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RESUMO

A sintese ribossomal é uma das maiores atividades em células eucarioticas. Este processo
inicia-se no nucléolo e ¢ finalizado ap6s a exportacdo das subunidades 40S e 60S para o
citoplasma. Trés dos RNAs ribossomais de eucariotos (18S, 5.8S e 25S) sdo sintetizados como um
transcrito primario de 35S, o qual é processado através de uma complexa e ordenada série de
modifica¢des nucleotidicas e clivagens endo e exonucleoliticas. Estas reagdes dependem de
aproximadamente 170 proteinas, 80 small nucleolar RNAs e de seqliéncias no pré-rRNA. Os
fatores trans-atuantes envolvidos no processamento podem ser agrupados como RNA-helicases,
endonucleases, snoRNPs (small nucleolar ribonucleoprotein complexes) e exonucleases, que
incluem o complexo exossomo. O exossomo de levedura ¢ formado por 10 proteinas essenciais
que atuam na maturacdo de rRNAs, snRNAs, snoRNAs, além da degradacio de mRNAs
incorretamente processados. A estrutura do exossomo de archaea foi descrita recentemente, mas
ainda ndo existem muitas informagdes sobre a regulagdo deste complexo e sobre a participagdo de
cofatores que interagem de forma transiente com o exossomo.

Diante disso, este trabalho visou a caracterizacdo funcional das proteinas que formam o
anel de RNases PH em Saccharomyces cerevisiae, assim como a caracterizacdo estrutural e
funcional de possiveis cofatores do exossomo de Saccharomyces cerevisiae, Nopl7p e YIr022p, e
do exossomo de Pyrococcus, Pab418p, Pab1135p e aNip7p. Os dados obtidos evidenciam que a
atividade exonucleolitica do exossomo de levedura, assim como o de archaea, ¢ dependente da
formacao de heterodimeros; Y1r022p, uma proteina de levedura com fun¢do nao caracterizada, liga
inespecificamente RNA in vifro, mas mais eficientemente alguns RNAs in vivo. Dentre as
proteinas de archaea, Pab418p e aNip7p também ligam RNA, e como demonstrado aqui, aNip7p

influencia significativamente a atividade do exossomo de archaea.
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ABSTRACT

The synthesis of ribosomes is one of the major metabolic pathways in eukaryotic cells. This
process starts in the nucleolus and ends with the export and final maturation of the ribosomal
subunits 40S and 60S in the cytoplasm. Three eukaryotic ribosomal RNAs (18S, 5.8S and 25S) are
synthesized as a 35S primary transcript (35S pre-rRNA), which is then processed by a complex
and ordered series of nucleotide modifications and endo- and exonucleolytic cleavage reactions.
These processing reactions depend on 170 proteins, 80 small nucleolar RNAs and specific pre-
rRNA sequences. The trans-acting factors, that take part in the processing can be grouped as RNA-
helicases, endonucleases, snoRNPs (small nucleolar ribonucleoprotein complexes) and
exonucleases, including the exosome. The yeast exosome is composed of 10 essential proteins that
function in the processing of rRNAs, snRNAs, snoRNAs and in the degradation of aberrant
mRNAs. Recently, the archaeal exosome structure was determined, but no information is yet
available on the regulation of the exosome function or on the possible role of the cofactors that
transiently interact with it.

The main goals of this work were the functional characterization of the protein components
of the Saccharomyces cerevisiae exosome RNase PH ring, as well as the structural and functional
characterization of the possible cofactors of that complex, Nop17p and YIr022p. Since the recent
characterization of the Pyrococcus exosome, the study of the archaeal exosome cofactors,
Pab418p, Pab1135p and aNip7p, was also included in this work, in order to correlate the data on
the complex of these different organisms. Our results show that the exonucleolytic activity of the
yeast exosome is dependent on the heterodimers formation, as described for archaea. Although it is
not clear how Nip7p affects the exosome function in yeast, aNip7p binds RNA and inhibits a-
exosome activity in vitro. Yeast YIr022p binds RNA inespecificaly in vitro, but coprecipitates
specific RNAs more efficiently from total cell extracts. Its archaeal orthologue, Pab418p, also

binds RNA, but does not affect significantly a-exosome function.
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INTRODUCAO

A interpretagdo dos dados obtidos com o seqiienciamento do genoma de diferentes
organismos requer hoje um dos maiores esforgos por parte dos pesquisadores. Diversas técnicas
estdo sendo empregadas simultaneamente com o objetivo de caracterizar o papel funcional e
estrutural das proteinas codificadas por estes genes. Contudo, uma parcela significativa destes
ainda ¢ classificada como genes codificadores de proteinas de fungdes desconhecidas.

Saccharomyces cerevisiae ¢ um dos organismos que vem sendo extensivamente estudado
através das tecnologias protedmicas. Suas aproximadamente 6000 ORFs tiveram sua expressao
analisada sob diversas condi¢cdes (DeRisi et al., 1997; Horak e Snyder, 2002); a delecdo de cada
ORF teve seu fenotipo caracterizado (Giaever et al., 2002); as interagdes entre proteinas foram
detectadas por analise bioquimicas, espectroscopia de massas e duplo hibrido (Ito ef al., 2001); e
muitas das proteinas também foram localizadas por imunofluorescéncia indireta ou pela fusdo com
GFP (Huh et al., 2003; Kumar et al., 2002). Soma-se a estes dados, os esfor¢os em descrever a
funcdo e a estrutura das proteinas, ainda ndo caracterizadas, mas possivelmente envolvidas nos
processos essenciais para a viabilidade celular (Hazbun et al., 2003), o que tem resultado na
caracterizacdo de novos fatores relacionados ao metabolismo de RNA. As ultimas avaliagoes
indicam que cerca de 170 polipeptideos estejam envolvidos em processamento de rRNA ou na
formagao do ribossomo (Fatica e Tollervey, 2002; Peng et al., 2003).

A sintese ribossomal ¢ uma das maiores atividades em células eucaridticas e ¢ em
Saccharomyces cerevisiae que o processo ¢ mais bem conhecido, mesmo que ainda existam muitas
respostas a serem obtidas. Os primeiros estudos com o objetivo de identificar as particulas
ribossomais foram desenvolvidos por Warner e Planta em meados de 1970 (Udem e Warner, 1972;
Trapman et al., 1975). Eles identificaram por microscopia eletronica aglomerados ligados aos pré-
rRNAs 35S que estavam sendo transcritos pela RNA polimerase I a partir do rDNA. Esses
aglomerados foram denominados de botdes terminais e a caracterizagdo desses revelou a presenca
do pré-rRNA 35S e de muitas proteinas ribossomais (Udem e Warner, 1972; Trapman et al.,
1975). Quando submetido a gradiente de glicerol, esse complexo sedimenta como 90S, e ¢ em
seguida processado para formar as particulas menores 66S e 43S, precursores das subunidades

ribossomais maduras 60S e 40S (Udem e Warner, 1972; Trapman et al., 1975). Contudo, apenas
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recentemente foram descritos os fatores ndo ribossomais que estdo associados as particulas 90S,
60S e 408, esclarecendo alguns dos passos desta coordenada rede de processamento e maturagao
dos ribossomos (Nissan et al., 2002; Hazbun et al., 2003; Schéfer, et al., 2003; Krogan et al.,
2004).

Uma descoberta marcante foi a descricao do SSU (Small subunit) processomo (Dragon et
al., 2002). Um complexo > 2MDa, que ¢ constituido pelo snoRNA U3 (small nucleolar RNA),
pelas proteinas do “core” do U3 snoRNP e por 17 proteinas de funcdo desconhecida que foram
designadas Utpl-17 (U three proteins). O U3 snoRNP liga ao pré-rRNA e ¢ necessario para as
clivagens iniciais do pré-rRNA 35S e maturagdo da subunidade ribossomal 40S (Venema e
Tollervey, 1999). Investigagdes por microscopia eletronica da cromatina em mutantes do U3
snoRNA ou de proteinas especificas deste snoRNP, revelaram que a auséncia de qualquer um
destes fatores leva ao desaparecimento dos botdes terminais, indicando que os complexo
inicialmente identificado por Warner e Planta sdo constituidos pelo U3 snoRNP ligado ao pré-
rRNA 35S que esta sendo transcrito e por muitas das proteinas ribossomais do 40S (Dragon et al.,
2002).

Outra importante descoberta foi a relativa auséncia de fatores relacionados a maturagdo do
60S na particula 90S, sugerindo que os fatores relacionados a maturagdo da subunidade maior do
ribossomo sdo associados mais tarde, possivelmente apos a clivagem em A, (Fatica e Tollervey,
2002). Além disso, a maturagdo do 60S envolve um sistema mais complexo de associagao com
fatores ndo ribossomais que o 40S e por isso foi divido em trés etapas, inicial, intermedidria e
tardia, em fun¢do da mudanca dos fatores relacionados (Fatica et al., 2002) (Figura 1).

O processo de sintese das subunidades ribossomais inicia-se no nucléolo e ¢ finalizado apos
a exportacao das subunidades 40S e 60S para o citoplasma (Chen et al, 2003). A organizagao
basica do rRNA nuclear de eucariotos ¢ similar em todas as espécies. Trés dos RNAs ribossomais
de levedura (188, 5.8S e 25S) sdo sintetizados pela RNA polimerase I como um transcrito primario
de 35S, que consiste da seqiiéncia dos trés rRNAs flanqueados por dois espagadores externos
(5’ETS e 3° ETS) e dois espagadores internos (ITS1 e ITS2). Nas extremidades desta seqiiéncia
estao dois espacadores nao transcritos seguidos do gene do rRNA 58S, que ¢ transcrito pela RNA
polimerase III (Figura 2A). A seqiiéncia do rDNA compreende 9.1kb e se repete de 100 a 200
vezes no cromossomo XII. A presenga do gene do rRNA 58, entre os do 35S, ¢ uma caracteristica

do rDNA de Saccharomyces cerevisiae (Venema e Tollervey, 1995). A maturagdo destes rRNAs
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se da através de uma complexa e ordenada série de modificagdes nucleotidicas (2°-O-metilacao e
pseudouridilacdo) e clivagens endo e exonucleoliticas (Figura 2B).

