enzimas BamHI e Clal. Concomitantemente, foi feita a
amplificacdo dos oligonucleotideos PUP2-6 e PUP2-1 gerando um fragmento de 1000 pb
digeridos com as enzimas EcoRI e Clal. Ambos os fragmentos resultantes foram clonados
primeiramente no vetor epissomal YEplac181 e, posteriormente no vetor integrativo Y1p349,

ambos previamente digeridos com EcoRI e BamHI, conforme esquematizado na Figura 15.
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Figura 15. Representacdo esquematica das construcdes do vetor epissomal YEplac181-PUP2%?"S e do
vetor integrativo YIp349-PUP2°%?'S. Acima, esquema da construcdo do vetor recombinante YEplac181-
PUP2%?S obtido da clonagem do gene PUP2 portando a mutaco sitio-especifica C221S no vetor YEplac181
nos sitios de restricdo EcoRI e BamHI, e, abaixo, esquema da construgdo do vetor integrativo Y1p349-PUP2°%,
O mapa mostra onde estéo os sitios de restricdo relevantes para clonagens. Destacados em vermelho o local da
insercdo do gene PUP2 no vetor, o gene BLAL que codifica a proteina fB-lactamase tornando as bactérias
transformadas resistentes a ampicilina, e, 0 gene de selecdo de leveduras em meio minimo sem leucina (LEU2)
ou sem triptofano (TRP1). Destacado em azul claro o local da mutagdo sitio-especifica C221S no gene PUP2

clonado nos respectivos vetores.
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As linhagens portando a mutagéo simples C76S e o duplo mutante C76S/C221S foram
obtidas através de sucessivas reaces de PCR do gene PUP2. A mutacdo C76S foi gerada
com a utilizacdo dos oligonucleotideos PUP2-1/PUP2-9 e PUP2-2/PUP2-10, o produto de 550
e 740 pb do PCR foi digerido com as enzimas EcoRI/BamHI e BamHI, respectivamente.
Ambos os fragmentos resultantes foram clonados no vetor integrativo YIp349 previamente
digerido com EcoRIl e BamHI. A partir das clonagens obtidas anteriormente, a C221S, e
também a C76S, ambas confirmadas por gel de agarose e sequenciamento, deu-se inicio a
construcdo do duplo mutante C76S/C221S. O pDNA referente a construcdo da linhagem
mutante C221S foi submetido a uma digestéo total com a enzima BamHI, e posteriormente a
digestdo parcial com Pstl, gerando um fragmento de 700 pb que foi clonado no pDNA
contendo a mutagdo sitio especifica Y1p349-PUP2°"® este ja digerido com as mesmas

enzimas, gerando assim o vetor recombinante Y 1p349-PUP2°755C221S (Eigura 16).
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Figura 16. Representacdo esquematica das construgdes dos vetores integrativos YIp349-PUP2°® e do

duplo mutante YIp349-PUP2°765/€2215 - Acima, esquema da construcdo do vetor YIp349-PUP2°7® obtido da
clonagem do gene PUP2 portando a mutagéo sitio-especifica C221S no vetor Y1p349 nos sitios de restricdo
EcoRI e BamHI, e, abaixo, esquema da construgdo do duplo mutante no vetor integrativo Y 1p349-PUP2C765/¢221S,
O mapa mostra onde estéo os sitios de restricdo relevantes para clonagens. Destacados em vermelho o local da
insercdo do gene PUP2 no vetor, o gene BLAL que codifica a proteina B-lactamase tornando as bactérias
transformadas resistentes a ampicilina, e, o gene de selecdo de leveduras em meio minimo sem triptofano
(TRP1). Destacado em amarelo o local da mutacéo sitio-especifica C76S no gene PUP2 clonado em ambos 0s
vetores, e, em azul claro o local da mutag&o sitio-especifica C221S no gene PUP2 clonado no respectivo vetor.

Crescimento celular das linhagens de levedura S. cerevisiae e preparacdo do
extrato celular total

A linhagem selvagem RJD1144 derivada da linhagem JD47-13C, e as linhagens
portando as mutacdes sitio-especificas C76S e C221S, foram inoculadas em meio YPD
contendo 4% de glicose e coletadas apds 60 horas de incubacdo, a 30°C, sob agitacdo
constante de 200 rpm. Apds o crescimento celular, os meios foram submetidos a 3 ciclos de
centrifugacdo por 7 minutos, a 8.000 rpm e a 4 °C, intercalados com a lavagem das células
com agua Milli-Q para remover o0 excesso de meio de cultura, obtendo-se no final das
centrifugagbes a formacdo do pellet celular. Para a lise celular, as células foram
ressuspendidas em tampéo Tris-HCI (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM de MgCI2 e 20 mM
KCI) e rompidas por agitagdo vigorosa com pérolas de vidro a 4 °C durante 60 minutos e 0

extrato celular obtido foi centrifugado a 15.000 rpm por 120 minutos a 4 °C.
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Purificacdo do proteassomo 20S por cromatografia de afinidade a niquel

As células de S. cerevisiae da linhagem selvagem bem como das mutantes dispdem de
uma cauda de poli-histidina e a sequéncia do peptideo FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys) fusionadas a subunidade PRE1 (B4) do complexo, o que possibilita a purificacdo do
20SPT por cromatografia de afinidade. Assim, apds o crescimento até a fase estacionaria (60
horas), as mesmas foram ressuspendidas em tamp&do 50 mM Tris-HCI pH 7.5, acrescido de
500 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 20 mM KCI e 20 mM de imidazol. As células foram entdo
rompidas por agitacdo vigorosa com pérolas de vidro a 4°C e o extrato celular obtido foi
centrifugado a 8.500 rpm por 2 horas a 4 °C. O proteassomo contido no extrato protéico foi
purificado em colunas de afinidade a niquel HisTrap™ FF (GE Healthcare) ou Ni-NTA
Superflow Cartridge (Qiagen) de acordo com o manual do fabricante. A eluicdo do
proteassomo da coluna foi realizada em gradiente linear no tamp&o da purificagdo contendo
400 mM de imidazol no sistema AKTA purifier (GE Healthcare). As aliquotas ativas foram
concentradas em filtros Amicon Ultra YM-100 e dessalinizadas em colunas PD10-Desalting
(GE Healthcare) em tampdo padrdo (20 mM Tris-HCI pH 7.5 ou 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5
mM de MgCl; e 20 mM KCI).

Purificacdo do proteasomo 20S em coluna de troca idnica (aniénica)

As células de S. cerevisiae da linhagem selvagem e das mutantes foram rompidas em
tampdo 20 mM Tris-HCI pH 7.0, acrescido de 5 mM MgCl,;, 50 mM KCI juntamente a
agitacdo vigorosa com pérolas de vidro a 4 °C e o extrato celular foi centrifugado a 8.500 rpm
por 2 horas a 4 °C. As amostras foram imediatamente injetadas no sistema AKTA purifier
(GE Healthcare) e as separagdes foram realizadas em coluna HiPrep DEAE FF 16/10 (GE
Healthcare). Os tampdes da fase mével utilizados foram: solucdo A (20 mM Tris-HCI pH 7.0,
acrescido de 5 mM MgCl,, 50 mM KCI) e solucdo B (20 mM Tris-HCI pH 7.0, acrescido de 5
mM MgCl,, 500 mM KCI). A eluicdo do proteassomo da coluna foi realizada em gradiente
linear no tampdo da purificacdo contendo 500 mM de KCI no sistema AKTA purifier (GE
Healthcare). As aliquotas ativas foram submetidas a ensaios de atividade e posteriormente
concentradas em filtros Amicon Ultra YM-100, sequidas de troca de tampdo Tris para Hepes
(10 mM Hepes, acrescido de 5 mM MgCl; e 100 mM KCI) para posterior separacdo por
cromatografia de troca anionica utilizando a coluna MONO-Q™ 10/100 GL (GE Healthcare).
A eluigéo do proteassomo da coluna também foi realizada em gradiente linear no tampéo da
purificacdo contendo 1 M de KCI no sistema AKTA purifier (GE Healthcare) e as aliquotas
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ativas concentradas em filtros Amicon Ultra YM-100, seguidas de troca de tampdo Hepes
para Tris 20 mM, pH 7.5.

Purificacdo do proteasomo 20S em coluna anti-FLAG

As células de S. cerevisiae da linhagem mutante C76 foram rompidas em tampéao 50
mM Tris-HCI pH 7.4, acrescido de 150 mM NaCl juntamente a agitacdo vigorosa com pérolas
de vidro a 4 °C e o extrato celular obtido foi centrifugado a 8.500 rpm por 2 horas a 4 °C. O
proteassomo contido no extrato protéico foi purificado em coluna anti-FLAG montada em
nosso laboratério de acordo com o manual do fabricante, a SIGMA (Anti-Flag M2 Affinity
Gel). A eluicdo do proteassomo da coluna foi realizada em tampdo 0.1 M glicina e as
aliquotas ativas foram submetidas a ensaios de atividade e posteriormente concentradas em
filtros Amicon Ultra YM-100, seguidas de troca de tampdo. As aliquotas ativas foram
concentradas em filtros Amicon Ultra YM-100 e dessalinizadas em colunas PD10-Desalting
(GE Healthcare) para tampéo padrdo (20 mM Tris-HCI pH 7.5).

Ensaio de atividade peptidasica do proteassomo 20S

As atividades peptidasicas do 20SPT purificado das linhagens selvagem e mutante C76
e C221 bem como do 20SPT e 26SPT obtidos a partir do extrato celular foram testadas
utilizando-se os peptideos fluorogénicos suc-LLVY-MCA, z-ARR-AMC e z-LLE-AMC
como substratos para a atividade tipo-quimiotripsina (ChT-L), tipo-tripsina (T-L) e pos-
acidica (PA), respectivamente. Aliquotas de preparacdes de proteassomo foram incubadas
com 50 uM de substrato peptidico em tampdo 20 mM Tris-HCI pH 7.5 na presenca ou
auséncia de 10 mM KCI e/ou 5 mM MgCI, por 45 minutos, a 37°C. Para avaliar a atividade
do 26SPT adicionamos também 5 mM de ATP. A emissdo da fluorescéncia foi capturada a

440 nm (excitacdo a 365 nm) em espectrofluorimetro.

Ensaio de atividade proteolitica analisada por SDS-PAGE

Para este ensaio foram utilizadas proteinas conhecidas por serem hidrolisadas pelo
20SPT de forma ubiquitina-independente, tais como a Grx2 (Glutarredoxina 2), a a-Syn (a-
sinucleina) e a B-Cas (B-caseina). 15 pg de Grx2 foram incubadas com 5 pg de preparacdes de
proteassomo selvagem e mutante a5-C221S durante 120 minutos, na presenga e auséncia de
DTT, 5 pg de a-sinucleina foram incubadas com 20 pg das preparagoes de 20SPT durante 120

minutos; 20 pg de B-caseina foram incubadas com 5 pg do proteassomo purificado durante 15
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minutos. As incubaces foram realizadas & 37 °C sob agitacdo a cada 5 minutos. Apds a
incubagdo, as amostras de o-Syn e B-Cas foram filtradas para separar o proteasomo do
substrato e seus fragmentos por centrifugacdo em microfiltros Microcon-100 (Millipore).
Recuperamos o filtrado e o ressuspendemos em tampéao de amostra (10 % de glicerol, 1 %
SDS, 0,02 % de azul de bromofenol em 100 mM de tampéo Tris-HCI pH 6.8). Quando as
proteinas utilizadas como substrato ndo possuiam massa molecular préxima as das
subunidades do proteassomo (entre 20 e 32 kDa), o proteassomo também foi aplicado no gel e
suas bandas aparecem destacadas acima das demais proteinas. Para que a degradacdo destas
proteinas e o surgimento de fragmentos peptidicos pudessem ser acompanhados, as amostras
foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12,5-15% e submetidas a eletroforese. Os ensaios foram
realizados em tampao padrdo 20 mM Tris pH 7.5 acrescido de: 20 mM KCI e 5 mM MgCls,
para a Grx2; 5 mM MgClI;, para a a-Syn e, para a -Cas ndo houve adicao ibnica ao tampao.

Os géis foram posteriormente corados com Coomassie Brilliant Blue — R 250.

Curva de crescimento

Os ino6culos foram obtidos a partir de células das linhagens selvagem e mutante C76 e
C221 cultivadas em meio YPD contendo 4% de glicose durante 12 horas. Ap6s esse tempo, as
células foram diluidas até uma D.O = 0.1 (A 600 nm), inoculadas em meio YPD 4% e
incubadas a 30 °C sob agitacdo continua durante 60 horas. As medicfes da absorbancia foram
feitas nos intervalos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 60 horas. A partir dos dados obtidos

construiu-se um grafico para a analise da curva de crescimento.

Tolerancia ao estresse oxidativo com peréxidos por diluicdo seriada

Para analisar a sensibilidade das linhagens selvagem e mutantes C221 e C76 a
diferentes tratamentos com peroxido inorganico e organico utilizamos o método adaptado a
partir de MUNHOZ & NETTO, 2004). Sao feitos pré-indculos das linhagens de levedura em
5 mL de YPD e deixados a 30 °C, em agitacdo continua. Apos 24 horas, as culturas de células
foram diluidas até uma D.O = 0.2 (A 600 nm) em 5 mL de meio de cultura YPD 4%, a 30 °C,
sob agitacdo, até a fase estacionaria (60 horas). Passado esse tempo, a D.O é medida
novamente e as amostras séo ajustadas a D.O = 0.2 em agua milli-Q autoclavada. Foram feitas
diluicdes seriadas destas suspensdes de células (1/5, 1/25, 1/125, 1/325) e subsequentemente 5
pL de cada diluigdo foi plaqueada em YPD 4%. As placas de Petri com meio de cultura YPD

4% devem ser previamente preparadas com o tratamento dos peréxidos nas concentracfes
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desejadas (aqui utilizamos as concentracfes de 0.5, 1, 2 e 4 mM de H,0, e 0.25, 0.5, 0.75, 1,
1.25 mM de t-BOOH), e, espalhado sobre a placa. Apos plaquear as aliquotas correspondentes
a cada diluicdo, deixar incubado a 30°C, por 48 horas e analisar o fenotipo. Fazer em

duplicata!

Anélise morfoldgica das linhagens

As células das linhagens selvagem e mutante C76 e C221 foram obtidas a partir de
inoculos previamente realizados em meio liquido YPD contendo 4% de glicose, onde
posteriormente foram diluidas até D.O = 0.2, inoculadas em meio YPD 4% e incubadas a 30
°C sob agitagdo continua, até a fase logaritmica (12 horas), e, a fase estacionéria (60 horas).
Apds alcancarem a fase de crescimento desejada, aliquotas dessas células foram estriadas em
laminas de vidro sobrepostas por laminulas e a morfologia das linhagens de levedura foi

observada através de microscépio 6ptico comum.

Ensaio de envelhecimento cronolégico

As células de levedura (selvagem e mutantes) foram inoculadas em meio liquido YPD
contendo 4% de glicose, durante 12 horas. Posteriormente, foram diluidas até D.O = 0.2, e
crescidas em meio minimo sintético completo (2% de glicose, 0,17% de YNB, 0,5% de
sulfato de aménio e 0,12% de uma mistura de aminoacidos essenciais com exce¢do de Trp,
Ura e His para os meios das linhagens mutantes e apenas sem His para a selvagem), sob
agitacdo constante de 200 rpm a 30 °C. O tempo de vida cronoldgico foi determinado pela
habilidade de formagdo de col6nias em um meio de cultura. Para isso, a cada 48 horas de
crescimento, 100 células da cultura foram semeadas em placas de YPD solido (agar 2%), e
apos 48 horas de incubacdo na estufa a 30 °C, as coldnias foram contadas (OLIVEIRA et al.,
2008; TAHARA et al., 2007).

Gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

Os géis de poliacrilamida para verificar a pureza e tamanho das proteinas foram feitos
seguindo o protocolo:
- Stacking gel (5%): Misturou-se 670 pL da solucdo Acrilamida/Bis-Acrilamida, 1 mL de
Tris-HCI 1 M pH 6.8 + SDS 10%, e, 2,3 mL de agua Milli-Q. Para que houvesse

polimerizagéo, antes de despejar a mistura entre as placas, foi adicionado 30 pL de persulfato

de amonio 10% e 5 pL de TEMED (a0 mesmo tempo).
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- Separating gel (12,5%): Misturou-se 4,2 mL da solucdo Acrilamida/ Bis-Acrilamida, 2,5 mL
de Tris 1 M pH 8.8 + SDS 10%, e 3,3 mL de agua Milli-Q. Antes de despejar a mistura entre
as placas, adicionou-se 60 pL de persulfato de amonio 10% e 6 pL de TEMED.

- Separating gel (15%): Misturou-se 5 mL da solu¢do Acrilamida/ Bis-Acrilamida, 2,5 mL de
Tris 1 M pH 8.8 + SDS 10%, e 2,5 mL de agua Milli-Q. Antes de despejar a mistura entre as

placas, adicionou-se 60 pL de persulfato de aménio 10% e 6 uL de TEMED.

As preparacOes das amostras foram misturadas com loading buffer (100 mM Tris-HCI
pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS e 0,02% azul de bromofenol). O tampéo de corrida utilizado
foi o Tris-Glicina e o padrdo de peso molecular quando utilizado foi o Full-Range Rainbow
Molecular Weight Markers (GE Healthcare Amersham). As condi¢Ges de corrida estdo
mostradas na tabela abaixo. Finalizada a corrida, os géis foram corados com Coomassie
Brilliant Blue — R250, para posterior visualizag&o dos spots e/ou bandas ou transferidos para a

membrana de nitrocelulose para futuros ensaios de imunomarcacao.

Tabela 6: Separacao proteica por eletroforese em gel SDS-PAGE 10 - 15%.

Etapa Voltagem (V) Corrente (MmA) Tempo (minutos)
1 100 15 15
2 150 45 Final da corrida
Gel Nativo

Foram feitos géis nativos de poliacrilamida 4,5% para verificar a integridade do
proteassomo 20S purificado. Para a preparacdo do gel dissolveu-se 250 mg de sacarose em 5
mL de tamp&do Tris-Borato pH 8.4, e misturou com 1,5 mL da solugdo Acrilamida/Bis-
Acrilamida, 50 pL de MgCl, 1 M e 3,38 mL de agua Milli-Q. Para que houvesse
polimerizagéo, antes de despejar a mistura entre as placas, foi adicionado 70 pL de persulfato
de amonio 10% e 7 pL de TEMED (ao mesmo tempo). As preparacfes das amostras foram
misturadas com tampédo da amostra (250 mM Tris pH 7.5, 50% glicerol) e o tampé&o de
corrida utilizado foi o Tris 90 mM e &cido bérico 80 mM, pH 8.4. A corrida do gel foi

62



realizada a 100 V, durante 3 horas, e apos, os géis foram corados com Coomassie Brilliant

Blue — R250, para posterior visualizagdo das bandas.

Gel de acrilamida — Eletroforese bidimensional (2-DE)

Ap6s a preparagdo das amostras, as proteinas totais extraidas, purificadas e
quantificadas, foram submetidas a andlise por eletroforese de geis bidimensionais (2-DE),
onde as proteinas sdo separadas em duas dimensdes, de modo que todas as
proteinas/moléculas se espalhem por todo o gel. As duas propriedades usadas neste tipo de

separagdo sdo 0 ponto isoelétrico e 0 peso molecular.

Reidratacao das tiras IPG

Cerca de 50 ug de proteina foram diluidas na solucdo de reidratacdo (Uréia 7 M,
CHAPS 2% mlv, IPG buffer® 4-7 0,5% v/v, azul de bromofenol 0,002% m/v), para um
volume final de 125 uL e aplicados no cassete de reidratacdo (GE Healthcare). Em seguida,
remove-se com cuidado o plastico protetor da tira de gradiente de pH 4-7 de 7 cm,
posicionamos o lado do gel da tira para baixo, molhamos a parte de gel da tira na solucdo de
reidratacdo misturada com as proteinas solubilizadas de forma que o lado do gel ficasse
voltado para a amostra e que a amostra ficasse distribuida de forma homogénea pela tira. As

tiras foram incubadas por 16-20 horas a temperatura ambiente.

Primeira dimenséo - Separacdo de proteinas pelo ponto isoelétrico

Na primeira etapa do experimento, as proteinas foram separadas com base nas
diferencas de ponto isoelétrico, sendo esta primeira etapa chamada de focalizacdo isoelétrica
(IEF). A amostra previamente reidratada e aplicada em uma tira de gel que possui um

gradiente de pH, é entdo submetida a um potencial elétrico, onde as proteinas migrardo até

que o ponto isoelétrico seja alcancado, isto é, 0 ponto em que a carga da proteina seja 0 (uma
carga neutra). Neste ponto, a proteina para de migrar, ocorrendo entdo a primeira etapa de
separacgdo. Assim, as tiras foram retiradas do cassete de reidratagéo e transferidas para a cuba
de corrida (IPGphor3 - GE Healthcare), montada de acordo com o manual do fabricante. Apds
a montagem dos eletrodos, as tiras foram cobertas com 6leo mineral sendo, entdo, efetuada a

corrida, conforme descrito na tabela 7. Ap6s a corrida, procedeu-se a segunda dimensao.
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Tabela 7: Etapas da focalizacdo isoelétrica.

Etapa U (V) Tempo (Vh)
Step 300 200 Vh
Gradiente 1000 300 Vh
Gradiente 5000 4500 Vh
Step 5000 2000 Vh

T =20°C // Tempo total = 03:01 h // Total VVh = 7000 // 50 pA por tira.

Segunda dimensao - Separacao de proteinas pelo peso molecular

Apdbs a separacdo de proteinas a partir de seus pontos isoelétricos, as mesmas foram
separadas por outro tipo de fracionamento, o0 SDS-PAGE, no qual, as proteinas, com carga
negativa pela associagcdo com o SDS, sdo expostas a corrente elétrica e separadas de acordo
com o seu peso molecular. Portanto, as proteinas maiores, migrardo vagarosamente pelo gel,
ficando mais retidas, e as proteinas menores se locomoverdo mais rapidamente, se
depositando na regido mais baixa do gel. Previamente ao SDS-PAGE, ha uma etapa de
equilibrio das tiras que deve sempre ser feita pouco antes de correr a segunda dimensdo. Na
préxima etapa, foram utilizadas 2 abordagens diferentes com as tiras focalizadas contendo as
amostras purificadas: (1) as tiras foram reduzidas com Ditiotreitol (DTT) (100 mg/10 mL), e
em seguida, alquiladas com lodoacetamida (IAA) (250 mg/10 mL) ou (2) as tiras foram
equilibradas apenas em solucdo de equilibrio, ou seja, ndo passando pelas etapas de reducéo e
alquilacdo. Assim, as tiras foram entdo incubadas em tampdo de equilibrio (Tris-HCI 75 mM
pH 8.8, uréia 6 M, glicerol 30% m/v, SDS 2% m/v, azul de bromofenol 0,002%), na presenca
ou auséncia de DTT e de IAA, por 15 minutos cada, a temperatura ambiente com agitacao
leve. Apds a etapa de equilibrio, as tiras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5%. Finalizada a etapa de equilibrio, as tiras devem ser posicionadas com a
parte do gel em contato com o gel. Aplicar 10 — 15 pl do marcador de peso molecular (Full
Range Rainbow Molecular Weight Markers - GE Healthcare), em uma pequena tira de papel
de filtro (0,5 x 0,5 cm) e esta é posicionada em paralelo e alinhada com a tira. Conectar os
eletrodos ao aparelho e dar inicio a eletroforese. A corrida foi finalizada assim que o azul de
bromofenol atingiu a base dos géis voltada ao polo positivo. Finalizada a corrida, colocar o

gel em solucéo de fixacdo (etanol 50% v/v, acido acético glacial 10% v/v) por 30 minutos e
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transferido para a solugéo de Coomassie Blue G-250 coloidal, onde foi incubado “overnight”.
ApoGs este periodo, os géis foram descorados em solucdo de etanol 20% por 5 minutos e
posteriormente mantidos em agua Milli-Q para que fosse possivel a visualizacdo dos spots e
futuras analises do mesmo. As condi¢des de corrida foram as mesmas como mostradas na
tabela 6. Finalizada a corrida, os géis foram corados com Coomassie® Blue G-250 coloidal,
para posterior visualizagdo dos spots ou transferidos para a membrana de nitrocelulose para

futuros ensaios de imunomarcacgédo, como descrito abaixo.

Coloracéo com Coomassie Brilliant Blue — R 250

Terminada a corrida do gel, 0 mesmo foi imerso em solugcdo de Coomassie Brilliant
Blue — R250 (0.1% de Coomassie Brilliant Blue — R250 dissolvido em 45% metanol e 10%
acido acético glacial) por no minimo 30 minutos. Apds este periodo, o gel foi descorado para
que fosse possivel a visualizagdo das bandas. Isso foi feito através de sucessivas lavagens com
solugdo descorante (10% metanol e 10% &cido acético glacial).

Coloragdo com Coomassie® Blue G-250 coloidal

A detecgdo dos “spots” proteicos presentes nos géis 2-DE foi realizada por coloracéo
com Coomassie Blue G-250 coloidal. Primeiramente o gel foi incubado por 30 minutos na
solucdo de fixacdo (50 % etanol e 10% acido acético glacial), e entdo lavado trés vezes por 5
minutos cada lavagem, com agua Milli-Q. A preparacdo da solucdo para a coloracdo por
Coomassie® blue coloidal foi feita conforme descrita em NEUHOFF et al. (1988). Os géis
foram incubados na solugdo de corante “overnight”, e ap0s este periodo, os géis foram
descorados rapidamente por cerca de 5 minutos em uma solucdo de 20% etanol, e foram

posteriormente mantidos em agua Milli-Q, esta sendo trocada algumas vezes para ndo fungar.

Ensaio de imunomarcacao

Para a realizacdo dos experimentos de imunomarcagédo, foram aplicados 50-70 pg de
extrato celular total em gel SDS-PAGE 12,5-15% ou 2-DE e submetidas a eletroforese. As
amostras foram transferidas por 2 horas com amperagem constante em 125 mA para
membrana de nitrocelulose de 0,45 um e apos, para checar a transferéncia e verificagdo das
bandas ou sposts e também como controle de loading, as membranas foram coradas com
Ponceau Red (0,1% Ponceau Red, 5% de &cido acético). Apos transferéncia das amostras para

membrana de nitrocelulose foi feita a marcacdo com os anticorpos. A imunomarcacdo foi
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realizada utilizando o aparelho SNAP 1.d. (Protein detection system — Millipore) Assim, a
membrana foi incubada com 5% de agente bloqueador diluido em TBS-T (150 mM NacCl,
0,1% de Tween-20 em 100 mM Tris-HCI pH 7.5). A membrana foi entdo imersa por 10
minutos em solucdo contendo os anticorpos primarios diluidos em TBS-T, seguida de
lavagens com TBS-T. Os anticorpos secundarios também diluidos em TBS-T foram entdo
adicionados sobre a mesma durante 10 minutos e novos ciclos de lavagens com TBS-T. Apds
a marcacdo da membrana com o0s respectivos anticorpos, a mesma foi revelada utilizando kit
quimioluminescente (Sinapse - Super Signal West Dura / Extended Duration Substrate) e a

emissdo registrada por fotodocumentador.

Tabela 8. Diluicdes dos anticorpos de acordo com o sistema SNAPid ™.

Anticorpo primario Diluicéo Anticorpo secundario Diluicéo

anti-19S 1:333 Anti-rabbit 1:333

anti-20S 1:333 Anti-rabbit 1:333
anti-actina 1:333 Anti-rabbit 1:333
anti-flag 1:20000 Anti-mouse 1:333

anti-his 1:250 Anti-mouse 1:333

anti-a3 1:66 Anti-rabbit 1:333

anti-o4 1:66 Anti-rabbit 1:333

Extracdo de RNA total de levedura S. Cerevisiae

A extracdo do RNA das células se deu pelo método do fenol &cido quente (AUSUBEL,
et al., 1994), e, os ensaios foram realizados com a colaboragdo da Dra. Maria Luiza M. B. de
Chaves (ICB-USP) e sua aluna de doutorado Caroline Antunes Lino. Células das linhagens
RJD1144 selvagem e mutante simples C221 e C76 foram cultivadas em 10 mL de YPD 4%
até atingirem a fase exponencial (D.O = 1.0), e coletadas por centrifugacdo com os devidos
ajustes de volume para obtencéo da mesma quantidade de celulas de todas as amostras.

As ceélulas foram rompidas com TES (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, SDS 0,5%) na

presenca de fenol acido e cloroférmio e, em seguida, 0 RNA total foi precipitado com etanol
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absoluto e acetato de sddio 3 M (pH 5.3), lavado com etanol 70% e ressuspendido em 50 pL
de &gua Milli-Q. A concentracdo de RNA total foi determinada em espectrofotémetro de alta
sensibilidade (Gen5 Data Analysis Software, BioTek, Winooski, Vermont, United States of
America). A qualidade do RNA extraido foi avaliada atraves da analise da razdo entre as
absorbéncias em A = 260 nm e A = 280 nm e da analise da integridade das subunidades de
RNA ribossomal (18S e 28S) sob luz UV, ap6s separagdo por eletroforese em gel de agarose
(1%) contendo brometo de etidio.

A reacdo de transcri¢do reversa para sintese da fita complementar ao mMRNA (cDNA),
foi realizada utilizando-se 1 pg do RNA total segundo as especificacbes fornecidas pelo
fabricante da enzima transcriptase reversa (M-MLV Reverse Transcriptase, Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, California, United States of America) em termociclador (PTC 200

Termocycler, MJ Research, Walthan, Massachusetts, United States of America).

Reacéo de gPCR

As reacbes de gPCR foram realizadas segundo protocolo do fabricante do reagente
Platinum SYBR Green gPCR UPSer Mix-UDG (Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad,
California, United States of America). Curvas de concentragdo de primer e cDNA foram
previamente realizadas para a padronizacdo das condigdes do ensaio. As amostras foram
avaliadas em duplicata, em trés experimentos independentes, sempre na presenca de um
controle negativo (auséncia de cDNA). No termociclador, as amostras foram submetidas a 40
ciclos de temperatura (95 °C por 2 minutos; 95 °C por 15 segundos; 60 °C por 1 minuto; 72
°C por 15 segundos). Os niveis de cDNA foram determinados através do célculo 22!, sendo
AACt = (ACt Tratado — ACt Controle) e ACt = (Ct gene interesse — Ct controle interno). O
valor do Ct representa a linha de base para deteccdo da fluorescéncia emitida, correspondente
a fase exponencial, conforme a amplificacdo do material genético analisado. Os niveis de
ACT1 foram utilizados como controle interno, e as sequéncias dos oligonucleotideos

utilizados nestes ensaios encontram-se descritas na tabela a seguir:
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Tabela 9. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados nos ensaios de gPCR para analise da

expressao de unidades do proteassomo (19S e 20S) e da chaperona Umpl.

Gene / Subunidade

Sequéncia sense

Sequéncia anti-sense

PUP2/ a5 5’TAACGCAATCGGTGTGTGAT 3’ 5’ATGGCCAGCAATTAACAAGG3’
PRE1/ o4 5’GACCATTGGGAGAAACTCCAY’ 5 TGTTCGATTTGGGTGACGTA3Z’
PREY / 03 5’CGCCGGTTATGACGATAGAT3’ 5’TAGGGTTTGTGCTGCTGATG3’
PREG / B4 5’TCATGGTTACTCGGGGTTTT3’ 5’AACAATGACGCCCTTGAAGT?’
RPT1/Rptl 5’AAGTTGTCGAGCTGCCCTTA3’ 5’GCTCAGACCCAATGACCCTA3’
UMP1/Umpl 5’GACACATTACGCCAGCAAGA3’ 5S’CTTTTCATTGGTTCGGCAAT3’
ACT1*** 5’GGTCCCAATTGCTCGAGAGAT3’ 5’GAAGTCCAAGGCGACGTAACA3’

Os dados foram expressos como media + desvio-padrdo e representados como vezes de indugio/variagdo em
relacdo ao controle (***). Os primers foram desenhados e sintetizados de acordo com o0s programas
PrimerQuest e OligoAnalyser 3.1 (Integrated DNA Technologies-IDT, Coralville, lowa, United States of
America).

Anélise do proteassomo 20S por microscopia eletronica de transmissédo (TEM)

A técnica de TEM foi realizada no Laboratério de Biologia Celular do Instituto
Butantan, em colaboracdo com o Prof. Cristiano L. P. de Oliveira e da mestranda Renata N.
Bicev, ambos do Departamento de Fisica Experimental, Instituto de Fisica, USP. Para estes
ensaios, as amostras de 20SPT previamente purificadas (12 pL de proteassomo (0,1- 0,5
ug/uL) foram aplicadas em microtelas cobertas com um fino filme de parlodio (polimero de
celulose) e carbono. Apds 1 minuto, o excesso do liquido foi removido com auxilio de papel
de filtro e as amostras foram coradas negativamente utilizando solucdo de &cido
fosfotungstico a 2 % como corante. Novamente com o auxilio de um papel de filtro removeu-
se por completo a solucdo contrastante ap6s 10 segundos. As analises foram realizadas em
Microscopio Eletronico de Transmissdo LEO 906E (Zeiss, Alemanha) com voltagem de
aceleracdo de 100 kV, e as imagens capturadas por cdmera integrada Megaview 11 utilizando
0 software ITEM - Universal TEM Imaging Platform (Olympus Soft Imaging Solutions
GMBh, Alemanha).
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Identificacio do residuo glutationilado da subunidade a5 do proteassomo 20S
(Cys76) na linhagem mutante C221 através da espectrometria de massas

Os “spots” do gel 2-DE foram retirados com o auxilio de uma espatula, e, transferidos
para tubos eppendorfs, onde foram cortados em pedagos menores e posteriormente,
descorados por em uma solucdo de 100 mM bicarbonato de aménio pH 7,8 contendo 50 %
acetonitrila (ACN) durante 45 minutos a 37 °C. Este processo foi repetido por no minimo
duas vezes ou até que o corante tivesse saido completamente. Apos as lavagens, 0s spots
foram desidratados adicionando 100 pL de ACN 100% e incubados a temperatura ambiente
por 5 minutos. A ACN foi entdo removida, e os tubos eppendorfs foram mantidos a
temperatura ambiente por 5 minutos para permitir a evaporagdo da ACN residual. Para iniciar
a digestdo enzimatica, os spots secos foram reidratados em uma solucdo de 40 mM de
bicarbonato de aménio / 10 % de ACN contendo tripsina (Trypsin Gold — Promega; 20
mg/mL) durante 1 hora e a 4 °C. Posteriormente, adicionou-se tampdo de digestdo néo
contendo tripsina até cobrir os pedagos de gel e as amostras foram incubadas por 18 horas a
37 °C. Os peptideos gerados pela clivagem enzimatica foram extraidos dos géis em 2 etapas:
na primeira, as amostras foram incubadas com 150 pL de 4gua Milli-Q, durante 10 minutos e
sob frequente agitacdo; logo apos, a solucdo foi transferida para um novo tubo; na segunda
etapa, as amostras foram incubadas em 50 pL de uma solugdo de 50 % ACN / 5 % TFA,
durante 1 hora e sob constante agitacdo. Em seguida, juntou-se esta solucdo com aquela
obtida na primeira etapa. A segunda etapa foi repetida por 2 vezes. Por ultimo, a solucéo
contendo os peptideos foi seca e preparada para as analises por espectrometria de massas.

As andlises para a identificacdo protedmica das subunidades do proteassomo, bem como
sobre as possiveis adi¢fes de glutationa em determinados residuos de aminoacidos foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas do Instituto Butantan. Os materiais
oriundos da digestdo por tripsina foram analisados através da cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC-MS), utilizando um sistema UFLC binério (20A Prominence,
Shimadzu Co., Japan) acoplado ao espectrdmetro de massas do tipo Electrospray - lon Trap -
Time of Flight (ESI-IT-TOF) (Shimadzu Co., Japdo), e/ou por espectrometria de massas tipo
MALDI/TOF (lonizagdo e dessorcéo a laser assistida por matriz), sob a supervisao do Dr.
Daniel Carvalho Pimenta.

Para as analises por LC-MS, as amostras foram ressuspendidas em &gua / 0,1% Acido
Acético e analisadas em uma coluna C18 (Discovery C18, 5 pm, 50 mm x 2.1 mm), tendo

como solventes (A) Acido Acético / agua (1:999) e (B) Acido Acético / ACN / agua
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(1:900:99). Por meio de um fluxo constante de 0,2 mL/min, o gradiente variou de 5 a 70% de
solvente B, durante 35 minutos, a 37 °C, e monitorado a 214 nm por um detector Shimadzu
SPD-M20A PDA. Seguida a etapa cromatografica, foram realizadas as analises por
espectrometria de massas, de acordo com 0s seguintes parametros: a voltagem utilizada da
interface foi de 4,5 KV e a voltagem do detector, 1,76 KV, com temperatura de 200 °C; a
fragmentacdo foi causada por gas de colisdo argénio, com 50% de energia; e 0s espectros
foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. O padrdo de fragmentacdo para cada amostra foi
processado pelo programa MASCOT (lon Search) versdo in house (versdo 2.4.0) (PERKINS
et al., 1999) para analises protebmicas e/ou pelo Peaks Studio V7 (MA et al., 2003) para
sequenciamento ‘de novo’ e andlises protedmicas e de comparacao de sequéncias.

Além disto, a banda referente a subunidade a5 do proteassomo (identificada através das
analises por LC-MS) foi analisada em um espectrdmetro de massas do tipo MALDI —
TOF/TOF (Axima Performance, Shimadzu). Antes da obtencdo dos dados, o aparelho foi
previamente calibrado utilizando—se o kit MALDI TOFMIX™ (LaserBio Labs). Logo apos, a
amostra foi ressuspendida em agua / 0,1% Acido Acético. Em seguida, uma aliquota do
material foi co-cristalizada com o 4acido a-ciano-4-hidroxicindmico (solucdo saturada em
ACN / agua / 0,1 % de &cido trifluoroacético) (matriz) e depositada sobre o amostrador para
secagem ao ambiente. Os espectros foram obtidos utilizando-se 0 modo linear positivo e
utilizando um intervalo de massas entre 1350 e 1830 Da.
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1VV. Resultados

O estudo da glutationilacdo do proteassomo tem se mostrado interessante devido a sua
conservacao em diversos organismos (se estendendo de levedura a mamiferos, passando por
plantas) e pelo fato de ser uma modificacdo pds-traducional que possui um importante papel
funcional. Portanto, caracterizar e compreender este fino mecanismo de regulacéo, bem como
a importancia deste no processo de modulacdo da atividade catalitica do proteassomo é de
grande interesse no grupo ha anos. Em estudos realizados anteriormente pelo grupo foi
descrito 0 mecanismo bioguimico pelo qual ocorre o processo de glutationilacdo (DEMASI et
al., 2001 e 2003) e posteriormente a identificacdo dos residuos de cisteina que séo suscetiveis
a essa modificacdo (SILVA et al., 2012). Os residuos encontrados glutationilados
concentram-se exclusivamente nas subunidades o do 20SPT, e, uma das consequéncias
estruturais dessa modificagdo em subunidades o, além das alteracdes funcionais sitio-
especificas (DEMASI et al., 2001 e 2003), foi a observacdo de que, quando esses residuos
encontram-se glutationilados, ocorre a abertura da camara catalitica da particula 20S,
observado por microscopia eletrénica de transmissdo e, consequente, desacoplamento ou
inibicdo do acoplamento com unidades regulatorias 19S. Outro dado bastante significativo é o
fato de que a forma glutationilada, quando comparada a reduzida, degrada mais
eficientemente proteinas oxidadas (SILVA et al., 2012).

A andlise do proteassomo 20S isolado de leveduras crescidas em meio YPD até a fase
estacionaria glutationilado in vivo e in vitro permitiu a identificacdo de quatro diferentes
subunidades glutationiladas (a4, a5, a6 e a7) e um total de sete residuos de cisteinas
diferentes distribuidos entre elas. Entretanto, apenas as cisteinas presentes na subunidade a5
(Cys76 e Cys221) foram encontradas em ambas as situagdes citadas acima, sugerindo uma
especificidade no processo de regulacdo redox do 20SPT (SILVA et al., 2012). Assim, fez-se
essencial analisar o papel dessas cisteinas identificadas envolvidas neste processo e para isso,
iniciamos a construcdo de linhagens portadoras de mutacOes sitio-especificas, através da
substituicdo de um residuo de cisteina por serina. Escolhemos trocar tais aminoacidos devido
as suas cadeias laterais serem semelhantes, embora a cisteina contenha um grupo tiol que
participa de reacGes redox.

Com relagdo aos residuos de cisteina encontrados glutationilados na subunidade a5,
observou-se por estrutura tridimensional, que a Cys221 apresenta a sulfidrila totalmente

exposta ao solvente, portanto, sujeita as influéncias do estado redox celular. Assim, iniciamos
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0 estudo obtendo linhagens com mutagdes primeiramente no residuo Cys221, seguida da
mutacdo no residuo Cys76. As descri¢cfes das construcdes para a obtencdo das linhagens
mutantes estdo mostradas no Anexo l. Posteriormente, analisamos as alteracGes estruturais
oriundas das mutaces realizadas no 20SPT nessas linhagens, bem como analises bioquimicas

e fenotipicas a fim de avaliar e compreender as mudancas observadas entre as linhagens.

Analise estrutural e caracterizacdo funcional do papel das cisteinas glutationilaveis da
subunidade a5 do 20SPT em linhagens mutantes de S. cerevisiae

Com a obtencdo das linhagens C76 e C221, portadoras das mutagdes sitio-especificas
a5-C76S e a5-C221S (respectivamente), e a confirmagéo de que estes residuos sdo essenciais
para a viabilidade celular (Anexo 1), iniciamos uma andlise estrutural e a caracterizacdo
funcional destes residuos nestas linhagens mutantes realizando diferentes ensaios

comparativos com a linhagem selvagem RJD1144, como abordado abaixo.