As modificagdes ocorrem co-transcricionalmente no rRNA e possivelmente estdo
associadas a estabilidade e a alteracdes conformacionais do rRNA, ja que estdo concentradas nas
regioes maduras dos rRNAs (Kiss, 2001), em especial na regido de transferéncia de peptideo
(Fromont-Racine et al., 2003). A isomerizagdo de uridinas para pseudouridinas (V) e a 2’-O-
metilagdao da ribose, constituem as modificagdes prevalentes. Aproximadamente 100 modificagdes
j& foram identificadas no pré-rRNA 35S em levedura, 55 metilagdes (Lowe e Eddy, 1999) e 44
pseudouridilacdes (Ganot et al., 1997), enquanto E. coli possui apenas 4 metilagdes e 10
pseudouridinas (Rozenski et al., 1999), as quais, ao contrario do que acontece em eucariotos, nao
envolvem RNAs como cofatores, as modificagdes sdo catalizadas por proteinas sitio especificas
(Bachellerie et al., 2002). J& em archaea o numero de modificacdes ¢ semelhante aquele de
eucariotos e diversos sRNAs (small RNAs) envolvidos no processo de modificagio foram
identificados (Gaspin ef al., 2000). E importante lembrar que além dos rRNAs, snRNAs e tRNAs
também sao alvo de modificagoes.

Em eucariotos estas modificagdes sdo desempenhadas por duas grandes familias de
snoRNAs. Os snoRNAs envolvidos em pseudouridilagdo sdo conhecidos como snoRNAs de box
H/ACA, pois possuem uma estrutura consenso com dois motivos conservados, os “boxes” H
(ANANNA) e ACA. Cada snoRNA apresenta também uma seqiiéncia complementar a seqiiéncia
alvo e se liga a quatro proteinas que constituem o “core” destes complexos, Cbf5p, a
pseudouridilase, Garlp, Nhp2p e Nopl0Op (Watkins et al., 1998). Ja os snoRNAs relacionados a
metilacdo, s3o conhecidos como snoRNAs de box C/D, nos quais as seqiiéncias consenso do box C
(5’PuUGAUGA 3’) e box D (5’CUGA 3’) sdo parcialmente conservadas nos boxes C’ e D’. As
proteinas que estdo presentes em todos os snoRNPs de box C/D sdo Noplp, a metil transferase,
Nop58p, Nop56p e Snul3p (Tollervey e Kiss, 1997; Wang et al., 2000). Alguns dos snoRNPs
envolvidos em modificagdes também estdo diretamente relacionados as clivagens iniciais que
ocorrem no pré-rRNA 358, tais como U3, Ul4, snR10 e snR30 (Venema e Tollervey, 1995).

Uma terceira classe de snoRNPs ¢ definida pelo seu Uinico membro conhecido, o RNA

componente da endonuclease RNase MRP, responséavel pela clivagem no sitio A3 do pré-rRNA

35S (Kressler et al., 1999).
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Concomitante as modificagcdes, uma série de clivagens endo e exonucleoliticas ocorrem
seqiiencialmente no pré-rRNA 35S, e estes processos sdo auxiliados por RNA-helicases,
chaperonas, GTPases ¢ AAA-ATPases (Kressler ef al., 1999).

O primeiro transcrito gerado pela RNA polimerase I se estende por +210 nucleotideos no 3’
do 25S enquanto o pré-rRNA 35S possui uma extensao de apenas +7 a +10 nucleotideos. O pré-
35S-rRNA ¢ gerado entdo, por uma clivagem endonucleolitica entre os nucleotideos +15 e +45,
seguida de processamento até aproximadamente o nucleotideo +7. Rntlp ¢ a endonuclease
responsavel pela clivagem e Rexlp também perece estar envolvida nesta etapa (Kressler et al.,
1999; Piper et al., 1983; van Hoof et al., 2000A).

Os passos seguintes de clivagens em Ag, A; e A, estdo estreitamente relacionados e
parecem ocorrer quase simultaneamente. Todas envolvem a participagdo do U3 snoRNP (Venema
e Tollervey, 1995). A auséncia do U3 inibe a clivagem em Ay e retarda a clivagem em A, e A, as
quais também necessitam a participa¢do dos snoRNPs Ul14, snR10 e snR30. Diversas proteinas
também estdo relacionadas a estas etapas do processamento, Roklp, Rrp5Sp, Dimlp e Nopl7p
(Venema et al., 1997; Venema e Tollervey, 1995; Lafontaine et al., 1994; Gonzales et al, 2005). A
clivagem em A; separa os dois pré-rRNAs intermedidrios 20S e 27SA,. O 20S rRNA ¢ dimetilado
por Dimlp e exportado para o citoplasma onde sera clivado no sitio D, originando o 18S rRNA
maduro que faz parte da subunidade menor do ribossomo, 40S (Lafontaine et al., 1994). Duas
proteinas estdo provavelmente envolvida na clivagem no sitio D, Noblp e Fap7p (Fatica et al.,
2003; Granneman et al., 2005), embora ainda ndo existam informagdes suficientes para comprovar
a atividade endonucleolitica de nenhuma dessas proteinas. A maturagdo do rRNA 27SA; pode
seguir por duas vias, gerando 27SB;. e 27SB;s, sendo que 85% das moléculas seguem uma via
preferencial, onde o rRNA 27SA, ¢ clivado endonucleoliticamente pela RNase MRP no sitio A3
(Lygerou et al., 1996) e ¢ rapidamente processado por Ratlp até o sitio Bjs. 15% do rRNA 27SA,
¢ clivado diretamente no sitio B;.. Ao mesmo tempo, a extremidade 3’ do pré-rRNA 258S ¢ clivada
em B, esta etapa envolve a acao de Rex1p (Piper et al., 1983; van Hoof et al., 2000A). Apos esta
etapa os dois pré-rRNAS, 27SB1 e 27SB;s, seguem vias idénticas. Inicialmente, ocorre a clivagem
em C;, que libera o rRNA 25S maduro e o pré-rRNA 7S que sera processado para originar o rRNA
5.8S. Imediatamente apds a clivagem em C; ocorre a clivagem em C,, o que resulta em uma
extensdao de aproximadamente 134 nucleotideos no 3° do rRNA 5.8S. A remog¢do destes

nucleotideos envolve a participacdo de um complexo de 11 exonucleases 3°—5°, o exossomo.
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Todas as subunidades sdo necessarias para este processo, mas a contribuicdo de cada uma ¢
diferente durante a reacdo e ainda tem o auxilio da RNA helicase Mtr4p (Allmang et al., 1999). O
exossomo deixa ainda aproximadamente seis nucleotideos na extremidade 3’ do rRNA 5.8S, que
sdo removidos possivelmente pela acdo de Rexlp (van Hoof, et al., 2000A). Ainda ndo se
conhecem as enzimas responsaveis pelas clivagens nos sitios C; e C,. Varias proteinas também
foram relacionadas a maturagdo dos rRNA 25S e 5.8S, dentre elas: Nip7p, Nop2p, Sbplp e
Nop53p (Zanchin et al., 1997; Hong et al., 1997; Clark et al., 1990; Granato et al., 2005), mas
nenhuma dessas deve apresentar atividade de endonuclease.

A maturacao do 5S rRNA parece necessitar apenas de uma clivagem endonucleolitica no 3’
e o unico fator idenficado até o momento ¢ Rex1p (Piper ef al., 1983; van Hoof, et al., 2000A).

Com o final da maturagdo dos rRNAs 5.8S, 25S e 58S, a subunidade maior 60S ¢ exportada
para o citoplasma, para formar o ribossomo, juntamente com a subunidade 40S. Os ribossomos
irdo traduzir os mRNAs, e alguns desses serdo degradados pelo exossomo citoplasmatico, apos a
remogao do cap e da cauda de poli-A (van Hoof ef al., 2000B). Enquanto em levedura a principal
via de degradacdo dos mRNAs ¢ a do sentido 5°—>3°, em células de mamiferos a maioria dos
mRNAs sdo degradados no sentido 3’—5’ pelo exossomo (Mukherjee et al., 2002; Wang e
Kiledjian, 2001).

O exossomo ¢ extremamente conservado entre as espécies. Ele foi inicialmente
caracterizado em levedura (Mitchel et al., 1997), mas homdlogos ja foram descritos em humanos,
plantas, moscas, parasitas unicelulares e arqueobactérias hipertermofilas (Tabela 1) (Allmang et
al., 1999; Chekanova et al., 2002; Andrullis et al., 2002; Estevez et al., 2001; Evguenieva et al.,
2003). H4 uma grande variagdo no nimero de subunidades do complexo em cada organismo,
assim como parece haver interagdes proteina-especificas para cada um, mas em todos, o complexo
estd relacionado a degradagdo de RNAs (Raijmakers et al., 2004).

Em 1977 Wolfe e colaboradores descreveram que o soro de pacientes que sofriam de
polimiosite apresentaram auto-anticorpos que precipitaram um antigeno PM-1. Mais tarde
demonstrou-se que soro de pacientes que apresentavam polimiosite e escleroderma era reativo a
este antigeno, e por isso foi denominado antigeno PM/Scl (Treadwell ef al., 1984). Este antigeno
faz parte de um complexo nuclear de 11 a 16 subunidades, essas proteinas foram clonadas e
revelaram constituir os homologos humanos das proteinas do exossomo de levedura, que foi

designado complexo PM/Scl (Reimer et al., 1986; Allmang et al., 1999).