Analise das atividades peptidasicas e proteoliticas do proteassomo 20S

Como mencionado anteriormente, 0 20SPT é uma protease multicatalitica: a subunidade
B1 possui atividade pds-acidica (PA), a subunidade B2 possui atividade tipo-tripsina (T-L), e,
a subunidade B5 possui atividade do tipo-quimiotripsina (ChT-L). Portanto, para analisarmos
os diferentes tipos de atividade do proteassomo 20S, purificamos 0 mesmo das linhagens
selvagem e mutante C221S apds crescimento até atingir a fase estacionaria (60 horas) em
meio liquido YPD 4%, através de colunas de afinidade a niquel, seguida de outro método de
separacao por cromatografia de troca idnica em coluna Mono-Q, a fim de se obter amostras

mais puras, conforme visualizado na Figura 17.
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Figura 17. Pureza das preparacfes do 20SPT por diferentes métodos de separacdo. Aliquotas de 15 ug do
20SPT purificado da linhagem selvagem (WT) e mutante (C221S) foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12,5%
para avaliar a pureza das amostras. (1) Cromatografia de troca idnica em coluna Mono-Q, e, (2) separagdo em
coluna de afinidade a niquel.

Apdbs a obtencdo das preparacGes, incubamos 1 pg do 20SPT purificado a 37 °C em
tampdo 20 mM Tris/HCI, pH 7.5, na presenca ou auséncia de 10 mM KCI e/ou 5 mM MgCl,.
Os ensaios de atividade peptidasica e protedlise in vitro foram realizados por OHARA (2015).
O ensaio deu-se inicio pela adicdo de 100 uM do substrato ChT-L suc-LLVY-AMC; 400 uM
do substrato T-L z-ARR-AMC e 100 pM do substrato z-LLE-AMC, e a emissdao da
fluorescéncia foi capturada em espectrofluorimetro a 440 nm (excitacdo a 365 nm), durante
45 minutos, em intervalos de 5 minutos. Como mostrado na tabela 10, nos ensaios realizados
em tampdo Tris 20 mM, pH 7,5 na presenca ou ndo de 5 mM MgCl,, o mutante C221S
apresentou um aumento em torno de 40-60% na atividade sitio-especifica ChT-L comparada a
observada nas amostras do 20SPT selvagem, onde o mesmo efeito pode ser observado para a
atividade PA. Porém, ndo houve variacao significativa na atividade T-L entre as linhagens,
independentemente do tampéo utilizado.

Tabela 10 - Atividade peptidéasica de preparacfes purificadas do 20SPT das linhagens
selvagem e C221S.

WT C221S
ChT-L 70+13 114+10,5*
T-L 27+1 29+1
PA 2242 32,5+2**

O 20SPT (1 pg) foi incubado em tampao Tris 20 mM, pH 7.5, a 37 °C, ap6s a adicdo dos respectivos substratos,
conforme descrito acima. Os resultados mostrados referem-se a média + SD de trés experimentos independentes
(diferentes preparaces do 20SPT). Estdo expressos em UAF (Unidade Arbitraria de Fluorescéncia/min). Cada
ensaio foi realizado em triplicata. *p<0,05 **p<0,0033 (Adaptado de OHARA, 2015).

73



Decidimos analisar a atividade sitio-especifica ChT-L do 20SPT presente no extrato
celular total da linhagem selvagem, C221S e C76S, na presenga e/ou auséncia de ATP
(adicionando desde o inicio da lise celular), a fim de avaliar ndo apenas a atividade
peptidasica do 20SPT “livre”, mas também aquele acoplado a pelo menos uma unidade
regulatoria 19S, formando assim o 26SPT. Na Figura 18 estdo plotados os dados obtidos
neste ensaio, onde é possivel observar uma ligeira queda na atividade do 20SPT na linhagem
C221 em ambas as preparacdes (ou seja, presenca ou auséncia de ATP) quando comparada a

selvagem, e 0 mesmo ocorre com a mutante C76.
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Figura 18. Atividade peptidasica do tipo-quimiotripisina do 20SPT e 26SPT no extrato celular total. Foram

incubadas 60 pg do extrato celular com 50 uM de substrato peptidico suc-LLVY-AMC em tamp&o 20 mM
Tris-HCI pH 7,5 contendo 10 mM KCI e 5 mM MgCl, a 37 °C. Para a atividade do 26SPT foi utilizado o mesmo
protocolo, mas na presenca de 5 mM de ATP. A emissdo da fluorescéncia foi registrada por 45 minutos em
intervalos de 5 minutos em espectrofluorimetro a 440 nm (excitacdo a 365 nm). Os resultados mostrados
referem-se a média + SD de dois experimentos realizados em triplicata (Adaptado de OHARA, 2015).

Paralelamente aos ensaios de atividade sitio-especifica do proteassomo, investigamos a
atividade proteolitica do 20SPT da linhagem selvagem e mutante C221, utilizando proteinas
conhecidas por serem hidrolisadas pelo 20SPT de forma ubiquitina-independente, tais como a
Grx2 (Glutarredoxina 2), a a-Syn (a-sinucleina) e a -Cas (p-caseina). Essas proteinas foram
incubadas com o 20SPT purificado e a degradacdo pode ser visualizada tanto pela diminuigéo
da banda original quanto pelo surgimento de fragmentos peptidicos através de gel SDS-

PAGE, como mostrado abaixo na abaixo na Figura 19.
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Figura 19 — Avaliagéo proteolitica do 20SPT selvagem e mutante C221S. (a) Géis representativos do 20SPT
(8 o) utilizados como controle da pureza das preparacfes obtidas. Géis mostrando a degradacdo da Grx2, na
presenca e auséncia de DTT (b), da a-syn (c) e da B-cas (d) pelo 20SPT. As incubagdes foram realizadas em
tempos e tampdes diferentes (como descrito em materiais e métodos). Preparagdes com 0 mesmo grau de pureza
foram utilizadas para as medidas das atividades sitio-especificas como mostrado na Tabela 10 (Adaptado de
OHARA, 2015).

Como mostrado na tabela 10 e na figura 19, o 20SPT da mutante C221 apresentou uma
degradacéo diferencial nos respectivos ensaios quando comparada ao proteassomo selvagem.
Os resultados de protedlise mostraram que além do 20SPT da linhagem C221 degradar com
mais eficiéncia os substratos proteicos, sua capacidade de degradacdo também e afetada na
presenca de DTT, semelhante ao que ocorre com o proteassomo selvagem (Figura 19b).
Provavelmente, essa diminuicdo ou auséncia de degradacdo proteica na presenca de DTT seja
oriundo da reducdo de residuos de cisteinas glutationilados e, consequentemente, o

fechamento da cAmara catalitica impedindo assim a entrada do substrato e posterior hidrolise.
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Controle da camara catalitica do 20SPT ¢é dependente do estado redox dos residuos
de cisteinas presentes na subunidade a5

Na tentativa de correlacionar as diferencas observadas nos ensaios de proteolise
realizados acima com as linhagens selvagem e mutante C221, um fator importante parece ser
a intensidade da abertura da cAmara, possibilitando a entrada de substrato ao centro catalitico
e consequentemente aumento da atividade proteassomal. Assim, em colaboragdo com o Prof.
Cristiano L. P. de Oliveira e da mestranda Renata N. Bicev, ambos do Departamento de Fisica
Experimental, Instituto de Fisica, USP, iniciamos a analise do proteassomo 20S purificado
por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM). Aliquotas das amostras foram adicionadas
em microtelas cobertas com um fino filme de parlédio (polimero de celulose) recobertas com
carvao, e em seguida, foram coradas negativamente utilizando solucdo de fosfotungstato de
potassio a 2 % como corante.

Dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo (SILVA et al., 2012) mostraram que 0
20SPT purificado da linhagem selvagem apresenta alta frequéncia de formas abertas (Figura
20a), além de ser responsivo ao redutor de tidis DTT indicando que essa populacdo de 20SPT
apresenta cisteinas glutationiladas, e, consequentemente, maior habilidade para degradar
proteinas oxidadas. Ao analisarmos o 20SPT da linhagem mutante C221, este apresentou alta
frequéncia de formas abertas (80% = 3) (Figura 20b) comparado ao 20SPT selvagem (65% +
4) e também respondeu ao agente redutor DTT, muito provavelmente porque ainda havia
algum residuo de cisteina envolvido no processo de glutationilacdo. Assim, pudemos observar
uma diminuicdo da frequéncia de formas abertas (em torno de 45%) ap0s o tratamento com
DTT. Em contrapartida, o 20SPT purificado da linhagem C76 apresentou prevaléncia de
formas fechadas (30 + 2) (Figura 20c). Dados quantitativos referentes a frequéncia de formas
abertas presentes no 20SPT nas linhagens estdo mostrados resumidamente na Figura 20d.
Portanto, a S-glutationilacdo do residuo Cys221 representa, na verdade, uma regulacdo
negativa da abertura da cadmera catalitica do 20SPT uma vez que, sua mutacdo determina
maior frequéncia de abertura sendo que o tratamento dessas preparagdes com DTT induzem o
fechamento da cadmara catalitica. Nessa linhagem, restaria o residuo Cys76 para ser S-

glutationilado e, portanto, € a que estaria de fato regulando a abertura do 20SPT.
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Figura 20. Andlise estrutural do 20SPT das linhagens selvagem e mutantes por microscopia eletrénica de
transmissdo. Painéis representativos das aliquotas referentes ao 20SPT purificado das linhagens selvagem,
mutante C221 e C76 (a, b e c, respectivamente) analisadas em microtelas coradas negativamente com 2% de
fosfotungstato de potéssio. No quadro superior temos uma visdo frontal do proteassomo, evidenciando a abertura
da camara catalitica e no quadro inferior, uma vista frontal apés tratamento com 20 mM de DTT, por 30
minutos, exibindo a conformacdo fechada na WT e a5-C221S. 20SPT da linhagem C76 mostrou-se com a
camara catalitica fechada, mesmo sem tratamento com DTT. (d) As imagens foram obtidas a 100 nm e utilizadas
para a contagem manual das formas abertas do 20SPT relativamente ao total de estruturas visualizadas. Os
resultados mostrados referem-se a média = SD de trés experimentos independentes. *p< 0,004 **p< 0,0001
(Adaptado de OHARA, 2015).

Anélise protedmica e espectrometria de massas

A fim de confirmarmos se na auséncia da Cys221, a Cys76 estaria glutationilada, ja que
este outro residuo também havia sido anteriormente identificado pelo nosso grupo como
glutationilado, partimos entdo para uma analise protedmica na tentativa de identificar esse

residuo glutationilado na linhagem mutante C221. Isso indicaria que 0 proteassomo com a
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mutagdo 05-C221S poderia sofrer alguma alosteria e assim expor o residuo de Cys76
tornando-o passivel de sofrer essa modificacdo relevante na manutencdo da proteostase
intracelular. As analises para a identificacdo protebmica do residuo glutationilado foram feitas
em colaboracdo com o aluno de doutorado Douglas C. Mariano, no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do Instituto Butantan, sob a supervisdo do Dr. Daniel Carvalho
Pimenta, ambos do Laboratorio de Bioguimica e Biofisica do Instituto Butantan.

Assim, procedemos com a separacdo por gel 2-DE das subunidades do 20SPT
purificado por cromatografia de afinidade a niquel da linhagem C221 e os dados
representativos estdo mostrados na Figura 21, onde estdo destacados 0s spots selecionados e
cortados para a identificacdo proteica, utilizando como referéncia o gel 2-DE obtido com
preparacdes do 20SPT da linhagem selvagem, onde se fez a identificacdo de todas as
subunidades do proteassomo 20S de levedura. (SILVA et al.,, 2012). Além dos spots
destacados na Figura 21, outros spots também foram selecionados e identificados (dados nao
mostrados).

Embora a subunidade a5 tenha sido identificada em ambas as condi¢Ges utilizadas (ou
seja, auséncia e presenca de DTT e IAA), inicialmente nas preparacdes sem DTT e IAA nao
conseguimos identificar o residuo C76 glutationilado por espectrometria de massa do tipo LC-
MS, pois ndo obtivemos sucesso na ionizacao do peptideo que corresponderia a este (Figura
21a, spots 1 e 2). J& 0 mesmo ndo ocorre com as preparacdes tratadas com DTT e IAA, onde
pudemos identificar a presenca do peptideo e consequentemente o residuo C76 nao
glutationilado (Figura 21b, spot 3). Essas analises realizadas através da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), utilizando um sistema UFLC binério acoplado
ao espectrometro de massas do tipo Electrospray - lon Trap - Time of Flight (ESI-IT-TOF),
permitiu que fosse possivel analisarmos ndo somente a massa dos peptidos tripticos do
proteassomo 20S, mas também, os ions gerados apos a fragmentacdo do ion parental na
camara de colisdo, sequenciando cada peptideo. Maiores informacdes sobre as identificacGes
dos peptideos pertencentes a subunidade a5 do 20SPT, bem como a identifica¢do do peptideo
correspondente ao residuo C76, estdo listadas e ilustradas nos Anexo Il e IlI,

respectivamente.
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Figura 21. Andlise por eletroforese bidimensional (2-DE) do proteassomo 20S da linhagem mutante C221
da levedura S. cerevisiae. Aliquotas (70 pg) do 20SPT purificado de YPD foram submetidas & eletroforese
bidimensional em tiras de 7 cm com gradiente de pH variando entre 4 e 7, na auséncia de DTT e IAA (a) ou na
presenca (b), evidenciando a separa¢do das subunidades do proteassomo. Os spots corados com Coomassie
coloidal foram excisados e tiveram seu contetdo protéico digerido com tripsina e os peptideos analisados por
espectrometria de massas para a identificacdo correta de cada subunidade. Os quadrados pretos indicam os
“spots” identificados correspondentes a subunidade a5.

Como inicialmente ndo obtivemos sucesso na identificagao do residuo da subunidade a5
glutationilada, a C76, por andlise da separacdo dos spots (2-DE) e posterior identificacdo por
espectrometria de massas, paralelamente, foram realizados ensaios de eletroforese
bidimensional seguida de imunomarcacao utilizando os anticorpos primarios anti-a5C76S-SG
e anti-GSH em preparac6es obtidas do 20SPT purificado por cromatografia de afinidade a
niquel da linhagem mutante C221, também na auséncia e presenca de DTT e IAA, a fim de
confirmar a glutationilagdo do residuo C76 nesta linhagem, mas também ndo obtivemos
sucesso nestes ensaios (dados ndo mostrados).

Portanto, isso poderia ser devido a algum artefato ou limitacdo das técnicas utilizadas.
Assim, decidimos investir na identificacdo do residuo C76 da subunidade a5 do 20SPT da
linhagem mutante C221 realizando algumas modificac6es no protocolo de purificagdo e no

processo de identificacdo proteica. Adicionamos mais uma etapa cromatografica no processo
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de purificacdo do 20SPT, uma cromatografia de troca i6nica (anidnica por coluna Mono-Q) a
fim de se obter material mais puro e, consequentemente maior capacidade de aplicagéo
proteica, visto que o volume aplicado na tira € um fator limitante. Além do espectrometro de
massas do tipo LC-MS utilizamos também o MALDI-TOF para a identificacdo da C76
glutationilada na subunidade a5 do 20SPT.

Embora as subunidades do 20SPT apresentem equimolaridades semelhantes, trabalhos
na literatura mostram dificuldades para a visualizacdo de algumas subunidades, como a
subunidade o7 e as subunidades B2 e 5 (CHOUDURI et al., 2008; IWAFUNE et al., 2002;
KIMURA et al., 2000). Assim, devido as alteracGes realizadas nos protocolos foi possivel
primeiramente visualizar uma melhoria da resolucdo do perfil de separacdo de alguns spots
que apareciam menos intensos em NOSSOSs experimentos, como por exemplo, o spot 4 referente

a subunidade o5, mostrado em destaque na Figura 22.

|- pH +|

Figura 22. Melhoria da resolugdo na separacéo por 2-DE das subunidades do 20SPT da linhagem mutante
C221 da levedura S. cerevisiae. Para melhor isolar as subunidades do 20SPT, adicionamos mais uma etapa
cromatografica no processo de purificacdo do 20SPT a fim de se obter material mais puro e, consequentemente
maior capacidade de aplicacdo proteica. Aliquotas (70 ug) do 20SPT purificado de YPD foram submetidas a
eletroforese bidimensional em tiras de 7 cm com gradiente de pH variando entre 4 e 7. Nota-se que na regido
entre 0 pH 5-6, destacam-se alguns spots mais intensos evidenciando o ganho em resolucdo. Os spots corados
com Coomassie coloidal foram excisados e digeridos com tripsina e os peptideos analisados por espectrometria
de massa do tipo MALDI-TOF para a identificagdo correta da subunidade. O quadrado preto indica o “spot”
identificado correspondente a subunidade a5. Os resultados mostrados sdo representativos de dois experimentos
independentes.

Como mencionado acima, 0 aumento na quantidade de proteina aplicada na tira também
foi um fator importante, pois a subunidade a5 apresentou um spot melhor visualizado no gel,
tal foi recortado e processado para posterior identificagdo por espectrometria de massa do tipo
LC-MS. No entanto, como outrora, ndo foi possivel a identificacdo do peptideo onde se
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encontra o residuo C76 (HIGCAMSGLTADA), embora outros peptideos tenham sido

identificados por essa técnica, como mostrado na Figura 23 e listados na tabela 11.
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Figura 23. Anélise por espectrometria de massas (LC-MS) da subunidade a5 do 20SPT. O spot referente a
esta proteina foi recortada, descorada, digerida (tripsina) e analisada por LC-MS, conforme descrito em materiais
e métodos. A analise dos dados foi feita utilizando-se o software Peaks Studio v7, realizando as buscas contra o
banco de dados Uniprot/swiss-Prot (taxonomia: Saccharomyces cerevisiae). Ap6s a clivagem enzimaética, foi
possivel identificar diferentes sequéncias peptidicas que compdem a subunidade o5 do proteassomo 20S, como
destacado com a caixa cinza e sublinhado em azul. Note que, conforme demarcado pela seta em verde
destacando o inicio e o fim do peptideo onde se encontra o residuo C76 (HIGCAMSGLTADA), ndo foi
identificado por LC-MS.

Tabela 11: Peptideos da subunidade a5 do proteassomo identificados por espectrometria de
massas do tipo LC-MS.

s i Massa Massa " 3
Peptideo Razdo massal/carga(m/z) z Observada Tedrica Modificagoes
K.QDGFK.I 297.612 2 593.2809 593.27
K.Q(+.98)DGFK.I 298.136 2 594.2649 594.25 Desaminacéo (NQ)
R.SEYDR.G 335.1603 2 668.2766 668.265
K.TAELIK.E 337.6924 2 673.401 673.39
K.TAELN(sub NK.E 338.1912 2 674.3599 674.349 Mutacéo
R.SE(+14.02)YDR.G 342.1239 2 682.2922 682.285 Metilagdo
K.IVEIDR.H 372.6882 2 743.4177 743.407
K.N(sub I)VEIDR.H 373.2061 2 744.3766 744.366 Mutacéo
K.Q(+.98)VMEEK.L 382.7095 2 763.3422 763.327 Desaminacgéo (NQ)
K.IYD(+14.02)NEK.T 398.1938 2 794.381 794.374 Metilagdo
K.IYDN(+.98)EK(+14.02).T 398.7112 2 795.3651 795.354 Desaminacgdo (NQ); Metilagdo
R.SMIEHAR.T 422.1967 2 842.4069 842.396
R.SMN(sub I)EHAR.T 422.6981 2 843.3657 843.355 Mutacéo
R.SM(+15.99)IEHAR.T 287.1035 3 858.4018 858.386 Oxidacéo (M)
K.EAELLVLK.I 457.7957 2 913.5484 913.538
K.EGVVLGVEK.R 465.2512 2 928.5229 928.512
R.GVSTFSPEGR.L 518.7309 2 1035.4985 1035.488
R.FGEGASGEER.L 519.7065 2 1037.4414 1037.43
K.LGP(sub S)TAIGIATK.E 521.3099 2 1040.6229 1040.612 Mutacéo
R.FGEGASGE(+14.02)ER.L 526.7108 2 1051.457 1051.45 Metilagao
K.EGVVLGVEKR.A 543.293 2 1084.624 1084.613
F.HAEPSGTFYR.Y 582.7672 2 1163.5359 1163.525
F.HAEPSGTFYR(+.98).Y 583.2351 2 1164.5199 1,164.055 Desaminacéo (R)
R.ATSPLLESDSIEK.I 695.3342 2 1388.7035 1388.693
R.ATSPN(sub L)LESDSIEK.I 695.8348 2 1389.6624 1389.651 Mutacéo
R.LFQVEYSLEAIK.L 720.3644 2 1438.7708 1438.76
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Apos estes resultados, procedemos com uma nova abordagem para a identificacdo do
peptideo onde se encontra o residuo C76 (HIGCAMSGLTADA). Utilizando um
espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF, foi possivel identificar o peptideo da
subunidade o5, tanto na forma reduzido quanto na glutationilado (Figura 24). Nesta figura,
podemos observar diversas massas peptidicas, destacando-se os ions 1402,6 e 1708,7. Ambos
representam o peptideo contendo o residuo C76, porém, o segundo ion representa a forma
glutationilada do peptideo (a diferenca de +305 Da entre 0s ions representa a incorporacdo da

glutationa ligada ao residuo de cisteina).
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Figura 24. Analise por espectrometria de massas (MALDI-TOF) dos peptideos tripticos gerados a partir
da clivagem da subunidade a5 do 20SPT. 1 uL da amostra foi misturada com 1 uL da matriz acido a-ciano-4-
hidroxicindmico e aplicada na placa. Utilizou-se 0 modo linear positivo para a obtengdo e acumulo dos
espectros. As razfes massa/carga indicadas pelas setas correspondem aos peptideos tripticos identificados como
componentes da subunidade o5, onde podemos observar a presenca do fon 1708,7 [M+H]". Este ion representa a
forma glutationilada do peptideo HIGCAMSGLTADAR, ou seja, ele apresenta uma glutationa (+305,1 Da)
ligada ao residuo de cisteina, (destacado em verde). Além disto, também podemos observar a presenca do
mesmo peptideo ndo glutationilado (m/z 1402,6) (destacado em azul).

Anélise das concentracgdes de 19SPT e 20SPT entre as linhagens

Com os resultados obtidos acima pudemos observar diferencgas significativas entre a
linhagem selvagem e mutantes. Assim, para a caracterizagdo funcional desses residuos de
cisteina, seguimos com as analises bioquimicas do 20SPT. No entanto, para alguns ensaios foi
necessaria a purificacdo do proteassomo 20S. Importante ressaltar que o rendimento obtido

das preparagdes da purificacdo do 20SPT da linhagem C76 sempre foi baixo relativamente as
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preparacfes a partir da linhagem selvagem e C221. O fato de ndo conseguirmos obter
concentragfes comparareis aquelas obtidas com as outras linhagens nos intrigava em alguns
aspectos sugerindo varias hipoteses... A primeira hipotese foi de que a concentracdo da
unidade regulatoria 19SPT, bem como da unidade catalitica 20SPT na linhagem C76 fossem
menores comparativamente a linhagem selvagem. Entdo, realizamos ensaios de
imunomarcacdo a partir do extrato celular de cada linhagem e verificamos que os niveis do
19SPT, assim como do 20SPT (Figura 25a e 25b) ndo estdo alterados nas linhagens C76 e
C221 comparativamente a linhagem selvagem. Os ensaios abaixo foram realizados por
OHARA (2015).

(a) | Anti-195 I

WT C76 WT 221

® | Anti-208 |

WT C76 WT C221

WT C76 WT 221

Figura 25. Analise da concentragdo de 19SPT e 20SPT por imunomarcacdo. Foram aplicados em gel SDS-
PAGE 50 ug de extrato celular obtido de células selvagem (WT) e mutantes (C76 e C221). Ap6s transferéncia
das amostras para membrana de nitrocelulose foi feita a marcagdo com os anticorpos indicados para avaliar 0s
niveis dos mesmos entre as linhagens. (a) anti-19SPT; (b) anti-20SPT, e, (c) anti-actina, como controle de
loading. A revelacéo foi feita por quimioluminescéncia e a emisséo registrada por foto documentador. Os dados
mostrados sdo representativos de dois experimentos independentes (Adaptado de OHARA, 2015).

A questdo do rendimento das preparacdes do 20SPT da linhagem C76 ser muito baixo
(aproximadamente 30x menor comparado a linhagem selvagem) nos dificultou a obtencdo de
material suficiente para algumas de nossas analises. Assim, surgiu a hipdtese de que a

dificuldade em purificar o 20SPT da linhagem C76 fosse devido a alguma modificacdo
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sofrida pelo 20SPT nessa linhagem oriunda da mutacdo sitio-especifica que ndo permitiria a
ligacdo da cauda de poli-histidina & resina de niquel, lembrando que as linhagens selvagem,
mutante C76 e C221 possuem a cauda de poli-histidina fusionadas no gene PRE1, o qual
codifica para a subunidade 4 (20SPT), além da sequéncia do peptideo FLAG. Entdo, a fim
de testar a possibilidade de que a linhagem C76 tivesse perdido uma e/ou outra marcagéo,
realizamos ensaios de imunomarcagdo com o extrato total dessa linhagem com anticorpo anti-
his, e, também com anticorpo anti-FLAG. Assim, construimos a coluna com resina
Sepharose-anti-FLAG, conforme o manual do fabricante (SIGMA), que permitiu sua
separacgdo pelo peptideo FLAG, presente na mesma sequéncia onde esta localizada a cauda de
poli-histidina.

Como mostrado na Figura 26, a marcacdo com anticorpos conforme indicado, feita
apos separacao do 20SPT do extrato celular com colunas de resinas diferentes, seguida de gel
SDS-PAGE, transferéncia para membrana de nitrocelulose e imunomarcagdo mostrou que o
20SPT estd presente em ambos 0s ensaios realizados com as diferentes preparagdes
comparativamente ao da linhagem selvagem obtido pelo mesmo procedimento e ensaiado
para imunomarcacdo nas mesmas concentracfes que o 20SPT obtido da linhagem C76.
Portanto, pudemos observar claramente que ndo houve perda tanto da marcacao da fusdo com
a cauda poli-histidina quanto da sequéncia do peptideo FLAG. No entanto, em ambas as

condigdes de purificacdo também ndo tivemos sucesso quanto ao rendimento, pois continuou

muito baixo.
(a) Anti-his
WT C76
PREI (p4)
(b) Anti-FLAG
WT C76

Figura 26. Confirmacdo da presenca da cauda poli-histida e da sequéncia do peptideo FLAG em
diferentes preparacdes do 20SPT das linhagens selvagem e mutante C76. 30 g do extrato total da selvagem
(WT) e mutante (C76) foram imunomarcadas com anticorpo anti-his (a) e anti-FLAG (b), ap6s corrida em gel
SDS-PAGE 12,5%, seguida da transferéncia das amostras para membrana de nitrocelulose. A revelacédo foi feita
por quimioluminescéncia e a emisséo registrada por foto documentador.

84



Analisando os dados obtidos com o proteassomo 20S da linhagem mutante C76,
observamos em gel nativo 4.5%, um “rastro” presente nas preparagdes correspondentes ao
20SPT purificado desta linhagem por cromatografia de afinidade a niquel, o que ndo ocorria
nessas proporcdes com a linhagem selvagem ou mesmo na mutante C221. Isso nos despertou
interesse em identificar esse “rastro”, pois uma hipotese que explicaria a dificuldade na
obtencédo de 20SPT purificado obtido nesta linhagem seria a presenca de proteinas associadas
que co-purificam com o 20SPT. Outra hipotese seria que a estrutura do 20SPT desta linhagem
se desintegraria durante a corrente elétrica (100 V / 03:00 h). Entao, submetemos esse “rastro”
proteico a uma digestdao enzimatica com tripsina e posteriormente a anélise e identificacdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Os peptideos tripticos
obtidos foram processados pelo programa MASCOT (lon Search) versdo in house (versdo
2.4.0) utilizando o banco de dados NCBI, e a proteina Pncl foi identificada. Esse resultado
corrobora com outros dados obtidos anteriormente em nosso laboratério em diferentes
preparacOes do 20SPT selvagem isolado nas mesmas condi¢des, na qual essa proteina também
ja havia sido identificada por géis 2-DE e identificacdo por MS/MS (SILVA et al., 2012),
indicando uma possivel associacdo do 20SPT com Pncl. Posteriormente, verificamos que ndo
se tratava de uma co-purificagdo da Pncl com o 20SPT, mas sim de uma competi¢do, onde
Pncl teria maior afinidade a coluna de niquel comparada ao 20SPT, e coincidentemente, esta
proteina possui ponto isoelétrico e massa molecular semelhantes as subunidades do
proteassomo (6.23 e 25 kDa, respectivamente). Entretanto, é interessante que mesmo ndo se
tratando de uma co-purificacdo, essa proteina apareceu mais abundante nas preparacdes
obtidas do 20SPT da linhagem mutante C76 por cromatografia de afinidade a niquel quando
comparada a linhagem selvagem. Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que

Pncl de alguma forma esteja envolvida com o 20SPT.

Anélise da expressdo de subunidades proteassomais por g-PCR

A fim de confirmar os dados de concentracdo do proteassomo nestas linhagens,
partimos para uma analise dos niveis de expressdo génica. O processo de extracdo de RNA é
essencial para execucdo da técnica de reagdo de transcricdo reversa (QPCR), e para a obtencéo
de bons resultados, € vital que as sequéncias de RNA estejam, além de puras, em sua forma
mais integra possivel, pois moléculas fragmentadas originam dados de baixa qualidade e
pouco confiaveis, em especial nas técnicas quantitativas. Essa técnica € amplamente utilizada

uma vez que analisa 0 RNA responsavel pela sintese da proteina de interesse. Sendo assim, se
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h& uma proteina especifica, & porque hd DNA sendo expresso e originando mRNA para tal
proteina. Estes ensaios foram realizados por OHARA (2015) com a colaboracdo da Dra.
Maria Luiza M. B. de Chaves (ICB-USP) e sua aluna de doutorado Caroline Antunes Lino.
Para tal, selecionamos alguns genes que codificam para subunidades do proteassomo 20S e
19S e assim, 0 RNA das linhagens selvagem e mutantes foram isolados eficientemente e
diretamente de células intactas apds o crescimento em meio liquido YPD 4% até atingirem a
fase exponencial (D.O 1.0) pelo método de extracdo com fenol-acido quente, conforme
descrito em materiais e métodos. A qualidade do RNA extraido bem como a integridade das

subunidades ribossomais 28S e 18S podem ser visualizadas na Figura 27.

WI Cl6 C221 WT C76 (221

EEmmmEEc

Figura 27. Perfil do RNA isolado das linhagens. O RNA foi isolado das células das linhagens selvagem e
mutantes apos atingirem a D.O 1.0. A concentragdo de RNA total foi determinada em espectrofotdmetro de alta
sensibilidade (Gen5 Data Analysis Software, BioTek, Winooski, Vermont, United States of America) e a
qualidade do RNA extraido foi avaliada através da analise da razo entre as absorbancias em A=260 nm e A=280
nm e da analise da integridade das subunidades de RNA ribossomal (18S e 28S) sob luz UV, apds separagéo por
eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etidio. As preparacfes acima sdo representativas de
duas preparacdes de extracdo independentes, embora estas andlises tenham sido feitas com mais trés preparacées
(dados ndo mostrados).

Ap06s o isolamento e a confirmacdo da integridade dos RNAs extraidos das linhagens,
utilizamos estas preparacdes para os ensaios de gPCR, e consequentemente analise da
expressao génica das subunidades analisadas.

Conforme mostrado na Figura 28 pudemos observar que ndo ha diferengas
significativas nos niveis de expressdo dos genes analisados codificantes para subunidades da
unidade catalitica do 20SPT, assim como para 0 gene de uma das subunidades da unidade
regulatéria 19S, entre as linhagens (Figura 28, b-e); embora exista uma tendéncia na
linhagem C76 a queda da expressdo nessas subunidades essa diminuicdo ndo foi
estatisticamente significante em nenhuma das medidas. Entretanto, o gene PUP2, o qual
codifica para a subunidade a5 ¢ modificado geneticamente com as mutagdes sitio-especificas

construidas neste projeto foi o Unico que apresentou expressdo alterada (Figura 28a). Outra
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hipotese para explicar a dificuldade quanto ao rendimento das preparacfes do 20SPT da C76,
seria a de ndo ocorrer a automontagem do 20SPT nesta linhagem. Para que ocorra a
automontagem total da unidade catalitica 20S é necessaria a expressdo equitativa dos 14 genes
que codificam as subunidades do 20SPT. Entdo, analisamos também o gene UMP1, este
envolvido com a automontagem do 20SPT (RAMOS e DOHMEN, 2008) (Figura 28f), e
concluimos que para este conjunto de genes testados nestes ensaios ndo houve diferenca no

nivel de transcricdo tanto das linhagens mutantes quanto da selvagem.
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Figura 28. Ensaios de RT-PCR para analisar a expressdo génica de subunidades proteassomais. Avaliagdo
da expressdo de genes da unidade catalitica do 20SPT: (a) PUP2, codifica para a subunidade a5; (b) PRE1, para
a subunidade B4; (c) PREY, para a subunidade a3 e (d) PRES6, para a subunidade o4. Avaliagdo da expressdo de
genes da unidade regulatéria do 19SPT (e) RPT1 codifica para uma subunidade ATPasica, a Rptl e (f) da
chaperona envolvida na automontagem do 20SPT, a Umpl. Os niveis de expressdo do gene ACT1 foram
utilizados como controle interno. Os resultados mostrados representam a média + SD de cinco experimentos
independentes (Adaptado de OHARA, 2015).
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Automontagem do 20SPT

Est4 descrito na literatura que em situagdes de estresse oxidativo, o proteassomo 20S
pode adquirir a configuracdo do tipo a4-o4, esta mais resistente do que a usual a3-a4
(KUSMIERCZYK et al., 2008). Para testarmos essa possibilidade, lembrando que nossas
células sdo submetidas a estresse oxidativo de crescimento (60 horas), realizamos corrida de
gel desnaturante seguida de transferéncia para a membrana de nitrocelulose e marca¢do com
anticorpos especificos. Corroborando com os ensaios de g-PCR (Figura 28b e 28¢ — 04 ¢ a3,
respectivamente), como discutido anteriormente, ndo observamos diferencas significativas
nos niveis de expressdo dos genes que codificam para essas subunidades, bem como nas
concentragdes correspondentes as subunidades a3 e¢ o4 obtidas a partir do extrato celular

(Figura 29).

(a) Anti-03

WT C221 C76
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® | Anti-o4

WT €221 C76
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Figura 29. Analise da concentracio de subunidades o3 e a4 do 20SPT por imunomarcacdo. Foram
aplicados em gel SDS-PAGE 50 ug de extrato celular obtido de células selvagem (WT) e mutantes (C221 e
C76), ap6s o crescimento até a fase estacionaria em meio YPD 4%. Posteriormente, as amostras foram
transferidas para membrana de nitrocelulose e feita a marcacdo com os anticorpos indicados, (a) anti-a3 e (b)
anti-o4, para avaliar os niveis dos mesmos entre as linhagens e (C) anti-actina como controle de loading. A
revelacdo foi feita por quimioluminescéncia e a emisséo registrada por foto documentador.
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Anélise fenotipica das linhagens mutantes de S. cerevisiae
Paralelamente as andlises de estrutura do 20SPT foi realizado diferentes ensaios de
fenotipo com a linhagem selvagem RJD1144 e as linhagens mutantes, como mostrado a

sequir.

Diferencas morfolégicas causadas pela mutacao sitio-especifica

Avaliando o fendtipo das linhagens selvagem e mutantes C76 e C221, partimos para
uma analise da morfologia das células. A morfologia das leveduras da linhagem de S.
cerevisiae apresentam aspecto arredondado/oval e a sua reproducdo pode ocorrer através de
gemacdo (ou brotamento) de novas células, onde ocorre a formacdo de pequenas
protuberancias na superficie da célula que, depois de se desenvolverem, se desprendem,
passando a ter vida propria, ou por esporulacao de novas células, que consiste na formacéo de
esporos no interior das células, que se tornam livres pela ruptura das células. Assim, em
colaboracdo com o Prof. Dr. Mério Henrique de Barros, do Departamento de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP, as linhagens selvagem, C221 e C76 foram cultivadas
em meio rico YPD 4% até atingirem a fase logaritmica (12 horas) e a fase estacionaria (60
horas). Posteriormente, a morfologia das células foram analisadas através de laminas
preparadas com as células correspondentes a cada fase de crescimento no microscéopio éptico.

Conforme mostrado na Figura 30, as células da linhagem mutante C221 apresentaram
aspecto morfolégico semelhantes aos da selvagem, tanto na fase logaritmica (a) quanto na
fase estacionaria (b). Diferentemente, as células da mutante C76 mostraram-se
significativamente maiores quando comparadas a selvagem, independe das fases de
crescimento analisadas. N&o entendemos o fenotipo observado nas células dessa linhagem
mutante, a C76; entretanto, é de interesse entender o que estaria de fato ocasionando essa

diferenca na morfologia das células dessas linhagens.
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(a) WT C221 C76

(b)

Figura 30. Analise morfoldgica das linhagens. Painéis representativos das células em diferentes estagios de
crescimento. As células foram crescidas em meio liquido YPD 4% até fase logaritmica (12 h) (a), e,
subsequentemente até alcancarem a fase estacionaria (60 h) (b). As imagens foram obtidas através de
microscépio optico.

Avaliacéo quantitativa do crescimento das linhagens

Foram realizadas analises acompanhando a curva de crescimento das linhagens até
alcancarem a fase estacionéria. A curva de crescimento é obtida com base na determinacéo
espectrofotométrica da Densidade Optica (D.O) da cultura, medida no comprimento de onda
de 600 nm ao longo do tempo de incubacdo. Assim, a avaliacdo da turbidez de uma cultura
constitui um método rapido, embora indireto, de estimar a concentracdo celular. Estes ensaios
foram realizados por OHARA (2015). As linhagens selvagem, mutante C221 e C76 foram
crescidas durante 60 horas em meio liquido YPD 4% e no decorrer do crescimento, aliquotas
das respectivas linhagens foram retiradas em intervalos diferentes para medir a D.O.

Como mostrado na Figura 31, durante a fase log (primeiras 12 horas), onde ocorre o
aumento exponencial do nimero de células e intenso metabolismo celular, a mutante C76
apresentou dificuldade no crescimento, enquanto que a linhagem selvagem e a mutante C221
cresceram de maneira semelhante. Na fase estacionaria, proximo ao final do experimento, a
linhagem C76 apresentou um retardo no crescimento em torno de 40% quando comparada
com a linhagem selvagem, indicando que provavelmente a auséncia da Cys76 tenha afetado o

metabolismo bem como o fenétipo da célula.

90



14 1

10 A

Crescimento (D.O 600 nm)

~

Tempo (h)

——WT —=—(C221 —+—C76

Figura 31 — Perfis de crescimento obtidos das linhagens. As células foram ajustadas para a D.O 0.1 em meio
YPD 4% a partir de pré-indculo “overnight”. O crescimento foi acompanhado por medigdes da absorbancia de
duas em duas horas por 12 horas e ap0ds esse periodo, de doze em doze horas até 60 horas. Os dados mostrados
referem-se @ meédia + desvio padréo de trés experimentos independentes (Adaptado de OHARA, 2015).

Teste de viabilidade das linhagens sobre condicGes de estresse oxidativo

Posteriormente aos ensaios de curva de crescimento, OHARA (2015) também avaliou a
sensibilidade das linhagens ao estresse oxidativo através de ensaios de viabilidade por
diluicdo seriada realizando tratamentos com diferentes concentracfes de peroxido inorganico
(H20,) e peroxido organico. As linhagens selvagem e mutantes foram crescidas até a fase
estacionaria em meio liquido YPD 4% e entdo submetidas a uma diluicdo seriada em meio
solido YPD 4% na presenca de diferentes concentracdes de H,O, (0.5, 1, 2 e 4 mM), e de
peroxido organico (0.25, 0.5, 0.75, 1 e 1.25 mM) respectivamente, e entdo, analisamos a
capacidade de formacdo de col6nias nas diferentes diluicdes.