Introducdo 8
Tabela 1. Proteinas que compdem o exossomo em diferentes organismos.
Proteina | Fenotipo em | Homologo [Homologo em| Homologo em | Homdlogo | Homdlogo
S. cerevisiae | S. cerevisiae | em E. coli | T. brucei A. thaliana |em H. sapiensjem Archeae
Rrp4p essencial S1 RNA BD TbRrp4p AtRrp4p hRrp4p aRrp4p
Rrp40p essencial S1 RNA BD TbRrp40p AtRrp40p hRrp40p
Rrp4lp essencial RNase PH TbRrp41Ap AtRrp4lp hRrp4lp aRrp4lp
Rrp42p essencial RNase PH TbEAPIp AtRrp42p HRrp42p aRrp42p
Rrp43p essencial RNase PH TbEAP2p AtRrp43p OIP2 aRrp42p
Rrp44p essencial RNase R TbRrp44p hDis3p
Rrp45p essencial RNase PH TbRrp45p AtRrp45p KIAAO0116 aRrp41p
Rrp46p essencial RNase PH TbRrp41B AtRrp46p PMScl-75 aRrp41p
Csl4p essencial | S1 RNA BD TbCsl4p hCsl4p aCsl4p
Mtr3p essencial RNase PH TbEAP4p HMtr3p aRrp42p
Rrp6p ts letal RNase D TbRrp6p AtRrp6p PMScl-100

Em Saccharomyces cerevisiae, o exossomo ¢ um complexo de exoribonucleases 3’—5’ que

participa da degradagdo do 5’ETS e da matura¢do do rRNA 5.8S (Mitchell ef al., 1997). Também

foi demonstrado seu papel no processamento 3’ de snRNAs, snoRNAs (Allmang et al. 1999) e

SRP RNA, em humanos (Raijmakers et al., 2002). Além disso, este complexo, esta envolvido na

degradagdo 3°’—5’ do corpo de mRNAs que sofreram “decaping” e deadenilagdo, assim como de

mRNAs aberrantes e seus precursores (Decker, 1998; Oliveira et al., 2002). Outro mecanismo de

degradacdo de mRNAs que ndo apresentam codons de terminacdo, também envolve a participagdo

do exossomo, onde este ¢ necessario para a rapida degradacdo do corpo do mRNA e da cauda

poliA (van Hoof et al., 2002). LaCava et al., 2005 descreveram que a degradagdo de rRNA e

snoRNAs nucleares pelo exossomo necessita da adicdo de uma pequena cauda poli-A no 3°, o que

estimula sua atividade. Estes dados revelam que o exossomo ¢ o principal responsavel pela

degradagdo nuclear de RNAs aberrantes.
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O exossomo de S. cerevisiae ¢ constituido por 11 subunidades, formando um complexo de
aproximadamente 400 kDa e coeficiente de sedimentacdo 14S (Mitchell e Tollervey, 2000). Esse
complexo estd presente tanto no nticleo quanto no citoplasma (Mitchell ez al., 1997), sendo que as
duas formas diferem apenas pela presenga de uma subunidade, a Rrp6p que aparece no complexo
nuclear (Allmang et al., 1999). As demais subunidades (ribosomal RNA processing — Rrp) sao
comuns as duas formas, e seis apresentam homologia de seqiiéncia a RNase PH (Rrp41p, Rrp42p,
Rrp43p, Rrp45p, Rrp46p, Mtr3p) (Allmang et al., 1999; Mitchell et al., 1997). Rrp44p revelou
homologia a RNase R e Rrp6p a RNase D. Rrp40p e Csldp sdo pardlogos de Rrp4p e as trés
apresentam dominios S1, de ligagdo a RNA (Mitchell e Tollervey, 2000). Dentre estas apenas
quatro tiveram sua atividade de exorribonuclease 3’—5° comprovada in vitro Rrp4p, Rrp6p,
Rrp41p e Rrp44p (Mitchell et al., 1997; Burkard e Butler, 2000). Rrp4p tem atividade hidrolitica e
distributiva, enquanto Rrp44p e Rrp6p sdo hidroliticas e processivas (Mitchell et al, 1997;
Burkard e Butler, 2000). As proteinas humanas OIP2 e hRrp4p, também apresentam atividade de
exonuclease 3—5’ in vitro (Burkard e Butler, 2000; Jiang e Altman, 2002).

Recentemente, as estruturas do exossomo de Sulfolobus solfataricus (Lorentzen e Conti,
2005) Archaeoglobus fulgidus (Biittner et al., 2005) e Pyrococcus (Ramos et al., 2006) foram
descritas, revelando que o “core” do exossomo tem uma arquitetura molecular similar aquela da
polinucleotideo fosforilase (PNPase) bacteriana, um complexo de exoribonucleases 3’—5°,
organizado em forma de anel (Figura 3). Esta familia de RNases degrada RNA pela adi¢do de
fosfato inorganico entre a ligacdo fosfofodiester 5°-3’ do ultimo e penultimo nucleotideos,
liberando nucleotideos difosfato (Symmons et al., 2002).

O exossomo de archaea ¢ formado por duas subunidades com dominios de RNases PH,
aRrp41p e aRrp42p, que formam um trimero de heterodimeros, estruturado em forma de anel, o
anel de RNases PH. Em eucariotos, este anel ¢ formado por seis diferentes subunidades com
dominios de RNase PH. Trés das proteinas de levedura, Rrp41p, Mtr3p, e Rrp46p, tém maior
similaridade com aRrp41p, enquanto Rrp45p, Rrp42p e Rrp43p, apresentam maior similaridade a
aRrp42p. Tanto em archaea quanto em eucariotos o anel de RNases PH estd associado a proteinas
com dominios de ligagdo a RNA, aRrp4p ou aCsl4p em archaea e Rrp4p, Rrp40p e Csld4p em
levedura. As proteinas de archaea, com dominios de ligagdo a RNA, formam um trimero que se
sobrepde ao anel de RNases PH e possivelmente direcionam o substrato ao sitio ativo das RNases.

Acredita-se que as proteinas de levedura assumam uma conformacao semelhante (Figura 3).
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Como a PNPase bacteriana, o exossomo de archaea liga RNA, tem atividade de RNase, ¢ na
presenga de ADP, poliadenila o substrato (Lorentzen et al., 2005; Biittner et al., 2005; Ramos et
al., 2006).

Em A. fulgidus o complexo parece co-existir em duas formas. Uma com o anel de RNases
PH associado a aRrp4p, e outro associado a aCsldp, esses complexos diferem quanto a atividade
(Biittner et al., 2005). Lorentzen et al., 2005, descreveram que em S. solfataricus a atividade de
degradacdo do RNA estd restrita a subunidade aRrp41p, mas a catalise s6 ¢ obtida com a
associacdo de aRrp42p. Além disso, a atividade de RNase ¢ processiva e fosforolitica, resultando
na liberagdo de nucleotideos difosfato (Lorentzen e Conti, 2005). As andlises de estrutura
revelaram a presenga de um poro no centro do anel, que conduz o substrato ao sitio ativo e que
possivelmente também funcione como mecanismo de regulagdo, pois sdo necessarios a0 menos
cinco nucleotideos de forma estendida para alcangar o sitio ativo, indicando que estruturas
secundarias no RNA podem restringir o acesso do exossomo, o que ja foi demonstrado in vivo para
o exossomo de levedura (Allmang et al., 1999). Contudo ndo ¢ descartada a possibilidade de que
outras proteinas se associem ao a-exossomo € atuem como fatores regulatorios.

Em levedura os cofatores identificados até entdo sdo o complexo Ski, o complexo Lsm e
recentemente 0 TRAMP (Butler, 2002; He e Parker, 2001; LaCava et al., 2005). O nome ‘Ski’
refere-se ao fato de mutagdes nas proteinas do complexo resultarem em um fenotipo “super killer”
(Winder e Wickner, 1993). Trés das proteinas (Ski2p, Ski3p, Ski8p) existem no citoplasma como
um complexo heterotrimérico de helicases, que interagem com o exossomo através de Ski7p
(Symmons et al., 2002; Butler, 2002; van Hoof et al., 2000a). Isso sugere que o complexo Ski
recrute mRNAs para o exossomo via Ski7p, ativando o processo de degradaciao 3°—5’ do mRNA
(Butler, 2002). J& o complexo Lsm 2-8p auxilia o exossomo nuclear na degradagdo 3°—5’ do
espacador 5’ETS e no processamento do 7S (Kufel ef al., 2003). Outra proteina que interage com o
exossomo nuclear ¢ a RNA helicase ATP - dependente Mtr4p/Doblp, uma das subunidades do
TRAMP e que participa do processamento do pré-mRNA, snRNA, snoRNA e 7S pré-rRNA
(Butler, 2002). O TRAMP poliadenila substratos nucleares do exossomo, o que ativa sua atividade
exonucleolitica (LaCava et al., 2005). Além destas, Nip7p, Rrp47p e Nop53p também sio
possiveis fatores regulatorios do exossomo nuclear, pois tém sua atividade ligada ao
processamento de rRNA, assim como o exossomo (Zanchin et al., 1997; Mitchell et al., 2003;

Granato et al., 2005).
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A diversidade funcional deste complexo, participando do processamento de rRNAs,
mRNAs, snRNAs e snoRNAs representa um ponto chave no entendimento de como um grande
numero de exoribonucleases pode manter-se estavelmente reunidas, reconhecer corretamente os
substratos e apresentar funcdo distributiva e processiva em um mesmo sistema sem demonstrar
clara subunidade regulatéria. Como podemos notar pelo periodo em que os dados foram obtidos,
este complexo ainda ¢ bastante jovem e informagdes estruturais foram obtidas apenas no ultimo
ano, com as proteinas de archaea. Contudo, existem divergéncias na organiza¢do dos complexos de
diferentes organismos, o que sugere a ocorréncia de alteragcdes evolutivas na constituicdo do
exossomo ¢ talvez até na atividade especifica de cada proteina. Por isso, muito ainda resta ser
esclarecido sobre seu mecanismo de acdo e a participacao dos cofatores.

Em nosso laboratorio foi identificada através do sistema de duplo hibrido uma nova
proteina de S. cerevisiae, Nop17p, que interage com a subunidade do exossomo Rrp43p (Oliveira
et al., 2002; Gonzales et al., 2005). Outras interacdes foram identificadas através desse sistema,
quando Nopl7p foi utilizada como “isca”, dentre elas, a interacdo com Nop58p (Gonzales et al.,
2005). Ensaios funcionais com Nop17p, utilizando a cepa 4nopl7 (com o gene NOPI7 deletado)
revelaram defeito no processamento do pré-rRNA 35S e reducdo dos niveis de subunidades
ribossdmicas. Além disso, a auséncia de Nopl7p promove a hipermetilagdo do pré-rRNA,
provavelmente devido a um processamento mais lento do pré-rRNA. O significado destas
alteracdes ainda ndo ¢ muito claro, mas os dados obtidos com Nopl7p sugerem que a
hipermetilacdo sinalize defeitos no processamento do pré-rRNA e direcione-o a degradacao,
possivelmente via exossomo (Gonzales et al., 2005).

Outra interacdo detectada com Nopl7p, foi a da proteina Nop53p (Granato et al., 2005).
Descrita inicialmente como um componente do pré-60S (Rout ef al., 2000), Nop53p ¢ uma
proteina essencial que estd localizada exclusivamente no nucléolo e liga-se diretamente ao rRNA
5.8S. A cepa 4nop53 apresenta severos defeitos nos eventos finais do processamento do rRNA,
levando ao acamulo do 27S e 7S e conseqlientemente a redugdo dos rRNAs maduros 25S e 5.8S.
Este fendtipo ¢ semelhante aquele de mutantes do exossomo (Zanchin e Goldfarb, 1999a; Allmang
et al., 1999; Oliveira et al., 2002; Granato et al., 2005).

Dados recentes revelaram que as proteinas de Saccharomyces cerevisiae envolvidas no
processamento de rRNA estdo na sua grande maioria sob a forma de complexos proteicos (Grandi,

et al., 2002; Peng, et al., 2003; Schéfer, et al., 2003; Krogan, et al., 2004), os quais parecem ser
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formados na fase inicial do processamento e muitos permanecem associados aos rRNAs até a
exportacdo das subunidades ribossdmicas para o citoplasma. Esta associagdo entre as proteinas
pode ser o fator limitante para sua estabilidade, o que explicaria as dificuldades em obter dados
estruturais para as proteinas isoladamente, por isso grandes avancos estdo sendo obtidos pela
utilizacao de ortdlogos destas proteinas em organismos termofilos.

Dentro do operon do exossomo da archaea Pyrococcus abyssi estd presente o gene
PAB418, o que indica possivel relacdo funcional entre este gene e o exossomo, embora outros
genes, presentes em distintas regides do genoma, tenham sido anotados como componentes do
exossomo (FuKui et al., 2005). PAB418 representa uma familia altamente conservada de proteinas,
pois homodlogos existem desde archaea a vertebrados e plantas. O gene humano, SBDS, esta
envolvido com a sindrome autossdmica recessiva Shwachman-Diamond, que se manifesta na
infancia e apresenta caracteristicas clinicas de disfun¢des hematoldgicas, insuficiéncia pancreatica
e em casos mais graves, mielodisplasia e leucemia aguda (Ginzberg et al., 2000). Recentemente,
Shammas et al. (2005) e Savchenko et al. (2005) descreveram a estrutura do ortélogo de SBDS em
Archaeoglobus Fulgidus e a conservacdo estrutural do dominio FYSH (Fungal, YHROS7Wp,
Shwachaman) em YHRO87Wp de Saccharomyces cerevisiae. YHRO87Wp é uma proteina de
levedura que apresenta pequena similaridade a YLR022C no dominio FYSH (Savchenko et al.
2005). A estrutura de AfSBDS apresenta uma arquitetura de trés dominios: um novo dominio N-
terminal com a-hélices e folhas-f3, que foi denominado dominio FYSH, um dominio central com 3
o-hélices, possivelmente envolvido na interagdo entre proteinas e um dominio C-terminal
semelhante ao dominio de ferrodoxina, que pode estar envolvido em ligagdo a RNA (Shammas et
al., 2005).

YLR022C ¢ o ortologo de PAB418 em levedura e ¢ um gene essencial, cuja proteina esta no
nicleo e citoplasma de Saccharomyces cerevisiae (Hazbun et al., 2003). Experimentos de
“microarray” relacionam Y1r022p ao metabolismo de rRNA (Boocock et al. 2002), e em especial
no processo de degradagdo do espagador 5’ETS e no processamento do rRNA 5.8S (Peng et al.,
2003). Savchenko e colaboradores (2005) citam sua interagdo com proteinas ribossomais e
diferentes fatores relacionados ao processamento de rRNAs. A correlagdo de YIr022p ao
processamento do rRNA 5.8S, etapa do metabolismo do rRNA na qual o exossomo participa

diretamente, refor¢a a possibilidade de correlagdo funcional desta proteina com o exossomo.



Introducdo 14

Com estas informagdes buscamos resumir sucintamente os dados disponiveis na literatura
para o entendimento do metabolismo de RNA e a importancia que o estudo do exossomo assumiu
nos ultimos anos, devido a sua participagdo nas diferentes etapas de maturacdo e controle de
qualidade dos RNAs. Esta rapida e dinamica aquisi¢do de informagdes foi favorecida pelo
desenvolvimento de novas tecnologias, que propiciaram grandes avangos no esclarecimento de
muitas questdes antigas, a0 mesmo tempo, que induzem a novas interrogacgdes, algumas das quais

nods buscamos entender neste trabalho.

OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho sao:
» Caracterizar estrutural e funcionalmente os possiveis cofatores do exossomo,
Nopl7p e Y1r022p em levedura; Pab418p, Pab1135p e aNip7p em P. abyssi,
» Caracterizar a atividade das proteinas do anel de RNases PH do exossomo de

levedura.



Materiais e métodos 15

MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

Os meios de cultura e solugdes foram preparados, seguindo protocolos de Sambrook e
Russell (2001) e Sherman et al. (1986).
As cepas de bactéria e levedura, oligonucleotideos e plasmideos utilizados estdo descritos

nas tabelas 2, 3, 4, respectivamente.

Tabela 2. Cepas utilizadas neste estudo.

CEPAS GENOTIPO FONTE
E. coli
DH5a SupE44 AlacU169(¢ 80 lacZAMI15) hsdR17 recAl end | Hanahan,
Al gyrA96 thi 1 relAl 1983.

BI21-Codon — | E. coli B F— ompT hsdS(rg— mp—) dem+ Tet” gal 1 (DE3) | Stratagene
Plus (DE3)RIL |end A  Hte [argU ileY leuW  Cam']*

S. cerevisiae
L40 MATa; his3d200; trip1-901; leu2-3,311; ade2; lys2-801 | Bartel et al.,
am URA3:: (lexAop)s -LACZ 1993.
W303 MAT-a, trpl-1, leu2-3, 112 his3-11, 15 ade2-1 ura3-1

can-100

WBRSO003(HE) | W303; MATa/alpha; his3-11/his3-11; leu2-3 112/leu2- | Euroscarf
3 112;ura3-1/ura3-1;ade2-1/ade2-1;can1-100/canl-
100;&YLRO022c::kanMX4/YLR022c¢
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Tabela 3. Oligonucleotideos.

OLIGONUCLEOTIDEO | SEQUENCIA

5’Nop17 Bam/Nde 5’ CCGGATCCCATATGGCCGATTTCTTATTG 3’
3'Nop17 5’GAATACTCGAGATGTTAG3’

Nop17 Bamint5d2 5’ GGATCCCCCAAGATGAAGAAG3’
Nop17 RevStopXho 5’"CTCGAGTTATGCAATGCGATCTCT3’
5’ecoLR022 5’ GGTAGAATTCGCAATGCC 3’

3’ xhoLR022 5’GTGTCTCGAGGATATGTATG 3’
PAB418Bam5’ 5’ AGGATCCCATATGCCTATTAGCGTTG3’
PAB418Xho3’ 5’"CGGCCTCGAGTCATAGCCCCTT3’
PAB1135Bam5’ 5’ GTTAGGGGGGATCCATGGCAG3’
PAB1135Xho3’ 5’CGGCCTCGAGTCAATCCTCCC3’

Tabela 4. Plasmideos.

PLASMIDEOS CARACTERISTICAS FONTE
pGEX-4T Amp" GE Healthcare
pET-28a Kan" Novagen
pET-29a Kan" Novagen
pET-28- NOP17 His::NOP17, Kan® Este estudo
pET-28-N-NO17 His::N-NOP17, Kan" Este estudo
pET-28-C-NOP17  |His::C-NOP17, Kan" Este estudo
pET-28- YLR022 His::YLR022, Kan® Este estudo
pET-28- PAB418 His::PAB418, Kan" Este estudo
pET-28- PAB1135  |His::PAB1135, Kan" Este estudo
pET29-RRP42 His::RRP42, Kan® Tavares, 2004.
pET28-RRP43 His::RRP43, Kan" Este estudo
pET29-RRP45 His::RRP45, Kan" Tavares, 2004.
pET29-aRRP41 aRRP41, Kan" Ramos et al., 2005.
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pET29-aRRP4 aRRP4, Kan" Ramos et al., 2005.
pAE-aRRP42 His::RRP45, Amp" Ramos et al., 2005.
pGEX-RRP41 GST::RRP41, Amp" Oliveira, dados ndo publicados.
pGEX-RRP46 GST::RRP46, Amp" Oliveira, dados ndo publicados.
pGEX-MTR3 GST::MTR3, AmpR Tavares, 2004.
pGEM-T-5’ETS Amp" Oliveira, dados ndo publicados.
pBTM-116 BDlexA,TRP1 2pn Bartel et al., 1993.
pBTM-YLR022 BdlexA:: YLR022,TRPI 2p Este estudo
pBTM-NIP7 BdlexA:: NIP7,TRP1 2p Zanchin e Goldfarb, 1999.
pACT-cDNA ADGALA4:: biblioteca de ATCC, 87002

cDNA LEU 2p
pACT-NOPS ADGAL4:: NOP8 LEU 2um | Zanchin e Goldfarb, 1999.
pGADC,-RRP4 ADGAL4:: RRP4 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- RRP40 ADGAL4:: RRP40 LEU 2um | Tavares, 2004.
pGADC,- RRP41 ADGAL4:: RRP41 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- RRP42 ADGAL4:: RRP42 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pACT- RRP43 ADGAL4:: RRP43 LEU 2um | Zanchin e Goldfarb, 1999.
pGADC,- RRP44 ADGAL4:: RRP44 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- RRP45 ADGALA4:: RRP45 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pACT- RRP46 ADGAL4:: RRP46 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- MTR3 ADGAL4:: MTR3 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- CSL4 ADGALA4:: CSL4 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- RRP6 ADGAL4:: RRP6 LEU 2um | Oliveira et al., 2002.
pGADC,- NOPI ADGAL4:: NOP1 LEU 2um | Gonzales et al., 2005.
pGADC,- NOP58 ADGAL4:: NOP58 LEU 2um | Gonzales et al., 2005.
pGADC,- NOP56 ADGAL4:: NOP56 LEU 2um | Gonzales et al., 2005.
pGADC,- SNU13 ADGALA4:: SNU13 LEU 2um | Gonzales et al., 2005.
pGADC,- GARI1 ADGAL4:: GAR1 LEU 2um | Gonzales, dados néo publicados.
pGADC,- CBF5 ADGAL4:: CBF5 LEU 2um | Gonzales, dados ndo publicados.
pGADC,- NOP10 ADGAL4:: NOP10 LEU 2um | Coltri, dados ndo publicados.
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pGADC,- NHP2 ADGAL4:: NHP2 LEU 2um | Coltri, dados ndo publicados.

pGADC,;- LSM8 ADGAL4:: LSM8 LEU 2um | Gonzales, dados ndo publicados.

pGADC,- NOP17 ADGALA4:: NOP17 LEU 2um | Gonzales et al., 2005.

pGAD-YLRO022 ADGAL4:: YLR022 LEU 2um | Este estudo
pACT- NOP53 ADGAL4:: NOP53 LEU 2um | Granato et al., 2005.
pACT- PRP43 ADGALA4:: PRP43 LEU 2um | Este estudo
Ycp33GAL-A- GAL1::ProtA- Este estudo
YLRO022 YLRO022,URA3,CEN4

2. Metodos

2.1. Amplificacéo por reacéo de polimerase em cadeia (PCR)

Os genes NOP17, N-NOP17, C-NOP17, YLR022C, PRP43 foram amplificados utilizando
DNA gendmico da cepa de levedura W303. Os genes PAB418 e PAB1135 foram amplificados
utilizando DNA gendmico da arqueobactéria Pyrococcus abyssi, gentilmente cedido pelo Dr.
Patrick Forterre (Instituto de Genética de Microorganismos, Universidade de Paris, Franca). Os
oligonucleotideos estdo descritos na tabela 3 e foram sintetizados pela Invitrogen, contendo sitios
de restricdo especificos. Para amplificacdo de PRP43 utilizamos os primers da colecdo da
Research Genetics (40502a — GENEPAIRS™). Os ciclos utilizados no termociclador tiveram as
temperaturas de anelamento e extensdo adaptadas para cada par de oligonucleotideos, especificos
para cada gene amplificado, sendo que, apds o ultimo ciclo a temperatura de extensdo foi mantida

por 15 minutos, seguida de resfriamento a 4°C.