Os resultados da Figura 32 mostram que ap0s 48 horas na estufa a 30 °C, a linhagem
C221 apresentou menor sensibilidade ao estresse oxidativo em concentragdes crescentes de
ambos os perdxidos utilizados comparativamente a linhagem selvagem que teve seu
crescimento afetado nas concentracbes a 4 mM de H,O;, e 0.75 mM de perdxido organico
(Figura 32a e b, respectivamente), indicando que de alguma maneira a auséncia do residuo
a5-C221S parece ser compensado. Diferentemente da linhagem C76, qual mostrou
sensibilidade similar a linhagem selvagem nos ensaios com peroxido inorganico, porém,

significativamente menor sensibilidade ao estresse nos ensaios com peroxido organico. A
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principio, esperdvamos que a linhagem mutante C76 apresentasse uma sensibilidade ao
estresse, porém, ela ndo apresenta uma sensibilidade ao estresse e sim uma dificuldade no

crescimento em comparacdo as demais linhagens como mostrado na curva de crescimento.

a) Controle
f ®» & o1
C76
1 mM
cz1 [
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b) Controle 0,25 mM
o
® 0O ¢ , e R4 4
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-

Figura 32. Ensaio de viabilidade por diluicdo seriada comparando a sensibilidade das linhagens ao
estresse oxidativo. As células foram cultivadas em meio liquido YPD 4% até atingirem a fase estacionaria (60
h), e em seguida, foram ajustadas para D.O 0.2, subsequentemente feita uma diluicdo seriada de 4 dilui¢bes de
5X. Posteriormente, 5 pL. de cada dilui¢do foram aplicados em placas com meio sélido YPD 4% contendo
diferentes concentra¢des (indicada acima) de H,0O, (a) (OHARA, 2015), e, perdxido organico (b), previamente
aplicadas e espalhadas na superficie das placas imediatamente antes da aplicacdo das células. As placas foram
mantidas em estufa a 30 °C por 48 horas. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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Envelhecimento cronoldgico das linhagens

O envelhecimento cronoldgico pode ser definido como o resultado do acumulo de danos
irreversiveis em componentes intracelulares durante a fase estacionaria prolongada,
comprometendo a integridade celular e assim, direcionando a morte e autdlise celular. Assim,
0 ensaio de envelhecimento cronolégico é capaz de medir o tempo de vida que uma célula
consegue sobreviver a partir de uma cultura de células pela capacidade de formacdo de
colbnias. Os ensaios abaixo foram realizados por OHARA (2015). As células das linhagens
selvagem e mutantes C221 e C76 foram inoculadas em meio minimo WO e crescidas em
diferentes intervalos de tempo, onde a cada 48 horas de crescimento, 100 células da cultura
foram semeadas em placas de YPD, e apds 48 horas de incubacgdo na estufa a 30 °C, as
colénias foram contadas e avaliadas quanto a capacidade de formacdo de coldnias. Como
pode ser observado na Figura 33, a linhagem C221 apresentou maior longevidade,
corroborando com os dados anteriores onde, a linhagem C221 mostrou maior toleréncia ao
estresse oxidativo em comparacdo a selvagem. Em contrapartida, a linhagem C76, que

apresenta dificuldade no crescimento, mostrou um tempo de vida menor.
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Figura 33. Ensaio de envelhecimento cronoldgico das linhagens. As células foram cultivadas em meio
minimo WO e crescidas em diferentes intervalos de tempo conforme indicado. Posteriormente, as células foram
analisadas quanto a capacidade de formacg&o de colonias (Adaptado de OHARA, 2015).
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V. Discussao

As proteinas sdo as executoras das fungdes genéticas, e dentro de uma célula o nivel de
uma proteina € determinado pela sua taxa de sintese e processos que estabilizam sua
conformacao estrutural, pois para manter a funcionalidade e a viabilidade celular € importante
que as proteinas adquiram e mantenham um dobramento definido correto. Quando isso nao
ocorre, as proteinas danificadas, modificadas, deformadas ou proteinas que se tornaram
"desnecessarias” devem ser reconhecidas e degradadas. Nas ultimas trés décadas, tornou-se
cada vez mais claro que a protedlise seletiva € um mecanismo fundamental ndo s6 no controle
de homeostase celular, mas também na regulacéo de funcédo proteica. Em eucariontes, 80-90%
das proteinas intracelulares regulatérias de vida ultra-curta e curta, deformadas ou danificadas
sdo degradadas pelo proteassomo (GOLDBERG, 2003). O sistema proteassomal consiste de
uma unidade catalitica 20S (20SPT) e de um conjunto de proteinas regulatdrias que podem
mudar sua atividade e especificidade na degradacdo de uma ampla variedade de substratos,
atuando assim em diversos processos celulares (TOMKO & HOCHSTRASSER, 2013), o que
0 torna um atrativo alvo de drogas para o tratamento de vérias doencas (SCHMIDT &
FINLEY, 2014).

Embora o 20SPT destituido de unidades regulatérias seja capaz de degradar proteinas
intracelulares, o papel da degradacdo proteassomal independente de poliubiquitina em
qualquer processo de regulacdo é pouco descrito até agora. Como ja sugerido, 20% das
proteinas intracelulares em células de levedura e de mamiferos podem ser degradadas pelo
20SPT independente da ubiquitinacdo do substrato (BAUGH, 2009; BEN-NISSAN &
SHARON, 2014; ERALES & COFFINO, 2014). Conforme relatado por BAUGH, 2009 os
mesmos substratos encontrados degradados em extratos celulares pelo 20SPT,
independentemente de ubiquitinacdo, foram degradados in vitro por preparacdes de 20SPT
purificado.

H& anos o nosso grupo tém focado nos estudos que envolvem a S-glutationilacdo do
proteassomo, uma modificacdo quimica pds-traducional reversivel que possui um importante
papel funcional atuando principalmente na remocdo de proteinas ndo estruturadas e
danificadas oxidativamente (DEMASI et al., 2001; DEMAIS et al., 2003; SILVA et al., 2008;
SILVA et al.,, 2012). Portanto, € de grande interesse compreender esse mecanismo de
regulacao proteica e a importancia desta no processo de modulacao da atividade catalitica do

proteassomo. O grupo descreveu o mecanismo bioquimico pelo qual ocorre o processo de
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glutationilacdo do proteassomo (DEMASI et al., 2001 e 2003), e posteriormente, 0s residuos
de cisteina suscetiveis a essa modificagdo através de andlises in vivo, na qual o proteassomo
foi purificado de células crescidas até fase estacionaria em meio rico (PT-YPD), e, analises in
vitro onde o proteassomo foi incubado com GSH (PT-SG). Entre as 14 subunidades do 20SPT
estdo dispersos de um a cinco residuos de cisteina por subunidade, totalizando 32 residuos de
cisteina por molécula de proteassomo, com exce¢ao das subunidades a2, a3 e B7 as quais ndo
possuem residuos de cisteina na sua sequéncia primaria. Contudo, apenas dois foram
encontrados glutationilados em ambas as condi¢des descritas acima, a Cys76 e a Cys221 da
subunidade a5 do 20SPT (SILVA et al., 2012). No entanto, observou-se que esses residuos de
cisteina concentram-se exclusivamente nas subunidades o do 20SPT, e uma das
consequéncias estruturais dessa modificacdo em subunidades o, além das alteragdes
funcionais sitio-especificas, foi a observacdo de que, a forma glutationilada, quando
comparada a reduzida, degrada mais eficientemente proteinas oxidadas, e, quando esses
residuos encontram-se glutationilados, ocorre a abertura da cAmara catalitica da unidade 20S
(SILVA et al., 2012).

Assim, com o intuito de caracterizar o papel da Cys76 ¢ Cys221 da subunidade a5 do
20SPT bem como a importancia destes residuos no processo de glutationilacdo, neste trabalho
foram obtidas linhagens de levedura S. cerevisiae com mutacdes sitio-especificas (a5-C76S e
a5-C221S), e posteriormente, foram realizadas analises comparativas entre o 20SPT da
linhagem selvagem e as mutantes avaliando as alterac@es fenotipicas, funcionais e estruturais
oriundas dessa mutacéao.

A levedura S. cerevisiae é amplamente utilizada como modelo eucarioto em estudos
bioldgicos, ja que compartilha ciclo de vida e organizacdo celular como os eucariotos mais
complexos, além de ser um organismo unicelular, de facil cultivo e manipulacdo génica.
Também apresenta estados haploides e diploides estaveis o que permite a andlise dos
fendtipos dos mutantes com delecdo total de genes ndo essenciais no estado haploide e
estudos de complementariedade. No caso de genes essenciais, estudos de complementariedade
podem ser realizados apos transformacdes de nocautes no estado diploide, onde ocorre a
integracdo de DNA no genoma da levedura por recombina¢do homdloga, seguido de indugdo
de meiose (esporulagdo) (SHERMAN, 2002). Assim, iniciamos avaliando o fendtipo
consequente da inativacdo de um alelo no gene PUP2 correspondente a subunidade a5 do
20SPT com o gene reporter HIS3 na linhagem parental diploide de S. cerevisiae W303. A

complementacdo para reversdo do fenotipo nesta linhagem diploide com o gene PUP2
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selvagem utilizando plasmideos epissomais confirmou que este gene é totalmente essencial
para a viabilidade da célula (Figura S1 e S2). Posteriormente, a complementacdo do gene
PUP2 no mutante Apup2::HIS3 com as mutacdes sitio-especificas C221S e C76S observamos

a consistente complementacdo do alelo nulo pup2::HIS3 tanto por PUP2¢#S

quanto por
PUP2°® ou seja, a complementagdo do gene PUP2 em linhagens mutantes é funcional,
independentemente das trocas de residuos, embora durante a obtengdo dos mutantes a
linhagem a5-C76S tenha apresentado um retardo no crescimento em todas as condicfes de
cultivo utilizadas para a selecdo dos mutantes (Figura S3 e S4). Isso € um indicativo da
importancia deste residuo, lembrando que a Cys76 é um residuo conservado desde a levedura
ao homem. J& no caso da linhagem duplo mutante o5-C76S/C221S ndo houve
complementacdo do mutante nulo pup2::HIS3 no gene PUP2 com o plasmideo portando o
alelo duplo mutante PUP2°765€221S Contudo, as células da linhagem diploide Apup2::HIS3-
PUP2°¢768/€2215 racuperaram a capacidade de crescer ap6s a reversdo do fendtipo com um
plasmideo epissomal carregando o gene PUP2 selvagem, confirmando que a auséncia de
ambos os residuos torna a célula inviavel, indicando um papel funcional de tais cisteinas na
viabilidade celular (Figura S5).

Todas as proteinas testadas foram degradadas com mais eficiéncia pelo 20SPT da
linhagem mutante C221 nos respectivos ensaios quando comparada ao proteassomo
selvagem, apresentando assim uma degradacao diferencial de tais proteinas entre as linhagens
(Figura 19). O aumento da capacidade/velocidade proteolitica aqui observada seria uma
consequéncia da abertura da cdmera catalitica do 20SPT. Além disso, os resultados de
protedlise mostraram que a capacidade de degradacdo de ambas as linhagens é afetada na
presenca de DTT, corroborando com os dados obtidos com o proteassomo selvagem, onde a
taxa de degradacdo proteolitica destas proteinas (ndo estruturadas e oxidorredutases) aumenta
guando o 20SPT esta glutationilado (SILVA et al, 2012). Provavelmente essa diminuicao ou
auséncia de degradacdo proteica na presenca de DTT seja oriunda da reducdo de residuos de
cisteinas glutationilados e, consequentemente, do fechamento da camara catalitica impedindo
assim a entrada do substrato e posterior hidrolise. Na Figura 20 esta mostrado o efeito de
DTT na diminui¢ao da frequéncia de formas abertas do PT20S a5-C221S. O fato do 20SPT
com a mutacdo a5-C221S responder ao DTT indica que o residuo Cys76 nesta linhagem
esteja glutationilado, apresentando assim a sua conformacéao prevalentemente na forma aberta
(80% =+ 3) comparada a selvagem (65% = 4), o que permitiria um maior aporte de substrato

aos sitios cataliticos intensificando a degradacdo de proteinas. Isso foi confirmado por
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espectrometria de massas (Figura 24). Em contrapartida, o 20SPT com a mutagdo a5-C76S
apresenta-se prevalentemente na forma fechada (30% = 2 forma aberta; Figura 20). Por outro
lado, as modificacOes estruturais observadas no 20SPT da linhagem C221 corroboram com 0s
resultados discutidos abaixo quanto as alteracGes na expectativa de vida celular e resisténcia
ao estresse oxidativo, onde interpretamos esses resultados como uma consequéncia do
aumento na frequéncia de abertura da cémara catalitica. Assim, concluimos que a
glutationilacdo do residuo Cys221, o Unico residuo Cys localizado na superficie (totalmente
exposto ao solvente) do 20SPT (SILVA et al, 2012), representa uma regulacdo negativa da
abertura da camera catalitica do 20SPT uma vez que, sua mutacéo determina maior frequéncia
de formas abertas, e, que provavelmente restaria o residuo Cys76 para ser glutationilado e,
portanto, € o que estaria de fato regulando a abertura do 20SPT.

As analises protedmicas seguidas a espectrometria de massas utilizando o espectrémetro
do tipo MALDI-TOF confirmaram a glutationilagdo do residuo Cys76 da subunidade a5 do
PT20S. Embora a subunidade a5 tenha sido identificada nas preparacdes sem DTT e IAA por
espectrometria de massa do tipo LC-MS, ndo foi possivel a identificacdo do residuo Cys76
glutationilado (Figura 2la), diferentemente das preparacOes tratadas com DTT e IAA
(Figura 21b). A S-glutationilacdo protéica € uma modificacdo pos-traducional reversivel
envolvida em diferentes funcBes bioldgicas reguladas via homeostase redox da célula. No
entanto, ndo sdo muito bem descritas as caracteristicas de ionizacdo de peptideos
glutationilados e nem a manutenc¢do da integridade desta modificagcdo peptidica no processo
de fragmentacdo dos peptideos na camara de colisdo. Métodos bioguimicos convencionais
muitas vezes ndao permitem que tal modificacdo dissulfeto misto seja identificada de forma
confidvel em residuos de cisteina especificos ou ser distinguidos de outras formas oxidadas.
Diversos trabalhos na literatura caracterizaram a glutationilacdo de proteinas, e, identificaram
esta modificacdo por MS ou utilizando glutationa biotinilada, também identificaram por
fingerprinting as proteinas imunoprecipitadas, porém sem a necessidade da ioniza¢do de
peptideos contendo glutationa. Alguns trabalhos demonstraram a S-glutationilacdo de
proteinas por MS/MS (KAMBE et al., 2010; PALMIERI et al., 2010; REGAZZONI et al.,
2009). Além disso, CHOU et al. (2014) investigaram o padrdo de fragmentagdo MS/MS de
peptideos glutationilados sob varios modos de dissociacdo utilizando como modelo peptideos
sintéticos derivados da proteina tirosina fosfatase, onde os resultados indicaram que uma alta
energia baseada em MALDI CID MS/MS em um TOF/TOF proporciona as caracteristicas

espectrais mais distintivas que facilitam a identificacdo rapida e inequivoca do sitio-especifico
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da glutationilacdo. Contudo, as andlises de espectrometria de massas realizadas em um
espectrometro do tipo MALDI-TOF foram suficientes para a identificacdo do peptideo da
subunidade a5, tanto na forma reduzido quanto glutationilado (Figura 24), onde observamos
diversas massas peptidicas, destacando-se os ions 1402,6 e 1708,7. Ambos representam o
peptideo contendo o residuo C76, porém, o segundo ion apresenta a forma glutationilada do
peptideo (a diferenca de +305 Da entre os ions indica a incorporacdo da glutationa ligada ao
residuo de cisteina). Apesar da analise via MALDI ter sido capaz de identificar a modificacdo
pos-traducional neste residuo, vale a pena ressaltar algumas dificuldades metodoldgicas
encontradas, como a necessidade de indices de cobertura proximos a 100 % para identificar
todos os peptideos possiveis, a intensidade e capacidade de ionizagcdo de cada peptideo, a
separacdo dos peptideos por UPLC para a selecdo dos peptideos para analise MS/MS e o
tamanho dos fragmentos gerados pela digestdo com trispsina. Em um trabalho publicado por
CHIANG et al. (2010) identificaram atraves da analise de MALDI-MS dois locais
glutationilados na enzima GspSA de E. coli tratada com GSSG. Assim, partindo das
digestdes com tripsina derivadas de amostras de GspSA glutationiladas in vitro (5 mM
GSSG), observaram um aumento de massa caracteristico de 305 Da para 0s peptideos
tripticos contendo a Cys59 e Cys338, que representa o dominio de amidase e sintetase,
respectivamente. A S-glutationilacdo havia sido estudada principalmente em células
eucarioticas, até que CHARDONNET et al. (2015), realizaram uma analise protebmica em
grande escala da glutationilacdo em um procarionte fotossintético, 0 modelo de cianobactéria
Synechocystis sp. PCC6803, onde o extrato foi tratado com glutationa oxidada e biotinilada
(BioGSSG), e subsequentemente as proteinas foram isoladas por cromatografia de afinidade
em colunas de estreptavidina e identificadas por analises LC-MS/MS. Assim, foi possivel a
identificacdo de inUmeras proteinas que participam em diversos processos celulares e vias
metabolicas (metabolismo de nitrogénio e carbono, divisdo celular, resposta ao estresse, e,
producdo de H,), sugerindo que a glutationilagdo constitui um importante mecanismo de
regulacao global do metabolismo de cianobactérias sob condicGes de estresse oxidativo.
Embora a glutationilacdo promova um aumento da atividade proteolitica proteassomal,
esta modificacdo poOs-traducional parece regular alostericamente o0s sitios ativos do
proteassomo, assim como 0 reconhecimento e a entrada do substrato a camara catalitica.
Muito provavelmente o mecanismo pelo qual esses substratos especificos sdo clivados ou
degradados pelo 20SPT seja a presenca de dominios ndo estruturados. Nos ultimos anos,

alguns pesquisadores afirmam que proteinas ndo-estruturadas intrinsecamente estdo propensas
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a serem degradadas pelo 20SPT "by default" (TSVETKOQOV, 2008), que significa degradacao
automatica desde que haja interacdo proteina - proteassomo. Este conceito opde-se a ideia de
que todas as proteinas sdo estaveis a menos que desestabilizadas por modificagdes tais como a
poliubiquitinacdo ou oxidacao. A degradacdo de proteinas oxidadas pelo 20SPT independente
de poliubiquitinacdo tem sido explorada desde a década de 1980 e esta bem documentada
(JUNG et al., 2013). No caso de proteinas oxidadas, acredita-se que a perda da estrutura
secundaria e o consequente aumento da exposicéao de regides hidrofébicas tém sido apontados
como os fendmenos subjacentes a susceptibilidade dessas proteinas para interacdo e posterior
degradacéo pelo 20SPT (BAUGH et al., 2009; FERRINGTON et al., 2001; PACIFICI et al.,
1993; SHANG & TAYLOR, 2011).

A modificacdo redox do 20SPT provavelmente seja um importante mecanismo que
regula a abertura/fechamento da cdmara catalitica do 20SPT, facilitando o processamento
proteolitico de proteinas, incluindo as proteinas ndo estruturadas e oxidadas. Assim, o0 20SPT
glutationilado prevaleceria na sua conformagdo aberta e facilitaria 0 acesso do substrato
proteico para a camara catalitica, aumentando a taxa proteolitica. Os sistemas proteoliticos
sdo fundamentais para a manutencdo de proteinas intracelulares, incluindo aquelas que ainda
sdo funcionais, sendo necessarios para impedir o acimulo de proteinas danificadas e suas
consequéncias associadas, como por exemplo, agregagéo.

Como demonstrado anteriormente, a conformagao fechada do 20SPT é mantida por um
“emaranhado” formado por interagdes entre as caudas N-terminal das subunidades o
(BAJOREK & GLICKMAN, 2004; GROLL et al., 2000). Estudos realizados por GROLL et
al. (2000) mostraram que a subunidade a3 € a mais importante nos processos de abertura e
fechamento da camara catalitica, onde a delecdo de 9 residuos de aminoéacidos da cauda N-
terminal da subunidade a3 foi capaz de promover a desestruturacdo das caudas das demais
subunidades levando a abertura da camara catalitica do 20SPT, e, consequentemente um
aumento da atividade peptidica proteassomal. Enquanto que, a delecdo da cauda N-terminal
da subunidade a7 ndo foi suficiente para promover a abertura e a ativacdo do 20SPT, porém,
associada a delecdo da cauda da a3 promoviam um efeito sinérgico na abertura por estarem
diametralmente opostas na estrutura 3D (BAJOREK & GLICKMAN, 2004). Nossa hipotese é
de que a S-glutationilacdo da Cys76 na subunidade a5 poderia promover alteracbes na
dindmica do N-terminal da subunidade o3, como descrito acima, induzindo a abertura da

camara.
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Embora a ativacdo do 20SPT pela abertura da camara catalitica esteja pouco descrita,
foi demonstrado em células de mamiferos a ativacdo e a abertura da camara catalitica do
20SPT por peptideos especificos que induziram uma diminuicdo da agregacdo de proteinas
(DAL VECHIO et al., 2014).