2.2. Clonagens

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram inicialmente inseridos no vetor pGEM-T
(Promega), seguindo instru¢des do fabricante. Apods a andlise de restricdo os clones foram
submetidos a reagdo de seqiienciamento. Com a confirmag¢do do clone de interesse, este foi
removido do pGEM-T por clivagens nos sitios de restricdo contidos nos primers: NOPI7, N-
NOPI17, C-NOP17, PAB418 ¢ PABI1135 - BamHI e Xhol; YLR022C — EcoRI e Xhol e subclonado

no pET-28a, clivado nos sitios de restri¢do idénticos.
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YLR022C também foi subclonado em pBluescript ¢ pBTM-116 nos sitios de EcoRI e
Xhol. pPBTM-YLRO022 resultou na fusdo de YLR022C ao dominio de ligacdo a DNA de /exA, sob
controle do promotor constitutivo ADH. Este clone foi utilizado nos ensaio de duplo hibrido. Para
obtencdo do gene fusionado a um promotor de levedura que permite a ativagdo ou inibi¢do da
expressao do gene, este foi removido do pBluescript, utilizando os sitios de Spel e Xhol, e
fusionado ao Ycp33-GAL-proteina-A, nos sitios de Xbal e Sall (Ycp33GAL-A-YLRO022).

PRP43 foi removido do pGEM-T nos sitios de Smal e Pvull e inserido no pGAD-C1
clivado com Smal.

RRP43 foi removido de pAE-RRP43 nos sitios de BamHI e HindIII e subclonado no pET-
28a nos sitios idénticos.

As reagdes de ligagdo foram efetuadas a 16°C por 14 horas, de acordo com Sambrook e
Russell (2001), utilizando T4 DNA ligase. O DNA ligado ao vetor foi entdo utilizado para
transformar bactérias competentes (DHS50/ BL21) por PEG ou CaCl,, segundo Sambrook e Russell
(2001), que foram plaqueadas em LB/agar contendo o antibidtico especifico para a sele¢ao dos

transformantes.

2.3. Transformacdo de células

2.3.1 Bactérias competentes

A. DH50. competentes para transformac¢do com polietilenoglicol (PEG). 5SmL de pré-
indculo foram diluidos 1:100 em 10mL de TYM (20g triptona, 5g extrato de levedura, 5,8g NaCl,
2,5g MgS04-7 H,0) e mantidos sob agitacdo constante a 37°C até atingirem ODgq entre 0,2 e 0,6.
Foram adicionados 40mL de TYM e a cultura mantida em crescimento até atingir ODggo entre 0,5
e 0,9. Os 50mL de cultura foram homogeneizados com 200mL de TYM e crescidos até atingirem
ODggo = 0,6. As células foram resfriadas no gelo e coletadas por centrifugacao a 4000 rpm por 15
minutos a 4°C. Apods descarte do meio, as células foram ressuspendidas em 100mL de TBF1
(0,03M KOAc, 0,05M MnCl,, 0,1M KCI, 0,0IM CaCl,, 15% glicerol) gelado. As células foram
coletadas novamente por centrifugacao e ressuspendidas em 10mL de TBF2 (0,01M MOPS pH 7,
0,075M CaCl,, 0.01M KCI, 15% glicerol) gelado. Em seguida as células foram divididas em
aliquotas de 100uL, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C. Onde sdo estaveis

por até 6 meses.
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B. BI21 competentes. Colonia isolada da bactéria foi inoculada em 2mL de LB e mantida
sob agitacdo constante a 37°C por 16 horas. As células foram diluidas 100 vezes e mantidas em
cultura nas mesmas condi¢des até atingirem ODgop = 0,6, quando foram transferidas para tubos de
centrifuga e incubadas no gelo por 15 minutos. Em seguida as células foram coletadas por
centrifugacao a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em metade do volume de cultura
em 0,1M CaCl, fresco. Foi realizada nova incubagao no gelo por 1 hora, seguida de centrifugacdo
e ressuspensdo em 10% do volume final em 0,1M CaCl; e 15% glicerol. Neste momento as células
foram divididas em aliquotas de 50uL, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C.

Onde sdo estaveis por até 6 meses.

2.3.2. Transformacdo de Bactéria

A. Transformag¢do com PEG. Aliquotas de 100 pL de DHS5a competentes, foram
homogeneizadas a 80ul de tampao de transformagao (0,1M KCI, 0,03M CaCl,, 0,05M MnCl,,
1,5% PEG 4000) e 20uL de solucdo contendo o DNA de interesse. As células foram mantidas no
gelo por 30 minutos e em seguida, transferidas para temperatura ambiente por 10 minutos. Apds o
choque térmico, foi adicionado 1mL de meio LB e as células cresceram por 1 hora a 37°C, quando
foram coletadas e transferidas para placas de LB/agar, contendo o antibidtico especifico para
selecdo dos transformantes.

B. Transforma¢do com CaCl,. Seguindo protocolo de Sambrook e Russell (2001),
aliquotas de 50uL de BI21-Codon-Plus (DE3) RIL foram homogeneizadas com 1uL de DNA e
incubadas no gelo por 30 minutos ¢ em seguida, transferidas para 42°C por 2 minutos. ApoOs o
choque térmico, foi adicionado ImL de meio LB e as células cresceram por lhora a 37°C, quando
foram coletadas e transferidas diretamente para o volume de pré-indculo desejado, contendo o

antibiotico especifico para sele¢do dos transformantes.

2.3.3. Transformacdo de levedura

A. Transformag¢do com acetato de litio e DNA carreador: seguindo protocolo de Sherman
et al. (1986), as células foram incubadas em 10 mL de YNB-glicose, acrescido dos aminoacidos
necessarios, a 30°C sob agitagdo constante até atingirem ODgoo entre 0,8-1,0, quando foram
centrifugadas, lavadas com 2mL de agua e centrifugadas novamente. As células foram

ressuspendidas em 200 puL de TE contendo 0,1M de acetato de litio. Em seguida foram
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adicionados 5ug de DNA plasmidial, 200pg de Salmon Spermam DNA (Gibco) e 600uL de
solugdo de 40% PEG 4000, 0,1M LiOAc, 1X TE. A mistura foi incubada a 30°C por 30 minutos ¢
em seguida submetida a choque térmico de 42°C por 15 minutos, apos o qual, as células foram
plaqueadas em meio seletivo a incubadas a 30°C até o aparecimento de colonias, aproximadamente
48 horas.

B. Transformagdo com acetato de litio e DTT: como descrito por Chen et al. (1992), as
células foram incubadas em YPD a 30°C sob agitagdo constante até atingirem fase estacionaria
(OD600 > 1,0). 200 uL de células foram coletadas, lavadas com TE e ressuspendidas em solugao
de 40% PEG 4000, 0,2M LiOAc, 0,1M DTT. 2-5ug de DNA plasmidial foi adicionado. As
amostras formam incubadas a 42°C por 30 minutos e em seguida, plaqueadas em meio seletivo e

mantidas a 30°C até o aparecimento de coldnias.

2.4. Preparacao de plasmideos

2.4.1 A partir de E.coli: bactérias transformadas foram inoculadas em 2 mL de LB liquido e

incubadas a 37°C por 16 horas. 1,5 mL da cultura foi coletado e ressuspendido em 100 uL de GET
(25mM Tris/HCI pH 8, 50mM EDTA pH 8, 1% glicose). Seguido da adi¢ao de 200 pL de 1%
SDS, 0,2M NaOH. A mistura foi homogeneizada por inversao e incubada a temperatura ambiente
por 5 minutos, quando foram adicionados 150uL de acetato de amonio 7,5M, seguido de nova
incubagdo de 5 minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
transferido para novo tudo, acrescido de 500 pL de isopropanol e submetido novamente a
centrifugacdo. O material precipitado foi lavado com 750 pL etanol 70% e centrifugado. O etanol

foi removido. O DNA foi seco a 42°C e ressuspendido em TE pH 8,0.

2.4.2. A partir de levedura: Seguindo protocolo de Bartel e Fields (1995) foi inoculada col6nia

isolada da levedura de interesse em YNB-glicose, contendo os aminoacidos necessarios, que foi
mantida em cultura sob agitacdo constante a 30°C até atingir fase estacionaria. As células foram
transferidas para tubos de 1,5 mL, centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos e ressuspendidas em
200 pL de solugao A (0,1% SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris/HCI pH8, ImM EDTA). Foram
adicionados 0,2 g de pérolas de vidro e 200 puL de fenol-cloroférmio. As células foram lisadas em

vortex por 2 minutos, homogeneizadas a 200 pL de solucao A, e centrifugadas a 12.000 rpm por 5
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minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, ao qual foi adicionado 200 pL de fenol-
cloroformio e realizada nova extra¢do. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, acrescido
de NaCl para concentragdo final 200mM e 500 pL. de etanol absoluto. A mistura foi
homogeneizada e incubada a —20°C por 5 minutos. Nova centrifugacao foi efetuada, seguida de
lavagem com etanol 70%. O sobrenadante foi descartado e 0 DNA foi seco e ressuspendido em 10

uL de TE.

2.5. Anélise de restricdo

Os DNAs plasmidiais foram clivados com enzimas de restricdo especificas, seguindo
instrucdes dos fabricantes. Para analise das reacdes, os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando TAE 1X como tampao, sob voltagem constante (100

volts).