A automontagem do 20SPT de células eucaridticas se inicia com a formacéo de um anel
heteroheptamérico contendo as subunidades do tipo o, ¢ em seguida as subunidades do tipo B
entram no complexo em uma ordem definida, com propeptideos de algumas subunidades 3 os
quais tém um papel crucial na sua incorporacdo. Uma vez que todas as subunidades a ¢ 3
estejam inseridas, o que resulta em um “meio-proteassomo”, ele se dimeriza e os propeptideos
sdo removidos, resultando em um 20SPT maduro (CHEN & HOCHSTRASSER, 1996;
KRUGER et al., 2001). Vérias proteinas acessorias ja foram identificadas com o processo de
automontagem do 20SPT, com fun¢bes semelhantes a chaperonas auxiliando as subunidades
em etapas especificas para que se encaixem de forma eficiente adquirindo a maturacéo correta
e assim resultando em um 20SPT funcional. Entretanto, tais proteinas ndo fazem parte da
estrutura madura final do 20SPT (MARQUES et al., 2009; MURATA et al., 2009). Uma
destas chaperonas a Ump1 de levedura (hUMP1 ou POMP1 em humanos) € uma proteina de
vida-curta e atua nas ultimas etapas de montagem. O baixo rendimento nas preparacdes de
20SPT da linhagem mutante C76 nos levou a pensar na possibilidade de que nesta linhagem
ndo estar ocorrendo a automontagem correta do 20SPT, visto que as chaperonas
heterodiméricas  Pba3/Pba4 interagem especificamente com a subunidade o5
(KUSMIERCZYK et al., 2008). Portanto, a mutagdo genética realizada nesta subunidade (a5-
C76S) poderia ter alterado a sua estrutura de modo que dificultasse o reconhecimento por tais
chaperonas para associacédo e direcionamento da automontagem do anel heteroheptamérico a.
As chaperonas heterodiméricas Pbal/Pba2 e Pba3/Pba4 (Proteasome Biogenesis-Associated
Factors 1 and 2) participam dos processos iniciais de montagem do 20SPT
(KUSMIERCZYK et al., 2008; LI et al., 2007; RAMOS et al., 1998), e uma importante
fungio dessas chaperonas é controlar a incorporagdo da subunidade a3 entre as subunidades
a2 e a4 no 20SPT (KUSMIERCZYK et al., 2008). A subunidade a3 ¢ a tnica subunidade
dispensdvel do 20SPT de levedura, e, sua delecdo causa apenas um pequeno defeito no
crescimento. Entretanto, na auséncia de a3, uma segunda copia da subunidade a4 toma o seu
lugar em cada anel o (VELICHUTINA et al., 2004). Foi ja demonstrado que as linhagens de
levedura Aa3-20SPT incubadas em altos niveis de cadmio apresentam uma estrutura

alternativa do anel o composto por duas subunidades a4 (a4- a4). Notavelmente, observou-se
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que as células dessa linhagem mutante cresceram mais robustas do que as celulas selvagens
na presenca de cddmio. Na auséncia de Pba3/Pba4 as células de levedura também produzem
proteassomos com a configuragdo o4-a4, apesar da expressao continuada de a3. Contudo, em
torno de 20-50% de proteossomos exibiam a configuracdo a4-04. O mecanismo exato pelo
qual a automontagem do anel o ¢é regulado por essas chaperonas ainda ndo esta claro. As
células que formam os proteossomos com anéis contendo a configuragdo a4-04 sdo mais
resistentes ao estresse oxidativo, sugerindo que essa conformacao alternativa proporciona uma
vantagem seletiva sob condicdes de estresse oxidativo. Uma possivel explicacdo para este
fenotipo poderia ser que a auséncia da subunidade o3 facilita a formagdo do 20SPT na
conformacéo aberta (KUSMIERCZYK et al., 2008). Contudo, tal mudanca conformacional
do 20SPT na linhagem C221 poderia justificar a alta resisténcia da linhagem C221 ap6s o
tratamento com H,0,, bem como o aumento na velocidade de degradacdo e/ou também a
abertura da cdmara catalitica. Assim, verificamos se haveria diferenga entre as linhagens
selvagem e mutantes ao analisarmos por g-PCR os niveis de expressdo de algumas
subunidades correspondentes ao 20SPT (a5*, a3, a4 e B4), a subunidade Rptl do 19SPT, a
proteina Umpl (responsavel pela dimerizacdo do 20SPT), bem como nas concentracGes de
19S e 20S através dos ensaios de imunomarcacdo, o que ndo ocorreu (Figura 25 e 28). Ainda,
realizamos ensaios de imunomarcacdo com anticorpos especificos para o reconhecimento das
subunidades a3 e 04 de levedura (Figura 29) em preparagdes do extrato celular do 20SPT.
Como observado nenhuma alteracdo ocorreu na insercdo dessas subunidades. Concluimos que
as mutacdes sitio- especificas das Cys76 e Cys221 ndo alteraram a automontagem do 20SPT
mutado e, portanto, os dados de resisténcia ao estresse oxidativo observados na linhagem
C221ndo podem ser explicados por diferengas constitutivas das subunidades a (como
discutido acima).

Em relacdo a estrutura intracelular do proteassomo, ou seja, 20SPT livre (desprovido de
unidades regulatérias) ou 20SPT acoplado a uma ou duas unidades regulatérias, dados na
literatura mostram que em células de mamiferos e leveduras, o conjunto de 20SPT livre
representa mais do que um tergo do total de proteassomo (BABBITT et al., 2005; FABRE et
al., 2014; HENDIL et al., 1998, TANAHASHI et al., 2000). Em uma publicacéo recente,
ASANO et al. (2015) demonstraram por criotomografia eletronica de células neuronais do
hipocampo de ratos que apenas 20% do proteassomo estd acoplado em ambas as extremidades

0 que significa que, a maior parte do 20SPT esta livre, sugerindo um possivel papel
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bifuncional do proteassomo, portanto, a regulacdo da meia vida de proteinas por ambos 0s
mecanismos, ou seja, independente e dependente de ubiquitina.

Analisando o fendtipo das linhagens selvagem e mutantes, apds acompanhar o
crescimento dessas linhagens até alcancarem a fase estacionaria e também avaliar a
sensibilidade de tais ao estresse oxidativo em ensaios de dilui¢do seriada utilizando diferentes
concentragfes de perdxido inorganico (H,0,) e orgénico (t-BOOH), vimos que a linhagem
com a mutagdo a5-C76S apresentou um retardo de 40% apds 60 horas de crescimento,
embora tenha sensibilidade semelhante a selvagem, com excecdo quando utilizamos 4 mM de
H,O, ja diferentemente em concentracdes a partir de 0.75 mM de t-BOOH, onde ainda foi
capaz de formar colonias. As células da linhagem com a mutacdo a5-C221S mostraram menor
sensibilidade em ambos 0s ensaios com perdxidos, portanto, maior capacidade na formacao
de colbnias, em comparacao a selvagem nos ensaios de viabilidade celular sobre condicdes de
estresse oxidativo (Figura 32). Acreditamos que a resisténcia observada na linhagem C221S
seja devido a abertura da camara catalitica do 20SPT. Outros dados obtidos pelo grupo
avaliando o tempo de vida cronoldgico (capacidade de formacdo de coldnias a partir de uma
cultura de células) sdo condizentes com os dados citados aqui anteriormente. Ou seja, a
linhagem mutante C221 apresenta tempo de vida cronoldgico duas vezes maior que a
selvagem, e, a linhagem C76 possui claramente menor longevidade (Figura 33) (LEME et al.,
manuscrito em preparacéo).

A diminuicdo da atividade proteassomal durante o envelhecimento estd bem
estabelecida acarretando o acimulo de proteinas danificadas e consequentemente, agregacao
e diminuicdo da sobrevivéncia celular, como demonstrado em diversos tecidos e modelos
celulares de envelhecimento (KAUSHIK & CUERVO, 2015; VILCHEZ et al., 2014). Com
base nisso, trabalhos pioneiros publicados por CHEN et al.,, 2004 e 2006, nos quais
exploraram o papel do proteassomo na sobrevivéncia celular, descobriram que tanto um
aumento na sintese de proteassomo quanto na montagem do mesmo eram necessarios para a
sobrevivéncia da levedura na fase estacionaria, bem como para estender o tempo de vida
celular. Dados obtidos em estudos realizados entre vérias espécies das leveduras aos
mamiferos relatam a importancia da integridade do proteassomo para recuperar as células do
estresse (PICKERING et al, 2012 e 2013) ou para aumentar a longevidade
(CHONDROGIANNI et al., 2015; KODAKARAMI et al., 2015; PICKERING et al., 2015;
RODRIGUEZ et al., 2014; VILCHEZ et al., 2014).
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A principio pensava-se na S-glutationilagdo proteica como uma modificacdo devido ao
ambiente celular oxidativo. No entanto, provou ser um mecanismo regulatdrio da atividade da
proteina, bem como de protecdo da homeostase de tiois (MYEIAL & CHOCK, 2012). Além
disso, os dados obtidos pelo grupo suportam a hipotese de que a glutationilacdo do 20SPT é
uma modificacdo pds-traducional que modula a atividade do proteassomo quanto a
degradacdo de proteinas por processo independente de poliubiquitinacdo. Uma pressao
evolutiva sobre as subunidades do 20SPT pode ter selecionado residuos de cisteina que atuem
como gatilhos ou sensores, respondendo a determinadas condigdes redox, promovendo a
abertura da camara catalitica do 20SPT livre, 0 que aumentaria a degradacdo de proteinas
oxidadas quando as células perdem transitoriamente a sua capacidade redutora (DEMASI et
al., 2014) (Figura 34).

REGULACAO DA CAMARA CATALITICA DO PROTEASSOMO
VIA S-GLUTATIONILACAO

Capacidade redutora intracelular | I

Conjunto de proteinas oxidadas | l

Degradacao de proteinas oxidadas

—
Cmsanens

Figura 34. A regulagéo da glutationilagdo do 20SPT no interior das células e a degradagdo de proteinas
oxidadas. De acordo com a nossa hipotese, quando as células passam por um desequilibrio oxidativo, o que
resulta na perda da sua capacidade redutora, aumenta o conjunto de proteinas oxidadas e o 20SPT livre é
glutationilado. Esta modificacdo do 20SPT permite a abertura da camara catalitica o que aumenta a degradacao
de proteinas oxidadas (a esquerda). Condi¢Oes opostas sdo provaveis quando as células recuperam possuem
aumento na capacidade redutora intracelular (a direita) (Adaptado de DEMASI et al., 2014).

103



V1. Conclusodes

As mutacles sitio-especificas no gene PUP2 (qual codifica para a subunidade a5 do
20SPT), a5-C76S e a5-C221S, da levedura S. cerevisiae permitiram a caracterizacdo desses
residuos no processo de glutationilacdo, sendo esta modificagdo pds-traducional o principal
objetivo abordado durante a execucdo deste projeto. Dentre as principais conclusdes obtidas,
podemos citar que:

v A inativacdo do gene PUP2 causa a morte celular. No entanto, a

complementacdo deste com o vetor recombinante carregando o gene selvagem ou

mesmo o mutante PUP2°"°/PUP2%??!* torna a célula novamente viavel, indicando um
importante papel de tais residuos na viabilidade celular;

v O 20SPT da linhagem C221 exibiu atividade ChT-L aumentada quando

comparada a selvagem em ensaios de hidrélise de peptideos fluorogénicos, além de que

a glutationilacdo do 20SPT promoveu uma hidrolise mais eficiente das proteinas

degradaveis independentemente de ubiquitinacdo. Contudo, a auséncia da Cys221 na

linhagem mutante parece ser compensada pela atividade aumentada do 20SPT;

v Um dos possiveis mecanismos pelo qual a glutationilacdo altera a atividade do

20SPT pode estar correlacionado com a dindmica de abertura e fechamento da camara

catalitica. Analises por TEM da vista frontal da unidade catalitica demonstraram que o

proteassomo glutationilado da linhagem selvagem e da mutante C221 encontra-se em

sua conformacédo predominantemente aberta, sendo imediatamente fechada na presenca
do redutor DTT. Isso indica que o residuo Cys76 permanece glutationilado sendo capaz
de promover a abertura da camara catalitica do 20SPT;

v Apos o isolamento das subunidades do 20SPT por 2-DE, identificamos por

analise de espectrometria de massa o residuo Cys76 glutationilado na mutante C221,

indicando uma possivel regulacdo positiva deste residuo quanto a abertura da camara
catalitica;

v Uma vez que ndo houve alteracdo na expressao bem como nas concentragdes

das subunidades do 20SPT entre as linhagens, concluimos que as alteragdes fenotipicas

observadas nao estdo relacionadas ao estado redox dessas células, mas provavelmente, a

maior eficiéncia catalitica do 20SPT;

v A mutagdo do residuo a5-C221 resultou no aumento da longevidade celular

coincidentemente com maior frequéncia de abertura da camera catalitica do 20SPT
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observado nessa linhagem e aumento da atividade proteolitica. Esses dados sugerem
que a glutationilacdo do residuo Cys221 seja, na verdade, um regulador negativo da
abertura da cadmera sendo que sua mutacdo resulta numa estrutura mais eficiente para
proteolise;

v Em ensaios acompanhando o crescimento das linhagens até alcancarem a fase
estacionéria, observou-se que a linhagem C221 cresce semelhante a selvagem,
aproximadamente 40% a mais do que a mutante C76, diferentemente dos ensaios de
viabilidade celular, onde a mutante C221 mostrou-se mais resistente do que a selvagem
quando submetidas ao estresse oxidativo com perdxidos;

v A abertura do 20SPT tem uma consequéncia sobre a sobrevivéncia da célula da
levedura S. cerevisiae como aqui Visto nos ensaios de envelhecimento cronoldgico.
Entretanto, os mecanismos subjacentes a tal associacdo teria uma incidéncia sobre a
sobrevivéncia e proteostase celular;

v A mutacdo a5-C76S no 20SPT gerou uma linhagem com dificuldades de
crescimento e queda significativa na expectativa de vida. Vale ressaltar que esse residuo
de cisteina é altamente conservado na escala evolutiva. Portanto, nos parece que a
glutationilagdo deste e, alteragbes anteriormente observadas e confirmadas neste
trabalho sobre a abertura da cdmera catalitica e aumento de atividade proteolitica, é uma
modificacéo relevante na manutencéo da proteostase intracelular;

v Os dados obtidos até entdo sugerem um interessante papel antioxidante do
20SPT durante desafios oxidativos. Nestas condi¢cdes ocorreria a glutationilacdo da
unidade catalitica, modulando a atividade proteassomal, removendo mais eficientemente

as proteinas oxidadas geradas durante o desafio;

Este trabalho abre uma série de perspectivas para o entendimento da modulacdo da
atividade proteassomal por glutationilacdo e para o envolvimento desta modificacdo pds-
traducional com o metabolismo redox intracelular. Devido a conservacdo desta protease e do
mecanismo de glutationilagdo nos mais diversos organismos eucariéticos, estes estudos
tornam-se cada vez mais importantes para a compreensdo da fungéo intracelular do 20SPT.
Entretanto, projeto contribuiu para a elucidacdo (1) da importancia do processo de
glutationilacdo no controle estrutural e funcional do 20SPT e (2) da importancia desse

processo no metabolismo oxidativo e longevidade celular.
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VIIIl. Anexos

Anexo |

Inativacdo do gene PUP2 e analise do fendtipo do mutante

Realizamos a inativacdo de um alelo no gene PUP2 correspondente a subunidade a5,
através da sua inativagdo com o gene reporter HIS3 na linhagem parental diploide de S.
cerevisiae W303 para verificar se este gene é essencial. Analisamos os fen6tipos desta
mutacdo, esperando que crescessem somente 0s esporos de tétrades parentais (ou seja, as que
ndo tiveram a insercdo do HIS3 por recombinacdo homologa no gene PUP2, inativando assim
este Ultimo). Observamos um fenotipo com segregacdo mendeliana, ou seja, 2:2. Isso significa
que durante a meiose duas tétrades receberam o alelo selvagem PUP2 (gerando dois haploides
viaveis) e duas tétrades receberam o alelo mutante pup2::HIS3 (hapldides inviaveis),
confirmando assim que este gene é essencial. A linhagem heterozigota a/aW303Apup2::HIS3
foi inoculada em YPD com glicerol e adicionada ao estoque no -80 °C.

Ap0s obtermos a linhagem com o alelo mutante Apup2::HIS3, a transformamos com o
vetor recombinante YEplac181-PUP2 (este com marca de selecdo LEU?2) para verificar se a
complementacdo na linhagem dipléide com o gene PUP2 selvagem seria funcional. O
fendtipo obtido oriundo da inativacdo do gene PUP2 da cepa de S. cerevisiae
W303Apup2::HIS3[YEplac181-PUP2] confirmou que este gene é totalmente essencial para a
viabilidade da célula, e que, a perda do vetor recombinante YEplac181-PUP2, confirmados

por réplica de placa em meio seletivo, torna a célula inviavel (figura S1).

Figura S1. Inativagdo do gene PUP2 provoca a morte celular e é complementada por YEplac181-PUP2.
Disseccdo de esporos de 8 tétrades da linhagem a/aW303Apup2::HIS3[YEplac181-PUP2] em placa com meio
YPD para verificar o fen6tipo da inativacdo do gene PUP2. As tétrades 1, 3, 4 e 8 mostram que a inativacdo de
PUP2 acompanhada da perda do plasmideo recombinante YEplac181-PUP2 torna a germinagdo do esporo
invidvel, confirmando se tratar de um gene essencial.
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Visando purificar o proteassomo 20S da linhagem mutante obtida foi feito seu
cruzamento com a linhagem de S. cerevisiae RIJD1144, derivada da linhagem JD47-13C, ja
que esta linhagem possui uma cauda de histidina e a sequéncia do peptideo FLAG (Asp-Tyr-
Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) fusionadas a subunidade PRE1 (B4) do proteassomo, estas
utilizadas para ensaios de purificagdo do proteassomo 20S. A complementacdo das
auxotrofias entre as linhagens, gerando um dipldide viavel, possibilitou o crescimento das
células. Analisamos os fenotipos dessa complementacéo apos a dissecgdo de tétrades em placa
com meio YPD e posterior selecio em meio minimo e, a linhagem
a/W303Apup2::HIS3[YEplac181-PUP2] foi inoculada em YPD com glicerol e adicionada ao

estoque no -80 °C.

Complementacdo do gene PUP2 no mutante Apup2::HIS3 com mutacdes sitio-
especificas e analise de fenotipo das linhagens mutantes

A inativacdo de um alelo no gene PUP2 correspondente a subunidade a5, levou o
crescimento de apenas dois esporos das tétrades que foram micromanipuladas, indicando ser
este um gene essencial a levedura S. cerevisiae, o que foi posteriormente confirmado através
de ensaios de complementacdo utilizando plasmideos epissomais para reversdo do fenétipo,
como mostrado na figura 6. Dessa forma, tornou-se imperativa a obtencdo de linhagens
portando mutagdes nas cisteinas, aqui denominadas C76 e C221, bem como a duplo mutante
C76/C221.

Construcdo da linhagem mutante C221 (a5-C221S)

Como estudos anteriores realizados pelo nosso grupo j& haviam demonstrado que a
Cys221 do gene PUP2 esta envolvida no processo de glutationilacdo protéica, iniciamos
mutacdes sitio-especificas no mutante dipléide Apup2::HIS3, trocando 0s aminoacidos
codificantes para a Cys221 por uma serina.

Os fragmentos gerados a partir da amplificacio com os oligonucleotideos
correspondentes a mutacdo sitio-especifica PUP2°*'® (PUP2-5/PUP2-2 e PUP2-6/PUP21)
foram clonados no plasmideo epissomal YEplac181. Apds a confirmacao desta clonagem por
sequenciamento, realizamos a transformacao do vetor recombinante YEplac181-PUP2%° na
linhagem de S. cerevisiae a/aW303Apup2::HIS3 para verificar se o alelo PUP2°%S ¢
funcional e assim capaz de complementar o mutante nulo pup2::HIS3. Foram dissecados ou

micromanipulados esporos de tétrades para verificar se a linhagem a/aW3034pup2::HIS3
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passaria a crescer apos a transformagdo com a construcao citada, e, analisamos os fendtipos
dessa complementacdo em diferentes condigbes de crescimento, ou seja, em meio
fermentativo e respiratorio, respectivamente, nos quais pudemos observar a consistente

complementagdo do alelo nulo pup2::HIS3 pelo plasmideo YEplac181-PUP2°%%

(figura
S2a). Concomitantemente, observamos que a inativacdo do gene PUP2 da cepa de S.
cerevisiae a/aW303Apup2::HIS3 realmente causa a morte celular, pois a auséncia ou perda do
vetor recombinante YEplac181-PUP2 nas tétrades, confirmados por réplica de placa em meio
minimo, torna a célula inviavel. Assim, o esperado é que sO crescessem 0S €SpPOros
prototréficos para histidina e leucina (figura S2b). Embora os esporos das tétrades 2 e 3,
como mostrado a seguir, tenham crescido tanto em meio sem histidina como sem leucina as
ignoramos, pois a segregacdo de 2:2 para histidina ndo se confirmou sugerindo que se
tratavam de falsas tétrades. A segregacdo esperada de esporos para prototrofia de histidina
estd presente na tétrade 1. As tétrades separadas em placa de YPD foram cruzadas com a
linhagem de S. cerevisiae RIJD1144 para analisar a complementacdo das auxotrofias entre as
linhagens, gerando um  diploide  funcional e a linhagem mutante
a/W303Apup2::HIS3[YEplac181-PUP2***] foi posteriormente inoculada em YPD com

glicerol e estocada no -80 °C.