2.6. Purificacao de fragmentos de DNA de gel de agarose
Todos os fragmentos de DNAs utilizados nas reacdes de ligacdo foram purificados de gel
de agarose utilizando QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), seguindo instrugdes do fabricante.

Apbs a extragdo os produtos foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose.

2.7. Expressao e purificacdo de proteinas com His-tag

Bactérias competentes (Bl121-Codon-Plus (DE3) RIL) foram transformadas e testadas em
ensaios de expressdo das proteinas de fusdo, onde observamos melhor meio nutritivo, temperatura
Otima de expressao e solubilidade, densidade celular, tempo de inducdo, tipo e concentracdo do
indutor (IPTG ou lactose). Apos a determinagao das melhores condigdes de produgdo da proteina
de interesse, partimos para a produciao em grande escala.

As proteinas foram purificadas em colunas de afinidade Ni-NTA (Qiagen), utilizando
tampao 50mM de Tris/HCI em pH adequado a cada uma, 500mM de NaCl, SmM imidazol. A
eluicdo foi obtida com gradiente de concentracdo de imidazol. As condi¢des utilizadas para cada
proteina estdo descritas nos resultados.

Os resultados de purificagdo de proteinas foram analisados através de eletroforese em gel

de poliacrilamida (SDS-PAGE), seguindo protocolo de Sambrook e Russell (2001).
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2.8. Quantificacao de proteinas
As proteinas foram quantificadas pelo método de BCA (Sigma), utilizando &cido
bicincronico e sulfato de cobre II. As proteinas reduzem Cu (II) a Cu(I), e a quantificagdo ¢ feita

através da medida de absorbancia em 562nm. BSA (Amresco) foi utilizada como padrao.

2.9. Proteolise limitada

As proteinas purificada foram concentradas, utilizando filtros Amicon Ultra (Millipore), a
Img/mL e submetidas a protedlise com diferentes proteases em concentragdes variaveis.
Aliquotas foram coletadas apos 0, 5, 15, 30, 60, 120 minutos de incubagdo a temperatura ambiente.
As amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos, na presenca de tampao de amostra,

contendo [-mercaptoetanol, e separadas em gel de poliacrilamida.

2.10. Dicroismo circular
Dicroismo circular foi utilizado como ferramenta inicial de avaliacdo do enovelamento das
proteinas recombinantes. As proteinas purificadas foram dialisadas em tampdes especificos,
concentradas, utilizando filtros Amicon Ultra (Millipore), e avaliadas quanto a sua conformacao.
Os experimentos foram realizados no Laboratério Nascional de Luz Sincrotron (LNLS), e
as medidas foram obtidas em espectropolarimetro Jasco J-810, utilizando cubetas de quartzo de 0,1

cm.

2.11. Cristalizacéo
Os testes de cristalizagdo também foram realizados no LNLS, utilizando as proteinas
recombinantes, dialisadas e concentradas com filtros Amicon Ultra (Millipore), a pelo menos
10mg/mL. Os ensaios seguiram o método de difusdo de vapor com gota sentada a 20°C.
Inicialmente foram utilizados os kits Crystal Screen 1 e 2 (Hampton Research) e JBScreen 1 a 10

(Jena Bioscience), totalizando 408 condicdes.

2.12. Obtencao de anti-soro policlonal

Foram utilizados 10 camundongos Balb-c fémeas, adultos jovens, para obtengdo de anti-

soro. Cada animal recebeu 10ug de proteina purificada em cada inoculo, emulsificada em igual
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volume de adjuvante de Freud (Freuds’ adjuvant — Sigma), sendo que no primeiro inoculo, foi
utilizado adjuvante completo e nos demais, incompleto. As injecdes foram subcutineas e
realizadas em intervalos de 7 dias.

Um animal foi sacrificado anteriormente aos inoculos para testarmos o possivel
reconhecimento da proteina pelo soro pré-imune. Apds o terceiro inodculo foi coletado um pouco de
sangue para testar a resposta imune aos inoculos. Quando obtida resposta satisfatéria, os animais
foram sacrificados em, no maximo, 7 dias apds o quarto indculo. Apds a coleta do sangue, este foi
incubado a 37°C por 1 hora, para promover a coagulacdo. Em seguida foi incubado a 4°C por 12
horas. O soro foi isolado por centrifugagdo a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e dividido em pequenas aliquotas para armazenamento a —20°C. O titulo foi avaliado por

Western blot, utilizando a proteina purificada e extrato celular.

2.13. Western blot

As proteinas foram separadas por SDS-PAGE e em seguida transferidas para membrana de
PVDF (GE Healthcare). O bloqueio desta foi realizado com 5% de BSA em PBS por 18 horas a 4
°C, seguido de trés lavagens em PBS por 15 minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada
com anticorpo/anti-soro especifico, em 0,1% de BSA/ PBS por 2 horas a temperatura ambiente.
Apds nova lavagem, a membrada foi incubada com anticorpo secundario em 0,1% de BSA/PBS a

temperatura ambiente por 2 horas. Foi realizada nova lavagem e o filme foi revelado utilizando

ECL (GE Healthcare).

2.14. Duplo hibrido

O sistema do duplo hibrido permite identificar interagdes entre proteinas in vivo. O que
possibilita a identificacdo de interacdes entre duas proteinas conhecidas ou a busca por novas
interagdes em bibliotecas gendmicas ou de cDNA. Os plasmideos construidos para utilizacdo deste
sistema foram o pBTM-116 (Bartel et al., 1993), o pACT (Durfee ef al., 1993) e o pGAD (James
et al., 1996), sendo que o pPBTM-116 contém o dominio de ligacdo a DNA de lex4, enquanto que
pACT e pGAD contém o dominio de ativag¢do da transcricdo de GAL4. Todos os dominios estdo
sob o controle do promotor ADH1. Quando as proteinas fundidas a estes dominios interagem,
ocorre a ativagdo dos genes reporteres HIS3 e LacZ, permitindo a identificacdo e quantificagdo da

forca de interacdo entre elas. YLR022C foi fusionado ao dominio de ligacdo ao DNA de /lexA,



Materiais e métodos 25

(pBTM-YLRO022), ou ao dominio de ativacdo da transcrigdo de GAL4 (pGAD-YLRO022) e
transformado (Sherman, 1986) na cepa de levedura L40 com uma biblioteca de cDNA (ATCC
87002 — American type Culture Collection) e com plasmideos expressando outras proteinas
envolvidas em metabolismo de RNA, fusionadas ao dominio de ativagdo da transcricdo de GAL4.
As interagdes foram identificadas através da ativagdo dos genes reporteres HIS3 e B-galactosidase
(Bartel e Fields, 1995).

Para analise da ativacdo de HIS3, as células foram crescidas na auséncia de histidina,
enquanto que para a analise de transcrigdao de [-galactosidase, as células foram crescidas em 1 mL
de meio liquido (YNB-glicose-adenina-histidina) até atingirem ODgoo de 0,5. As células foram
coletas, ressuspendidas em 100 puL de dgua e 3 pL foram pingados em membrana de nitrocelulose
(GE Healthcare) sobre placa de meio minimo (YNB-glicose-adenina-histidina) e incubadas por 48
horas a 30°C. A membrana foi removida da placa e as células lisadas em nitrogénio liquido por 40
segundos. Em seguida, a membrana foi sobreposta a papel filtro embebido em solugdo de Tampao
Z (60mM Na,HPO4, 40mM NaH,PO4, 10mM KCI, ImM MgSO4, pH7) e X-gal (50ug/mL) e
incubada a 37°C por 1 hora.

A quantificagdo da atividade da [(-galactosidase foi obtida através do ensaio colorimétrico
que utiliza ONPG (O-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside) como substrato (Miller, 1972). 3 mL de
cultura foram crescidos a 30°C sob agitagdao constante até atingir ODggo entre 0,5 e 1,0. As células
foram coletadas, ressuspendidas em tampao Z, e lisadas na presenca de pérolas de vidro. O extrato
proteico foi quantificado, utilizando BCA (Sigma) e concentragdes iguais foram adicionadas a
4mg/mL de ONPG em tampdo fosfato 100mM. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas ¢ a

atividade de -galactosidase medida a 420nm.

2.15. Co-precipitacdo de proteinas e RNA

A cepa W303 foi transformada com Ycp33-ProtA ou Ycp33-ProtA-022 e as células foram
crescidas em 1L de YNB-galactose, contendo os aminodcidos necessarios, até ODgpo= 1. As
células foram coletadas e lisadas na presenca de pérolas de vidro e do tampao A (20mM tris/HCI
pH 8, 10 mM acetato de magnésio, 150 mM acetato de potassio, 0,2% triton X-100, ImM DTT,
ImM PMSF). O extrato total foi quantificado por BCA (Sigma) e igual quantidade foi incubado
com 200 pL de IgG-sefarose (GE Healthcare) por 2 horas. Apos a lavagem da resina com 80 mL
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do tampao A, uma fracdo da resina foi utilizada para analisar a precipitacdo de proteinas e o

restante foi submetido a extracdo de RNA.

2.16. Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido segundo Kohrer ¢ Domdey (1991), quantificado, desnaturado na
presenca de glioxal ou formamida e separado em gel de agarose (1,3%) ou poliacrilamida/ 8M
uréia (6%), respectivamente. Apods a eletroforese, o RNA foi transferido para membrana de nylon
(GE Healthcare) e hibridizado contra diferentes sondas (Gonzales et al., 2005). Os resultados

foram visualizados em Phosphorimager.

2.17. Ligacdo in vitro proteina-RNA

As proteinas foram expressas em E. coli e purificadas em colunas de afinidade,
concentradas e quantificadas por BCA (Sigma).

Regides especificas do rDNA foram amplificadas por PCR e clonadas em vetor pGEM-T,
que foi clivado e utilizado como molde na reacdo de transcri¢do. Para a reacdo, utilizando SP6
RNA polimerase e 50uCi de a-"*P-UTP, seguimos instrugdes do fabricante. O RNA transcrito foi
quantificado por absorbancia em espectrofotometro.

Para reacdo de ligacdo das proteinas ao RNA, foram utilizadas diferentes concentragdes de
proteina, 1pmol do RNA transcrito e a reagdo foi conduzida em tampao A (20mM Tris/HCI pH 8,
10 mM acetato de magnésio, 150 mM acetato de potassio, 0,2% triton X-100, ImM DTT, 1mM
PMSF) acrescido de RNasin, o volume final de reagdo foi de 20 uL. A reacdo foi incubada a 37°C
por 30 minutos. Em seguida, foi exposta ao UV por 15 minutos, no gelo. Apds o cross-link as
amostras foram tratadas com RNase-A por 30 minutos a 37°C. A reagdo foi finalizada através da
adi¢do de 5 uL de tampao de amostra contendo formamida. As amostras foram desnaturadas por 5
minutos a 95°C e separadas em gel 6% poliacrilamida/uréia. Os resultados foram visualizados em

Phosphorimager.

2.18. Ensaio de atividade de RNase in vitro
As proteinas foram expressas em FE. coli, purificadas em colunas de afinidade,

concentradas e quantificadas por BCA (Sigma).
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O ensaio de RNase foi conduzido segundo Mitchell et al., 1996. A Atividade de RNase
das proteinas foi analisada através de incubacdo com substratos de RNA, formados por
oligoribonucleotideo poli-rA(14 nucleotideos) marcado no 5’ com y-">P-ATP, ou por fragmentos
do pré-rRNA, transcritos in vitro como descrito para o ensaio de ligagdo a RNA. Concentragdes
crescentes das proteinas foram incubadas com os RNAs a 37°C por 30 minutos. As condi¢des
especificas de tampao para cada proteina estdo descritas nos resultados. Para parar a reagdo
adicionou-se tampao de amostra contendo formamida. As amostras foram desnaturadas por 5

minutos a 95°C e separadas em gel desnaturante de poliacrilamida 6%.

2.19. Reacdo de polimerizacdo
Para reagdo de polimerizagdo utilizamos o oligonucleotideo poli-rA (14 nt) marcado no

5’ com y-*P-ATP, seguindo protocolo descrito por Ramos et al, 2006.
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RESULTADOS

1. Estudo da estrutura de NOP17p

Nopl7p foi identificada em nosso laboratorio através do sistema do duplo hibrido,
utilizando como “isca” a subunidade do exossomo Rrp43p (Gonzales et al., 2005). Nopl7p ¢
codificada pelo gene NOP17, presente no cromossomo VIII de S. cerevisiae, que nao ¢ essencial
para a célula, mas ¢ evolutivamente conservado, uma vez que homologos existem em Drosophila
melanogaster € Homo sapiens. Predi¢des estruturais utilizando os bancos de dados disponiveis no
Expasy (http: //www. expasy.ch), sugerem que Nop17p pode apresentar aproximadamente 20% de
alfa hélice, 27% de folhas beta e um elevado contetido de “random coil” (53%). Além da interagdo
com Rrp43p, uma das subunidades do exossomo, Nop17p também interage com Nop53p, presente
no complexo 60S e com Nop58p, uma das subunidades de snoRNPs de boxC/D (Granato et al.,
2005; Gonzales et al., 2005). Essas interagdes com proteinas que participam em diferentes etapas
do processamento indicam que Nop17p poderia atuar como um cofator ou um possivel regulador
no processamento de RNA. Por isso, informagdes estruturais poderiam favorecer
significativamente o entendimento destas interagdes e seu papel funcional, que foi estudado
paralelamente no laboratorio (Gonzales et al., 2005).

Com o objetivo de caracterizar estruturalmente Nop17p, nos clonamos o gene NOP17 em um
vetor de expressdao de E. coli (pET-28a), em fusdo com His-tag. O clone foi verificado por
seqilienciamento e andlise de restri¢do. Apos a verificacdo da integridade do clone obtido, realizamos
testes de expressao de His-Nop17p.

His-Nop17p manteve nivel de expressao constante quando foi expressa em diferentes cepas
de BI21-DE3, ou meios de cultura (LB ou 2YT). Assim como o nivel parece ndo ser alterado apds
3 horas de adicdo do indutor (IPTG). Contudo, sua solubilidade foi significativamente afetada em
fungdo da temperatura de crescimento da cultura e concentragdo do indutor. Proteinas obtidas de
cultura a 37°C, em concentragdes de IPTG variando entre 0,5 ¢ 1mM, apresentaram-se totalmente
insoltiveis. Enquanto que a mudanga da temperatura de expressao para 30°C e adi¢do de indutor na
concentragdo final de 0,5 mM, resultaram em semelhante nivel de expressdo e a proteina foi obtida

de forma soluvel.
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As condigdes de expressdo de His-Nopl7p foram assim otimizadas a partir da cepa de E.
coli (BI21-Codon-Plus (DE3) RIL) transformada com o plasmideos pET-28-NOP17: crescimento
da cultura em meio 2YT a 37°C, até atingir ODgg entre 0,6 — 0,7 e indugdo a 30°C com adigdo de
0,5mM IPTG por 3 horas.

Apds a cultura, as células foram coletadas e submetidas a lise em “french-press”, na
presenca de 50 mM Tris/HCI pHS, 500mM NaCl, SmM imidazol, ImM PMSF. O extrato total foi
submetido a precipitagdo com sulfato de estreptomicina (na relagdo 10% peso/volume) por 2 horas
sob agitacdo a 4°C. Esta etapa teve como objetivo a remocdo de acidos nucléicos, do extrato
proteico. Em seguida, o extrato foi clarificado por centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 minutos e
incubado por 1 hora com ImL de Ni-NTA agarose (Qiagen), previamente equilibrada no tampao
de lise. As proteinas que ndo ligaram a coluna foram removidas por lavagem com 20 volumes de
coluna de tampao de lise e as proteinas ligadas foram eluidas através de gradiente crescente de
imidazol, de 20 a 500mM. O pico de eluicao foi entre 50 e 100mM de imidazol, mas His-Nop17p
foi eluida ao longo de todo o gradiente (Figura 4A). A fusdo foi confirmada por western blot,
utilizando anticorpo a-His e com o antisoro produzido a partir da proteina purificada (Figura 4C).

As fragdes foram homogeneizadas e submetidas a clivagem com trombina (GE Healthcare),
para a remog¢do do His-tag. A reagdo foi acompanhada por 1, 2, 3, 4 e 16 horas. Sendo que os
melhores resultados foram obtidos apds 16 horas (Figura 4B). Apos a clivagem, precisdvamos
reduzir a concentracdo de sal e imidazol para conduzir os ensaios estruturais seguintes. Com este
objetivo, a proteina foi dialisada contra SmM Tris/HCI pH8, 10mM NaCl, 5% glicerol. Para nossa
surpresa, a proteina foi clivada em dois peptideos menores, apesar de ndo apresentar sitios internos
de clivagem para trombina (Figura 4B), o que levantou a hipdtese da presenca de dois dominios
estruturais em Nopl7p. Por isso, PMSF foi adicionado em todas as demais purificagdes de His-
Nopl7p, apos a clivagem com trombina.

A andlise do enovelamento de Nopl7p foi realizada através de ensaios de dicroismo
circular (Figura 4D). Semelhante aos calculos obtidos nos programas de predicdo de estrutura
secundaria, o perfil de His-Nop17p corresponde a uma proteina com elevado conteudo de random
coil, aproximadamente 53% de seus aminoacidos, enquanto 30% correspondem a folhas B e 17% a
a-hélices. Ao mesmo tempo também avaliamos sua estabilidade térmica, seguindo seu perfil em

dicroismo circular diante do aumento da temperatura (Figura 4D).
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Os resultados revelaram que His-Nopl7p é uma proteina bastante estavel em temperaturas
elevadas, ja que a variagdo observada na estrutura entre 20 ¢ 90°C nao ¢ significativa. O que pode
ser atribuido a presenca de nove cisteinas entre seus aminoacidos, que possivelmente formam
pontes de dissulfeto e contribuem para a estabilidade térmica da proteina.

De posse de uma proteina com mais de 80% de pureza, enovelada e estavel a altas
temperaturas nos realizamos um “screening” de cristalizagdo. His-Nopl17p foi concentrada a
10mg/mL e avaliada quanto a sua capacidade de cristalizacdo, como descrito em materiais e
métodos. Apds 15 dias de incubacdo a 20°C, seis das condi¢des testadas revelaram a formagao de
agulhas finas. Estas condi¢des foram refinadas quanto a concentracdo de sal, pH e temperatura,
mas so foi possivel alterar o tamanho das agulhas. O melhor padrao foi obtido quando utilizamos
50% MPD, 0,1M Tris/HCI pH 8.5, 0,2M de fosfato de amodnio, como precipitante (Figura 4E).

Como a qualidade dos cristais poderia estar relacionada ao grau de pureza da proteina, nos
fizemos diversas tentativas de melhorar os resultados de purificagdo. Testamos diferentes
condi¢des em colunas de troca ionica, colunas de gel filtragdo, coluna de heparina e precipitagdo
com sulfato de amdnio, mas infelizmente os resultados obtidos ndo foram satisfatorios e sugeriam
elevada instabilidade de Nop17p no processo de purificagdo, como identificado na proteodlise com
trombina. Por isso nés decidimos explorar a possibilidade da presenga de dominios em Nopl7p
através de proteolise limitada e da construgdo de clones parciais.

Os ensaios de proteolise limitada foram conduzidos como descrito em materiais € métodos,
as proteases utilizadas foram tripsina, termolisina, subtilisina, quimiotripsina e papaina (Figura 5).
Os ensaios de proteolise revelaram elevada suscetibilidade de Nopl17p a qualquer das proteases
testadas e todas resultaram em um (Figura 5C e D) ou dois peptideos (Figura SE) com peso
molecular entre 10 e 20kDa, sugerindo a presenca de pelo menos um dominio mais estavel em
Nop17p. Com a disponibilidade dos clones correspondendo as por¢des N e C-terminal de Nop17p
(Figura 6A), nés decidimos estudar essas por¢cdes de Nopl7p isoladamente. Os ensaios de
expressao seguiram procedimentos idénticos aos utilizados para His-Nop17p. Contudo apenas a

por¢ao C-terminal pdde ser obtida de forma soluvel e purificada em coluna de niquel (Figura 6C).
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Os ensaios de dicroismo circular revelaram que C-Nopl7p apresentava-se totalmente como
random coil, desencorajando nossas tentativas de descrever a estrutura total ou parcial de Nop17p.
Sendo assim, nds produzimos anticorpo policlonal a-Nopl7 em camundongos (Figura 4C), que ¢
eficiente no reconhecimento tanto da proteina recombinante de E. coli como da proteina presente
no extrato total de levedura, e passamos a colaborar com os ensaios funcionais que foram

desenvolvidos no laboratorio e resultaram nos dados publicados em Gonzales et al., 2005.