(@) YPD

) WO (-his)
2

Figura S2. Analise de fenétipo da transformagéo na linhagem dipldide W303Apup2::HIS3 de S. cerevisiae
com o vetor recombinante YEplac181-PUP2°“%S, (a) Disseccdo de esporos de 3 tétrades em placa com meio
YPD e posteriormente replicadas em meio YPEG para verificar o fen6tipo da inativagdo e complementagdo do
gene PUP2 com o vetor recombinante carregando a mutagao sitio-especifica PUP2%%'S, (b) Tétrades replicadas
em placa com meio seletivo (WO) suplementado com adenina, triptofano e uracila para a selecdo de esporos
prototroficos para histidina e leucina, conforme indicado pelo quadrado vermelho.
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Inicialmente, a clonagem da mutacdo sitio especifica a5-C221S foi feita em um
plasmideo epissomal (YEplac181) com o intuito de se obter maior nimero de transformantes.
Entretanto, o ideal seria clonar a mesma constru¢do em um plasmideo integrativo para que
esse assegure a mutacdo de maneira mais eficiente se integrando no genoma da levedura e ali
sendo passado de geracdo para geracao; ja o outro tipo de plasmideo pode ser perdido com as
divisdes celulares. Para tal, utilizamos o plasmideo integrativo Y1p349 (este com marca de

selecdo TRP1), carregando o alelo PUP26#S

, seguida da transformacdo na linhagem
heterozigota W303Apup2::HIS3. Tal construcgéo foi feita para além de conferir estabilidade da
mutacdo sitio-especifica no genoma da linhagem mutante Apup2::HIS3 verificar também a
complementacdo do mutante nulo quando somente uma copia do alelo PUP2°%*S est4
presente por integracdo no locus TRP1. As tétrades das células transformadas com o vetor
recombinante Y1p349-PUP2%%*!® foram dissecadas em placas com meio YPD e, em seguida
analisamos o fenotipo também em meio respiratorio (YPEG) (figura S3a), e, em meio
minimo para identificar os esporos com prototrofia para histidina e triptofano (figura S3b).
Cruzamos as tétrades com a linhagem RJD1144, analisamos o fenotipo e fizemos estoques da

mesma.

Figura S3. Andlise de fendtipo da complementacdo na linhagem dipléide W303Apup2::HIS3 de S.
cerevisiae com o vetor integrativo Y1p349-PUP2°%S, (a) Disseccdo de esporos de 7 tétrades em diferentes
condicBes de crescimento (placa com meio YPD posteriormente replicada em meio YPEG) para verificar o
fendtipo da inativagdo e complementacdo do gene PUP2 com o vetor recombinante carregando a mutagéo sitio-
especifica PUP2°%*!%, (b) Tétrades replicadas em placa com meio seletivo (WO) suplementado com adenina,
leucina e uracila para a selecdo de esporos prototréficos para histidina e triptofano, confirmando a viabilidade da
complementacéo, conforme indicado pelo quadrado vermelho.
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Construcéo da linhagem mutante C76 (a5-C76S)

Paralelamente a obteng&o das linhagens citadas acima, observou-se através de anélise do
alinhamento da sequéncia primaria da subunidade a5 do proteassomo 20S da linhagem
selvagem, a Cys76 sendo um residuo conservado entre diferentes organismos.
Surpreendentemente, dentre os 32 residuos de cisteinas presentes no proteassomo 20S, apenas
a Cys76 e a Cys221 encontravam-se glutationiladas em ambas as condic6es (ou seja, in vivo e
in vitro). Portanto, resolvemos realizar mutacdes sitio-especificas ndo apenas na Cys221, mas
também na Cys76, trocando o residuo de cisteina também por serina. Além da obtencéo
destes mutantes simples a5-C76S e a5-C221S, a construcdo do duplo mutante a5-
C76S/C221S também se tornou essencial para melhor compreensdo de sua influécia na
viabilidade da levedura.

A construcdo da linhagem com mutacdes sitio-especificas a5-C76S foi realizada através
de sucessivas reacfes de PCR deste gene utilizando os oligonucleotideos (PUP2-1/PUP2-9 e
PUP2-2/PUP2-10) com os aminoacidos trocados. Essa construcdo também foi feita para
verificar a viabilidade da complementacdo deste gene possuindo mutagdes sitio-especificas
a5-C76S em linhagens mutantes. Ap6s a confirmacdo das clonagens dos fragmentos com as
mutacBes sitio-especificas por sequenciamento, os vetores recombinantes Y 1p349-PUP2°7%°
foram transformados na linhagem diploide heterozigota a/aW303Apup2::HIS3. Desse modo
foi possivel verificar se a linhagem a/aW3034pup2::HIS3 passaria a crescer com a
transformacdo da construcdo citada nas placas com meio YPD apds a dissec¢do de tétrades,
posteriormente replicadas em meio YPEG e em meio minimo sem triptofano, pois neste
Gltimo s6 cresceriam os esporos que receberam o plasmideo Y1p349-PUP2°7%%. Observamos
gue ao estriarmos 0s esporos nos meios acima, as tétrades recuperaram a sua capacidade de
crescerem em meio fermentativo e respiratorio (figura S4a), embora apresentassem um
crescimento mais lento quando comparada a linhagem selvagem e mutante simples a5-C221S,
indicando sobretudo que a complementacdo do gene PUP2 com o plasmideo YIp349-
PUP2°" também é viavel (figura S4b). Preparamos estoques da linhagem e estocamos a -80
°C.
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Figura S4. Andlise de fendtipo da transformacéo na linhagem dipldide W303Apup2::HIS3 de S. cerevisiae
com o vetor recombinante Y Ip349-PUP2°"®, (a) Disseccdo de esporos de 7 tétrades em placa com meio YPD
e replicadas em meio YPEG para verificar o fendtipo da inativacdo e complementacédo do gene PUP2 com o
vetor recombinante carregando a mutagao sitio-especifica a5-C76S em diferentes condigdes de crescimento. (b)

Tétrades replicadas em placa com meio seletivo (WO) suplementado com adenina, leucina e uracila para a
selecdo de esporos prototréficos para histidina e triptofano, conforme indicado pelo quadrado vermelho.

4

Construgéo da linhagem duplo mutante C76/C221 (a5-C76S/C221S)

Iniciamos a complementacdo do gene PUP2 na linhagem mutante
a/laW303Apup2::HIS3 com mutacdes sitio-especificas nos residuos de cisteinas passiveis de
glutationilacdo, Cys76 e Cys221. Posteriormente & obtencéo das linhagens mutantes simples e
a analise de fendtipo de ambas indicando que a complementacdo do gene PUP2 em linhagens
mutantes era funcional, independentemente das trocas de residuos, demos inicio a construcéo
de linhagens com mutagdes sitio-especificas a5-C76S/C221S. Assim, partimos da construgao
do vetor recombinante Y1p349-PUP2°®  clonando neste o gene PUP2°??'® gerando o duplo
mutante Y Ip349-PUP2°765C221S - Ag mutacdes sitio-especificas acima foram confirmadas por
sequenciamento e os fragmentos transformados na linhagem dipl6ide heterozigota
a/oaW303Apup2::HIS3. A linhagem dipléide W303Apup2::HIS3[Y IP349-PUP2°765/C2215] foj
inoculada em YPD e adicionada ao estoque no -80 °C.

As células transformantes com o vetor recombinante Y 1p349-PUP2°78522S foram
selecionadas em placa com meio minimo, induzidas a esporulacdo e posterior disseccdo de
esporos de tétrades em meio YPD para analisarmos os fenotipos dessa complementacédo.
Observamos que 0s esporos se segregavam de maneira mendeliana 2:2, indicando que ndo ha

complementacdo do mutante nulo pup2::HIS3 no gene PUP2 com o plasmideo portando o
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alelo duplo mutante PUP2°7%5¢?215 Conforme verificado anteriormente, a inativagdo do gene
PUP2, caso houvesse complementacdo seria esperado encontrar esporos prototroficos para
histidina e triptofano, o que néo ocorreu (figura S5a).

Posteriormente, realizamos ensaios de reversdo do fenétipo na linhagem dipldide
W303Apup2::HIS3[Y 1p349-PUP2°75/C2215] tjlizando um plasmideo epissomal carregando o
gene PUP2 selvagem para confirmar a inviabilidade oriunda da auséncia de ambas as
cisteinas. Assim, as tétrades transformantes com o vetor YEplac181-PUP2 foram dissecadas
em placas com meio YPD, e posteriormente, replicadas em meio minimo para anéalise de
fendtipo como nas clonagens anteriores. Notoriamente, o0s esporos das tétrades
micromanipuladas recuperaram a capacidade de crescer em meio minimo sem histidina e
leucina apds a complementacdo desta linhagem com o vetor recombinante YEplac181-PUP2
indicando um papel funcional de tais cisteinas na viabilidade celular (figura S5b).

(@) (b)

WO (-his) WO (-his)

2 3 4
o
e
WO (-trp) WO (-leu)
2 3 4
Figura S5. Complementacdo do gene PUP2 no mutante dipléide Apup2::HIS3 por mutagdes sitio-
especificas a5-C76S/C221S ndo é viavel. (a) Disseccdo de esporos de 5 tétrades em placa com meio YPD
replicadas em meio minimo (WO sem histidina ou triptofano, respectivamente) para verificar o fenétipo da
inativagdo e complementacéo do gene PUP2 com o vetor recombinante Y Ip349[PUP2°765?25] (b) Disseccéo
de esporos de 4 tétrades em placa com meio YPD e replicadas em meio minimo para a selecdo de esporos

prototroficos para histidina e leucina, conforme indicado pelo quadrado vermelho, para analisar a eficiéncia da
reversdo de fenotipo da complementacdo do gene PUP2 com o vetor recombinante YEplac181-PUP2.
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Anexo I

Tabela 12: Peptideos da subunidade a5 do proteassomo identificados por espectrometria de
massas do tipo LC-MS.

Peptideos* Razdo massalcarga 5 Massa Mgs_sa Modificacdes
(m/z) observada teodrica
K.TAELIK.E 337.6985 2 673.401 673.39
K.IVEIDR.H 372.716 2 743.4177  743.407
R.LM(+15.99)SRPF.G 383.6353 2 765.3843  765.368 Oxidag&o (M)
K.EAELLVLK.I 457.8011 2 913.5484  913.538
K.EGVVLGVEK.R 465.2754 2 928.5229  928.512
R.GVSTFSPEGR.L 518.704 2 1035.4985 1035.488
R.FGEGASGEER.L 519.7264 2 1037.4414  1037.43
K.LGP(sub S)TAIGIATK.E 521.3193 2 1040.6229 1040.612 Mutagéo
K.EGVVLGVEKR.A 543.3235 2 1084.624 1084.613
F.HAEPSGTFYR.Y 582.7522 2 1163.5359 1163.525
R.ATSPLLESDSIEK.I 695.4011 2 1388.7035 1388.693
R.ATSPN(sub L)LESDSIEK.I 695.8577 2 1389.6624 1389.651 Mutacéo
K.LDENNAQLSC(+57.02)IR(sub T).K 716.7946 2 1431.6776 1431.665 Carbamidometilacdo; Mutagc&o
R.HIGC(+57.02)AMSGLTADAR.S 487.2237 3 1458.6708 1458.658 Carbamidometilagéo
**R.HIGC(+57.02)AM(+15.99)SGLTADAR.S 492.56 3 1474.6656 1474.648 Carbamidometilagdo; Oxidagao (M)

* Os peptideos foram gerados apds reduzir (DTT) e alquilar (IAA) a amostra.
** Peptideo correspondente ao residuo C76 (ndo glutationilado).
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Anexo 111
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Andlise por espectrometria de massas (LC-MS) da subunidade a5 do 20SPT. O spot referente a esta
proteina foi recortada e descorada. Em seguida, a amostra foi reduzida (DTT), alquilada (IAA), digerida
(tripsina) e analisada por LC-MS, conforme descrito em materiais e métodos. A analise dos dados foi feita
utilizando-se o software Peaks Studio v7, realizando as buscas contra o banco de dados Uniprot/swiss-Prot
(taxonomia: Saccharomyces cerevisiae). (@) Apds a clivagem enzimatica, foi possivel identificar diferentes
sequéncias peptidicas que compdem a subunidade o5 do proteassomo, como destacado com a caixa cinza e
sublinhado em azul; (b) Espectro de fragmentacdo do fon (m/z) 492,56 [M+3H]*" referente ao peptideo de
interesse, e, a sequencia do mesmo conforme mostrado, indicando o residuo C76 (seta verde); (c) Tabela
comparando a fragmentacio experimental (em azul) e a fragmentacao teérica (em vermelho) do fon 492,56 *.
Além disto, é possivel observar abaixo da tabela os indices de cobertura das identificacbes, mostrando que a
variacdo do erro das massas dos fragmentos observados ficou em torno de 0,1 Da.
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Abstract

The proteasome is a multimeric and multicatalytic intracellular protease responsible for the
degradation of proteins involved in cell cycle control, various signaling processes, antigen
presentation, and control of protein synthesis. The central catalytic complex of the proteasome
is called the 20S core particle. The majority of these are flanked on one or both sides by
regulatory units. Most common among these units is the 19S regulatory unit. When coupled to
the 19S unit, the complex is termed the asymmetric or symmetric 26S proteasome depending
on whether one or both sides are coupled to the 19S unit, respectively. The 26S proteasome
recognizes polyubiquitinylated substrates targeted for proteolysis. Targeted proteins interact
with the 19S unit where they are deubiquitinylated, unfolded, and translocated to the 20S
catalytic chamber for degradation. The 26S proteasome is responsible for the degradation of
major prote ins involved in the regulation of the cellular cycle, antigen presentation and
control of protein synthesis. Alternatively, the proteasome is also active when dissociated
from regulatory units. This free pool of 20S proteasome is described in yeast to mammalian
cells. The free 20S proteasome degrades proteins by a process independent of
polyubiquitinylation and ATP consumption. Oxidatively modified proteins and other
substrates are degraded in this manner. The 20S proteasome comprises two central heptamers
(B-rings) where the catalytic sites are located and two external heptamers (o-rings) that are
responsible for proteasomal gating. Because the 20S proteasome lacks regulatory units, it is
unclear what mechanisms regulate the gating of a-rings between open and closed forms. In
the present review, we discuss 20S proteasomal gating modulation through a redox
mechanism, namely, S-glutathionylation of cysteine residues located in the a-rings, and the
consequence of this post-translational modification on 20S proteasomal function.
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ABSTRACT

The proteasome is a multimeric and multicatalytic intracellular protease responsible for the degradation of
proteins involved in cell cycle control, various signaling processes, antigen presentation, and control of protein
synthesis. The central catalytic complex of the proteasome is called the 20S core particle. The majority of these
are flanked on one or both sides by regulatory units. Most common among these units is the 19S regulatory unit.
When coupled to the 19S unit, the complex is termed the asymmetric or symmetric 26S proteasome depending
on whether one or both sides are coupled to the 19S unit, respectively. The 26S proteasome recognizes poly-
ubiquitinylated substrates targeted for proteolysis. Targeted proteins interact with the 19S unit where they are
deubiquitinylated, unfolded, and translocated to the 20S catalytic chamber for degradation. The 26S proteasome
is responsible for the degradation of major proteins involved in the regulation of the cellular cycle, antigen
presentation and control of protein synthesis. Alternatively, the proteasome is also active when dissociated from
regulatory units. This free pool of 20S proteasome is described in yeast to mammalian cells. The free 20S
proteasome degrades proteins by a process independent of poly-ubiquitinylation and ATP consumption.
Oxidatively modified proteins and other substrates are degraded in this manner. The 20S proteasome comprises
two central heptamers ([3-rings) where the catalytic sites are located and two external heptamers (ot-rings) that
are responsible for proteasomal gating. Because the 20S proteasome lacks regulatory units, it is unclear what
mechanisms regulate the gating of ®-rings between open and closed forms. In the present review, we discuss 20S
proteasomal gating modulation through a redox mechanism, namely, S-glutathionylation of cysteine residues
located in the a-rings, and the consequence of this post-translational modification on 20S proteasomal function.
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The proteasome

The proteasome is a ubiquitous, intracellular, multimeric, and
multicatalytic protease responsible for the degradation of intracel-
lular proteins [1]. It is composed of a central unit called 20SPT. This
unit is most often flanked on one or both sides by regulatory units
such as 19S, 11S, and/or PA200. The most abundant regulatory
complex is the 19S unit, which recognizes poly-ubiquitinylated
proteins. When coupled to the 19S unit, the proteasome is termed
26SPT. The 26SPT is responsible for quality control of protein
synthesis and the degradation of proteins involved in major meta-
bolic pathways related to cell cycle regulation, antigen presentation,
and most signaling processes. The poly-ubiquitinylated proteins
bind to specific subunits of the 19S complex, are deubiquitinylated
by enzymes present in the 19S unit, are unfolded, and are
translocated to the catalytic chamber through the ATPase activity
of a hexameric ring located in the base of the 19S unit. The 20SPT
comprises two o and two [ heptameric rings. The internal 3 rings
are responsible for catalysis, while the peripheral o rings are
responsible for the gating of the 20SPT.

Because 20S proteasome free pool lacks regulatory units, the
regulation of the gating mechanism between open and closed
forms is unclear. We have presented evidence that S-glutathiony-
lation of cysteine residues located in the a-rings may represent a
redox post-translational regulation of the 20S proteasome.

Protein S-glutathionylation

The term S-glutathionylation was adopted in this review by taking
into account the conclusive criticism on the alternative nomenclature
(S-glutathiolation), as discussed by Mieyal & Chock [2].

S-glutathionylation is the formation of mixed disulfides
between glutathione and cysteine residues of proteins. Originally
described as a result of oxidative stress [3], S-glutathionylation

was later recognized as a post-translational modification that can
play major regulatory functions [3-6]. In the last 10 years, the
investigation on protein S-glutathionylation was intensified
because of the increased understanding on ROS and NO derived
species role in signal transduction and most likely by the reversi-
bility of protein S-glutathionylation. Either protein thiols or
glutathione (GSH) can be activated by oxidants to further react
with other sulfhydryls. Therefore, protein S-glutathionylation
might transduce redox signals generated by ROS and NO derived
species [7,8]. Because the intracellular environment is highly
reducing, except in some organelles, such as the endoplasmic
reticulum, very few protein thiols are prone to be S-glutathiony-
lated. Therefore, it is arguable that S-glutathionylation occurs in a
site- and protein-specific manner. The global susceptibility and
site-specific specificity of proteins for S-glutathionylation is
dependent on the reactivity of their thiol groups. Two relevant
factors in protein susceptibility for S-glutathionylation may be
thiol steric accessibility and thiol pKj; these factors depend upon
protein folding and vicinity to side chains of basic amino acids,
respectively. The specificity of protein S-glutathionylation remains
an active field of research [5,6,9]. The chemical mechanisms of
protein S-glutathionylation proposed to date [5,10] are based on
either thiol protein or GSH pool redox modifications (Fig. 1). These
reactions may be triggered through ROS or NO derived species.
The most cited and explored mechanisms of protein S-glutathio-
nylation are based on either thiol-disulfide exchange through
protein thiolate and glutathione disulfide (GSSG) or the reaction
between an oxidized thiol to sulfenic acid with the reduced form
of GSH.

Data obtained by new methodologies based on encoded fluor-
escent protein-glutaredoxin conjugates indicated that intracellular
GSH/GSSG ratios could be two orders magnitude higher compared
to those previously described [11,12]. Cells most likely can maintain
such highly reducing intracellular conditions through elimination of
excess GSSG by either extrusion [13] or vacuole uptake [12]. A GSH/

GSH . PROTEIN
lRos o.H S-GLUTATHIONYLATION
GSSG, GSOH, GS(0)SG 1 S-H
- S-H
eNO ™ N,0, S, Gono SNO
S-H >
. S-H
H,0,, ROOH, ONOO
2 lc : = GSH
OH, ROH, NO,
3
-H H
GSH
SH — > $-SG
S-OH S-SG

Fig. 1. Major mechanisms of protein S-glutathionylation. Route 1 describes the classical mechanism of protein S-glutathionylation. This mechanism causes modification
through thiol-disulfide exchange. Formation of adduct may be triggered by an increased GSSG pool mediated by intensified ROS formation or the oxidized glutathione
species GSOH and GS(O)SG. Route 2 describes mechanisms based on protein sulfenic acid formation through reaction with peroxides or peroxynitrite followed by reaction
with GSH. Other physiological oxidants, e.g., hypochlorous acid or chloramine derivatives can also oxidize thiol groups to the sulfenic form [15]. Route 3 describes
mechanisms based on nitrosylated protein or gluathionyl derivatives that are formed through reaction with intermediates of NO radical metabolism.
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GSSG in the range of 10,000 would suggest that S-glutathionylation
through thiol-disulfide exchange is highly specific to selected
proteins or even improbable. However, investigation on the unin-
tended consequences on cell biology of adding a genetically encoded
fluorescent probe is required. Indeed, expression of some of these
probes in fibroblasts resulted in the appearance of a dimer form that
exhibited an intermediate excitation fluorescence spectrum between
those of oxidized and reduced monomers [14].

Other mechanisms of protein S-glutathionylation are based on
protein thiol activation by oxidants such as hydrogen peroxide,
peroxynitrite, and others through formation of sulfenic acid
(P-SOH; [15]), followed by reaction with GSH (Scheme 1, reaction
2; [16]). However, proteins such as peroxiredoxins and glu-
tathione peroxidases are one million times more reactive towards
hydroperoxides than other thiol-proteins, such as protein tyro-
sine phosphatases [17,18]. Therefore, peroxiredoxins and glu-
tathione peroxidases are the most probable biological sensors of
hydroperoxides. These proteins would then have to transmit
peroxide binding signals to other redox players, such as thior-
edoxin [19,20]. However, the mechanisms that connect thiol
oxidation by hydroperoxides to protein S-glutathionylation are
still elusive.

Many examples of substrates undergoing S-glutathionylation
by other specific mechanisms have already been reported [21];
however, this is not the focus of present review. Because non-
enzymatic thiol-disulfide reactions are slow [17,22], a challenge is
the identification of proteins that add and remove the glutathione
moiety. Indeed, some candidates for protein S-glutathionylation,
such as glutathione-S-transferase [23] or alternative enzyme-
assisted thiol-disulfide exchange [8], have been proposed. Regard-
ing the reversal of protein S-glutathionylation, glutaredoxins
(Grxs) are frequently considered as oxidoreductases that catalyze
the reduction of protein mixed disulfides. These proposed path-
ways strengthen the notion that protein S-glutathionylation is
either a regulatory post-translational modification and/or a pro-
tective mechanism of thiol homeostasis [4,24]. We have accumu-
lated evidence that protein S-glutathionylation is a post-
translational modification that regulates 20S proteasome activity,
as will be discussed below.

Redox control of 20SPT gating

The first observation of 20SPT redox modification through S-
glutathionylation was in preparations of the human proteasome
incubated with increasing concentrations of both redox forms of
glutathione [25]. In those studies, the peptidolytic chymotrypsin-
like (ChT-L) proteasomal activity was shown to be modulated by
both glutathione redox forms: micromolar concentrations acti-
vated the ChT-L activity and millimolar concentrations inhibited it.
Interestingly, it was also observed that inhibition of the 20SPT by
irreversible inhibitors increased the incorporation of G[>*S]H into
purified human 20SPT preparations. Initially, the thiol-disulfide
exchange mechanism for S-glutathionylation (reactions 1 and 2,
Scheme 1) was considered because the human 20SPT possesses
two S-S bonds. However, it is also possible that GSH reacted with
oxidized proteasomal thiol groups (reaction 3), not predicted at
that time.

(1) 20SPT-SH + GSSG —> 20SPT-SSG + GSH

(2) Intra-S-S-20SPT + GSH ——» 20SPT-SH + GSSG

(3) 20SPT-SOH + GSH ——> 20SPT-SSG

Scheme 1. Proposed mechanisms for the S-glutathionylation of mammalian and
yeast 20SPT .

Further studies with preparations of 20SPT purified from Sac-
charomyces cerevisiae demonstrated inhibition of the ChT-L activity
only after proteasomal incubation with millimolar concentrations of
GSH. A pathway involving the oxidation of proteasomal thiol groups
to sulfenic acid by hydrogen peroxide followed by reaction with GSH
to form S-glutathionylated proteasomes was supported by data from
these studies (Scheme 1, reaction 3; [26]). An increased pool of
S-glutathionylated 20SPT was observed in yeast cells incubated with
H,0, [26], unraveling the notion of proteasomal S-glutathionylation
as a post-translational regulatory mechanism.

20SPT S-glutathionylation is a widespread post-translational mod-
ification that has been corroborated through proteomic approaches in
various species including plants and mammals [27-29].

S-glutathionylated 20SPT from S. cerevisiae was recently inves-
tigated by two-dimensional electrophoretic separation of the 14
proteosomal subunits followed by LC-Q-ToF-MS analysis [30].
Two Cys residues of the a5-subunit were found to be S-glutathio-
nylated in the 20SPT preparations purified from yeast cells grown
to stationary phase in fermentative medium (glucose as the carbon
source). When the same proteasome preparations were incubated
in vitro in the presence of GSH, four additional S-glutathionylated
Cys residues were observed: one each in subunits a5 and a6 and
two in subunit o7. Remarkably, five out of the six Cys residues
prone to S-glutathionylation were also found through LC-Q-ToF-
MS analyses either in the reduced or hyperoxidized sulfinic acid
form, evidencing their susceptibility towards oxidation. Addition-
ally, these findings suggested that S-glutathionylation occurs after
oxidation of Cys residues to the sulfenic form followed by reaction
with reduced glutathione (Scheme 1, reaction 3). Two of these Cys
residues (x5-C76 and «a7-C42) are highly conserved, from S.
cerevisiae to humans.

Large-scale structural movements were verified through small
angle X-ray scattering (SAXS) experiments that compared yeast
proteasomal preparations where both Cys residues in the o5-
subunit were S-glutathionylated or unmodified (Fig. 2 and Ref.
[30]. A profound structural re-modeling was observed during
transition of the S-glutathionylated to the DTT-reduced 20SPT form.
When S-glutathionylated, the 20SPT is in the open gate conforma-
tion whereas after treatment with sulfhydryl reductants, such as
DTT, its gate is closed. These results were confirmed by TEM
evaluation of the same 20SPT preparations (Fig. 3 and Ref. [30].

Unpublished findings from our group involving yeast strains
harboring either the a5-C76S or the «5-C221S mutations have
revealed that the conserved o5-C76 residue is directly involved in
gating regulation, as the closed conformation is prevalent in 20SPT
preparations from the «5-C76S strain. However, over 90% of 20SPT
are in the open conformation in the ®5-C221A strain. It seems that
a5-C221, the only Cys residue located on the surface of the yeast
20SPT [30], is responsible for negative regulation of the gating
mechanism. This residue most likely functions as a firsthand
sensor of loss of the intracellular reducing ability regarding
proteasomal functionality.

Growing yeast in either fermentative or respiratory media using
glucose or glycerol/ethanol, respectively, promotes different intra-
cellular redox conditions [31]. Glucose represses genes related to
mitochondrial biogenesis and antioxidant defenses, while growth
under respiratory conditions increases the expression of genes
related to antioxidant defenses despite an increased production of
ROS. Purified 20SPT from yeast cells grown in either fermentative or
respiratory media was analyzed by SDS-PAGE followed by immuno-
blotting with anti-GSH antibody. The results of this experiment
indicated that 20SPT in cells grown in glucose-rich medium were
preferentially S-glutathionylated [32]. The labeling of the a5-subunit
in proteasome preparations from cells grown in glucose, but not of
those grown in glycerol/ethanol, was confirmed by the separation of
the 20SPT subunits by 2D electrophoresis followed by anti-GSH
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Fig. 2. Modeling of the 20SPT redox forms according to SAXS analyzes. (A) Top (left) and front (right) views of the 20SPT purified from yeast cells grown under conditions
that promote fermentation; (B) same preparations after treatment with DTT. Internal and external diameters of the catalytic chamber (upper models) and the length of the
20SPT (botton left models) in both redox conditions were obtained through SAXS measurements [30]. Modeling of S-glutathionylated 20SPT (A) indicated a decreased length
and a concave surface. The opposite conformation was deduced from DTT-treated 20SPT (B). Colored models are alternative modelings highlighting the gate conformation.

immunoblotting (Demasi et al., unpublished). By comparing both together, these results indicate S-glutathionylation of the a5-Cys
preparations through TEM, 85% of the 20SPT purified from cells residues depends on intracellular redox conditions.

grown in glycerol/ethanol were in the closed conformation com- Variable diameters of the open 20SPT gate were observed by
pared with 30% of the 20SPT from cells grown in glucose. Taken TEM analysis of wild-type 20SPT extracted from yeast cells grown in
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D

Fig. 3. TEM images of the yeast 20SPT top view. (A)-(C) are panels representative of the closed conformation of 20SPT purified from (A) cells grown in respiratory medium
where the closed conformation prevails (Demasi et al., unpublished); (B) strains carrying the o5—C76S mutation and, (C) cells grown in fermentative conditions after
treatment with DTT that reduces S-glutathionylated or oxidized Cys residues to the sulfenic acid. (D) and (E) are images representative of the 20SPT open conformation:
(D) preparations obtained from strains carrying the mutated «5-C221S 20SPT; (E) image of the 20SPT obtained from the «5-C221S strain (left) and wild type 20SPT from cells

grown in fermentative glucose-rich (middle) and -synthetic media (right).

REGULATION OF PROTEASOME GATING VIA S-GLUTATHIONYLATION

Intracellular I
reductive ability
Oxidized protein H l
pool
Degradation of U l
oxidized proteins

Fig. 4. The regulation of the 20SPT S-glutathionylation inside cells and the
degradation of oxidized proteins. According to our hypothesis, when cells go
through an oxidative imbalance, which results in the loss of their reducing ability,
the pool of oxidized proteins increases and free 20SPT is S-glutathionylated. This
modification of the 20SPT allows gate opening which increases the degradation of
oxidized proteins (left). Opposite conditions are likely when cells possess increased
reducing ability (right).

glucose-rich, synthetic, or glycerol/ethanol media or «5-C221S and
a5-C76S mutants extracted from yeast cells grown in glucose-rich
medium (Fig. 3E; unpublished results). Most likely, gate opening is a
stepwise process starting with oxidation of specific sulfhydryl
groups followed by S-glutathionylation of a few Cys residues.
It seems that the maximum diameter of the open conformation is
achieved when the a5-Cys76 residue is S-glutathionylated. Analysis

of 20SPT dimensions by SAXS is underway by our group to confirm
these results.

S-glutathionylation of «5-C221 and -C76 residues as observed
in extracts from yeast cells grown to stationary phase in glucose-
rich medium, degraded oxidized proteins at an increased rate [30].
Decreased protein degradation was observed in 20SPT prepara-
tions obtained by treatment with sulfhydryl reductants (DTT or
TCEP). Moreover, yeast cells presented a decreased pool of oxi-
dized proteins, a decreased ratio of 20S to 19S complexes and
increased pool of the 20SPT in open configuration when grown in
medium that triggers fermentative metabolism. Opposite results
were observed in cells presenting increased reductive ability,
such as those grown in respiratory conditions (Demasi et al.,
unpublished).

The data obtained thus far supports the hypothesis that 20SPT
S-glutathionylation is a post-translational modification that mod-
ulates proteasome activity toward oxidized proteins. The gate
opening of the free 20SPT pool would increase the degradation
of oxidized proteins when cells transiently lose their reductive
ability (Fig. 4).

The deglutathionylation of the yeast 20SPT was investigated
in vitro with the yeast recombinant oxidoreductases Grx2, Trx1
and Trx2 as potential deglutathionylating enzymes [32]. These
three enzymes were equally competent for 20SPT deglutathiony-
lation, as identical molar ratios of 20SPT:oxidoreductases pro-
duced similar results. However, these enzymes are easily degraded
in vitro by the 20SPT. Because the substrate moieties of the
oxidoreductases are located on the external proteasomal surface
(x5-C221), in the o-pocket (x5-C76), and out of the catalytic
chamber (internal B-rings), their activity as proteasomal deglu-
tathionylating enzymes is reliable. However, the physiological
meaning of their role in the regulation of 20SPT redox modulation
needs further investigation.
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The 19S regulatory unit was also shown to go through redox
modification via S-glutathionylation. The S-glutathionylation of
the Rpn1 and Rpn2 subunits of the 19S regulatory complex was
shown to induce the loss of ChT-L proteasomal catalytic activity
in mammalian cells [33]. Interestingly, oxidoreductases associ-
ate with the 19S complex in both fission yeast Schizosacchar-
omyces pombe (TxI1) and mammalian (Txnl1) cells; however,
this process is not yet well understood [34,35]. It is unclear
whether these proteins function as disulfide reductants of
proteasomal substrates, of the proteasome itself, or of protea-
somal co-factors.

Proteasome channel gating

The relationship between 20SPT channel gating and the cou-
pling of regulatory units 19S, 11S and the PA200 has been
extensively studied [36-38]. Of the regulatory units, the 19S is
most abundant. Binding of this unit to the 20S core particle results
in gate opening and substrate degradation. Proteolysis is a coordi-
nate process involving binding of the poly-ubiquitinylated sub-
strate, deubiquitinylation by 19S activity and binding of ATP to the
19S ATPase hexameric ring. Gating is dependent on the coupling of
both units (20S and 19S) and on binding of ATP to the hexameric
ring located in the base of the 19S unit. However, stabilization of the
20SPT open conformation and substrate unfolding and translocation
are dependent on the poly-ubiquitinylated substrate binding to the
19S unit and ATP hydrolysis, respectively. The 19S regulatory particle
and 20SPT interact through the 19S ATPase hexameric ring and the
20SPT o-heptameric ring. A perfect fitting between these rings is
impossible because of their diverse symmetries. The 19S unit
undergoes conformational changes depending on the nucleotide
state of its ATPase subunits allowing interaction with the 20SPT
a-ring [38]. Pockets between a-subunits on the 20SPT participate in
interactions between 19S and 20SPT.

In the closed 20SPT conformation, the N-termini of the -
subunits form an intricate lattice of interactions that block access
to the catalytic chamber through the so called a-annulus, located
just below the surface of the a-heptameric ring. This conforma-
tion supposedly maintains a fixed opening of 13-20 A allowing
the entrance of only small peptides [39]. The N-terminal of the a3
subunit of yeast proteasome was shown to be essential for the
closed conformation as it causes the stabilization of the neigh-
boring tails of the a-ring. Deletion of the a3 N-terminal causes
gate opening as deduced from its activation whereas deletion of
the N-termini of both a3 and o7 was shown to promote
permanent open conformation of the 20SPT [40]. It has been
shown that a3-subunit knockout yeast strains incubated in high
levels of the pro-oxidant cadmium induced the formation of an
alternative o-ring structure composed of a double a4-subunit [41].
Remarkably, these mutated strains grew more robustly than the
wild type in the presence of cadmium, suggesting that the
alternative conformation provides a selective advantage under
oxidative stress. A possible explanation for this phenotype might
be that the absence of the a3-subunit facilitates formation of the
20SPT open conformation.

Some treatments such as exposure to minute amounts of
detergents, hydrophobic peptides, and medium at low ionic
strength promote disordering of the blocking a-N-termini allow-
ing substrate entry [42].

Interestingly, 20SPT represents 20-30% of the total proteasome
pool in mammal and yeast cells [43-46]. However, there is no
systematic study addressing the gate conformation of the free
physiological 20SPT pool. As will be discussed below, the free
20SPT pool is likely crucial for the degradation of oxidized
proteins.

20SPT as the main player in the removal of oxidized proteins

Proteins can oxidize by ROS and NO derived species through a
variety of pathways [47]. Oxidative protein damage results in
chemical modification of the side chain of amino acid residues
[48]. Proteins are poorly repaired in comparison to other macro-
molecules. Only the sulfur-containing amino acids Met and Cys can
be reduced from sulfoxide and some oxidized forms, respectively.
Since the middle 1980s, protein degradation has been proposed as
the main mechanism of cells to cope with oxidative modification
[49,50]. This mechanism was first observed in the ATP-independent
degradation of oxidatively damaged proteins in extracts of red
blood cells, whereas the non-oxidized forms of the model proteins
were not degraded under same conditions [49]. Moreover, the
degradation of mildly oxidized proteins by 20SPT was extensively
investigated in vitro [51]. Since that time, the 20SPT has been
proposed to be the preferential system to degrade oxidized pro-
teins. The degradation of oxidized proteins was demonstrated in
mammal and yeast cellular models to be independent of poly-
ubiquitinylation. These results precluded degradation by the 26SPT
pool [52-54].

Indeed, the most important data to date linking degradation
of oxidized proteins to a free pool of 20SPT inside cells is indirect:
uncoupling between the 19S and 20S particles during oxidative
stress [54-56], transient inactivation of enzymes involved in the
ubiquitylation and deubiquitylation of proteins [57-59], higher
susceptibility of the 19S to oxidation as compared to the 20S
[55,60], and no preference for the ubiquitinylation of oxidized
proteins [61]. In addition, 26SPT decoupling was shown to be
dependent on the proteasome-interacting protein Ecm29 in
budding yeast [54]. Strains lacking this protein are more sensitive
to oxidative stress. Their recovery from it is also delayed. In
mammalian cells, a similar mechanism of decoupling under
oxidative challenge was described as being mediated by HSP70
[56]. These data suggest that when cells experience oxidative
imbalances, there is an adaptive response to increase the pool of
free 20SPT.

An important criticism against degradation of oxidized proteins
by free 20SPT is that the closed gate does not support the entrance
of folded proteins [42]. However, it is known that oxidized
proteins interact with the 20SPT through hydrophobic patches
exposed on the protein surface due to partial unfolding upon
oxidation [62-64]. It is thought that proteasomal interaction with
the hydrophobic protein surface would trigger 20SPT gating [1].
This mechanism is supported by the observation that proteasome
opening is triggered by the C-terminal hydrophobic motif HbYX
(hydrophobic residue, conserved penultimate tyrosine and a vari-
able C-terminal residue) of three 19S ATPase subunits that interact
with the a-subunits of the 20SPT [65]. Notably, peptides contain-
ing the motif trigger proteasomal opening independent of 19S unit
coupling. Many other reports in the literature show increased
peptidolytic proteasomal activity upon incubation with hydro-
phobic compounds, suggesting that hydrophobic interactions
activate the 20SPT. Some structured proteins can be degraded
independently by the 20SPT, supposedly through hydrophobic
interactions [64,66].

Indeed, there is no extant systematic study reporting the gate
conformation of the free 20SPT pool. It is currently assumed that
free 20SPT would be in a latent form, which usually means the
closed conformation, allowing the entrance of only peptides [67].
The most conclusive data supporting this assumption are related
to crystallographic studies of the yeast and mammal 20SPT
[68,69]. However, the presence of inhibitors, the yeast growth
conditions, and the addition of thiol reductants in the extraction
buffers utilized for proteasomal purification make it impossible to
infer the conformation of the 20S proteasomal gate in vivo.
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A major question to be addressed regarding preferential degra-
dation of oxidized proteins inside cells is whether such proteins
are ubiquitinylated and are therefore subject to 26SPT proteolysis.
Related to this question is whether proteolysis by free 20SPT,
which bypasses ubiquitinylation, is kinetically favored. During
oxidative stress, proteins already ubiquitinylated or being ubiqui-
tinylated that are also being oxidized may be reliably degraded
after 26SPT recognition. In addition, mild oxidation of specific
proteins may augment their ubiquitinylation because oxidation-
induced conformational changes might expose specific ubiquiti-
nylation targets, as predicted by the N-end rule [70,71]. The energy
and time costs of degrading ubiquitinylated substrates by the 26S
proteasome was recently explored [72], showing it to be depen-
dent on protein length and how tightly the protein is folded
among other variables involving 26S proteasomal properties and
the ubiquitinylation process. By comparing two substrates differ-
ing in length and folding, these authors demonstrated that the
molar ratio between ATP consumption and protein substrate could
vary from 50 to 160. The time course for degradation increased
proportionally with increased protein length. According to these
data, degradation of ubiquitinylated substrates is a process that
consumes large amounts of energy.

The notion that oxidized proteins might promptly interact with
the free 20SPT pool is attractive, as the process is most likely
kinetically favored. The rate-limiting step of the preferential
degradation of oxidized proteins by the 20SPT free pool would
be the availability of active 20SPT. Strengthening this hypothesis
are the observations that 20SPT uncouples from the 19S regulatory
particle during oxidative stress [54,56] and that S-glutathionyla-
tion stabilizes the 20SPT active open conformation [30]. Therefore,
more accurate approaches are needed to measure the kinetics of
degradation of oxidized proteins inside cells.

Final remarks

This review presents data regarding S-glutathionylation as a
potential regulatory mechanism for 20SPT [2]. Four main observa-
tions supporting this notion were reviewed: (1) modification of
specific Cys residues under physiological conditions (high GSH/
GSSG ratio); (2) conformational changes of the modified protein;
(3) reversibility of the reaction; and (4) concomitant change of the
physiological response, e.g., the increased degradation of oxidized
proteins. Therefore, we hypothesize that 20SPT S-glutathionylation
plays a regulatory role that allows cells to cope with increased
oxidative stress (Fig. 4).

There are few studies on proteasomal S-glutathionylation result-
ing in structural and functional modifications, and thus many
questions remain unaddressed. One important question is whether
S-glutathionylation would trigger 26S uncoupling per se during
oxidative stress. Additionally, two open questions are why and how
oxidized proteins interact with 20SPT. Peptide fragments generated
by both redox forms of 20SPT are also predicted to differ, as the
peptidolytic activities of both forms differ [25,26]. Finally, additional
unresolved questions are whether S-glutathionylation is enzymati-
cally regulated and whether oxidized protein degradation through
the free S-glutathionylated 20SPT presents a kinetic advantage over
degradation via 26SPT.

It is noteworthy that the number of Cys residues in the
proteasome core particle evolved from 32 in yeast to 54 in human.
No disulfide bond is present in yeast 20SPT but there are two in
human 20SPT. As demonstrated previously, the ChT-L activity of
the human 20SPT is modulated by both glutathione redox states
and at a broad glutathione concentration range [25]. This observa-
tion contrasts with yeast 20SPT which is modulated only by the
reduced glutathione form. Whether the increased number of Cys

residues in the mammal proteasome would be a functional
evolutionary advantage is an intriguing open question.
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