2. Exossomo de S. cerevisiae

O exossomo ¢ um complexo formado por 10 proteinas essenciais que degradam RNAs
3’—>5’, tanto no nucleo quanto no citoplasma. No nicleo o complexo ¢ acrescido da subunidade
Rrp6p. Seis das proteinas que constituem o complexo tém homologia com RNase PH (Rrp4lp,
Rrp45p, Mtr3p, Rrp42p, Rrp43p e Rrp46p) e trés possuem dominios de ligagdo a RNA (Rrp4p,
Rrp40p e Csl4p). Quatro das proteinas do exossomo de levedura tiveram sua atividade descrita in
vitro, Rrp4p, Rrp4lp, Rrp44p (Mitchell et al., 1997) e Rrp6p (BurKard e Butler, 2000). Mas
apesar dos inimeros esfor¢os em entender os mecanismos pelos quais todas estas proteinas estdo
reunidas em um unico complexo e sdo capazes de distinguir diferentes substratos, rRNA, snRNAs
e mRNAs, pouco ainda se sabe sobre este complexo multifuncional. As interagdes proteina-
proteina foram estudadas por duplo hibrido e revelaram as interagdes entre as subunidades Rrp43p-
Rrp46p (Oliveira et al., 2002), Rrp42p-Mtr3p, Rrp41p-Rrp45p (Ito et al., 2001), proteinas que
formam o “core” do exossomo, além das intera¢des da proteina Rrp4p com Mtr3p, Rrp6p, Rrp44p
e Rrp41p, entre outras (Tavares, tese de mestrado, 2004; manuscrito em preparagao).

Recentemente, as estruturas do exossomo de Sulfolobus solfataricus (Lorentzen e Conti,
2005), Archaeoglobus fulgidus (Biittner et al., 2005) e Pyrococcus (Ramos et al., 2006) foram
descritas, revelando que o “core” do exossomo tem uma arquitetura molecular similar aquela da
polinucleotideo fosforilase bacteriana, um complexo de exoribonucleases 3’5’ fosforoliticas,
organizado em forma de anel. Em archaea o exossomo consiste de duas proteinas com dominios de
RNases PH, aRrp41p e aRrp42p, que formam heterodimeros. Trés desses heterodimeros formam
um anel. Em eucariotos, este anel ¢ formado por seis diferentes subunidades com dominios de

RNase PH. Sendo que, tanto em archaea quanto em eucariotos o anel de RNase PH est4 associado
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a proteinas com dominios de ligagdo a RNA. Lorentzen e Conti (2005), descreveram que em S.
solfataricus a atividade de degradacao do RNA esté restrita a subunidade aRrp41p, mas a catélise
s6 ¢ obtida com a associacdo de aRrp42p. Além disso, a atividade de RNase ¢ processiva e
dependente de fosfato, resultando na liberagdo de mononucleotideos difosfato. Trés das proteinas
de levedura (Rrp41p, Mtr3p, e Rrp46p), t€m maior similaridade com aRrp41p enquanto Rrp45p,
Rrp42p e Rrp43p, apresentam maior similaridade com aRrp42, o que pode sugerir que também em
levedura o anel de RNases PH do exossomo possa ser formado por trés heterodimeros (Lorentzen
et al., 2005). Para investigar essa hipotese nés decidimos realizar experimentos in vitro, com as

proteinas que compdem o anel do exossomo de S. cerevisiae.

2.1 Purificacdo das proteinas componentes do anel do exossomo de S. cerevisiae

Nos clonamos as seis subunidades que compdem o anel do exossomo de S. cerevisiae,
Rrp41p, Rrp45p, Rrp42p, Mtr3p, Rrp43p e Rrp46p em vetores de expressao de E. coli, sendo que
Rrp41p, Mtr3p e Rrp46p foram fusionadas a GST, em vetores pGEX-4T, enquanto Rrp45p,
Rrp42p e Rrp43p foram fusionadas ao His-tag, em vetores pET. Os dimeros Rrp41p-Rrp45p e
Rrp42p-Mtr3p foram co-expressos em Bl21-Codon-Plus (DE3) RIL seguindo protocolo de
Lorentzen et al., 2005. Contudo, Rrp43p e Rrp46p s6 puderam ser obtidas quando expressas em
células isoladas. Por isso, BI21-Codon-Plus (DE3) RIL foi transformada com cada um dos
plasmideos e a cultura cresceu a 37°C até atingir ODgq entre 0,6 — 0,8, quando o indutor (IPTG na
concentragdo final de 0,5mM) foi adicionado e a indugdo realizada por 3 horas a 37°C. Apds a
cultura, as células foram coletadas e ressuspendidas no mesmo tampao para lise (50mM Tris/HCI
pH 7, 150mM NaCl, 5mM imidazol, ImM PMSF). As células foram rompidas em sonicador, o
extrato clarificado por centrifugagdo e incubado por 1 hora com 500 pL de resina, Ni-NTA agarose
(Qiagen). Apds a lavagem para remocdo das proteinas ndo ligadas, as proteinas foram eluidas

através de gradiente de imidazol (Figura 7A, B e C).
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Os dimeros que compdem o anel do exossomo foram eficientemente co-purificados. As
fusdes foram verificadas por Western blot utilizando anticorpo a-GST (Sigma) ou a-His (GE
Healthcare) (Figura 7 D e E), confirmando que as proteinas isoladas correspondem as proteinas de
interesse. A presenca significativa de contaminantes na purificagdo de Rrp43-Rrp46 nio afetaram a
atividade do dimero, como discutiremos adiante, apenas alteraram a quantificacdo das proteinas. A
presenca destes contaminantes foi atribuida ao baixo nivel de expressdao das proteinas e a
insolubilidade parcial de His-Rrp43p.

His-Rrp42p, His-Rrp43p e GST-Rrp46p também foram purificadas isoladamente. His-
Rrp45p ndo foi expressa isoladamente, em nenhuma das condi¢des testadas. Apesar de seguirmos
o protocolo previamente estabelecido por Mitchell et al. (1997) para purificagdo de GST-Rrp41p,
esta também ndo pdde ser satisfatoriamente purificada, quando isolada, e GST-Mtr3p ndo ¢ estavel
apoOs a purificacdo, indicando a possivel relagdo entre a formac¢do do dimero e a estabilidade

estrutural e funcional dessas proteinas.

2.2 Analise da atividade das proteinas do exossomo de S.cerevisiae

Para avaliar a atividade de RNases das subunidades do exossomo de levedura, as proteinas
purificadas foram concentradas ¢ quantificadas por BCA. Os ensaios de atividade de exonuclease
foram realizados segundo Mitchell ef al. (1996). 0,1 pmol de um oligonucleotideo poli-rA(14
nucleotideos) marcado radioativamente foi incubado a 37°C por 30 minutos com quantidades
crescentes de proteina: 2, 10 e 20 pmol, na presenga ou auséncia de fosfato (Figura 8).

As proteinas isoladas ndo apresentaram atividade de RNase (Figura 8A). A atividade
residual observada em GST-Rrp46p ¢ semelhante a observada no controle GST, sugerindo que seja
resultante de algum contaminante especifico da coluna de Glutationa-sefarose, o que ja foi
observado por Mitchell et al. (1996).

Quando utilizamos os dimeros sob condigdes idénticas, o substrato foi eficientemente
degradado. Resultando em um residuo de 4 ou 5 nucleotideos e a atividade foi dependente da
concentragdo de proteina (Figura 8B). Curiosamente a atividade nao foi estimulada na presenca de
fosfato, como era esperado para proteinas com homologia a RNase PH. Mitchell et al. (1996)

também observou atividade de Rrp4lp na auséncia de fosfato. O complexo do
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exossomo purificado por Tap-tag também parece apresentar uma atividade hidrolitica
predominante (LaCava et al., 2005).

A reconstitui¢ao do anel de RNases PH do exossomo e sua utilizagdo na reagdo (Anel -
Figura 8B), resultou em atividade semelhante a observada com os heterodimeros, provavelmente
porque um excesso de proteina tenha sido utilizado nas reacdes em relag@o ao substrato.

His-Rrp42p e o heterodimero His-Rrp42p-GST-Mtr3p também tiveram suas atividades
testadas em substratos especificos, regides do pré-rRNA 35S, transcritos in vitro na presenca de
50pCi de o-**P-UTP. 1pmol RNA transcrito foi utilizado em cada reagdo. As proteinas foram
utilizadas em concentragdes crescentes de 2, 5, 10 e 20 pmol, na presencga ou auséncia de fosfato,
como descrito acima (Figura 9).

Semelhante ao observado para His-Rrp43p e GST-Rrp46p, His-Rrp42p ndo apresenta
atividade quanto testada isoladamente com nenhum dos substratos, mas o dimero His-Rrp42p-
GST-Mtr3p degrada eficientemente ambos substratos. Contudo, apenas alguns nucleotideos sdo
removidos, 0 que estd de acordo com o observado anteriormente por Allmang et al. (1999) em
ensaios in vivo com o exossomo de levedura e recentemente por Lorentzen ¢ Conti (2005) com o
exossomo de archaea. Como demonstrado nesses trabalhos, a presenca de estrutura secundaria no
RNA, impede que este seja totalmente degradado pelo exossomo, e hd necessidade de 5
nucleotideos lineares para atingir o sitio ativo do exossomo (Allmang et al., 1999; Lorentzen e
Conti, 2005).

Assim, podemos concluir que as proteinas Rrp42p, Rrp43p e Rrp46p ndo apresentam
atividade de exonuclease isoladamente. A atividade destas proteinas ¢ dependente da formacao do
heterodimero, semelhante ao que foi descrito para o exossomo de Sulfolobus solfataricus
(Lorentzen e Conti, 2005), Archaeoglobus fulgidus (Biittner et al., 2005) e Pyrococcus (Ramos et
al., 2006). Nestes trabalhos também foi demonstrado que a estrutura das proteinas restringe o
acesso do substrato ao sitio ativo, o que parece ocorrer de forma semelhante para as proteinas de
levedura, pois o substrato de fita simples, de 14 nucleotideos, ¢ degradado liberando um fragmento

de 5 nucleotideos.
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3. Exossomo de Pyrococcus

Resultados recentes revelaram a organizacdo estrutural do exossomo de Pyrococcus
(Ramos et al., 2006). Esse ¢ formado por um anel hexamérico de subunidades com dominios de
RNases PH, que interage com a proteina aRrp4p, a qual possui dois dominios de ligacdo a RNA.
Analises funcionais descreveram que o anel de RNases liga RNA, apresenta atividade fosforolitica
e de polimerizagdo. Contudo ainda ndo estd claro como ocorre a regulagdo da atividade destas
proteinas, pois em A. fulgidus foi descrita a presenca de duas formas do a-exossomo, uma
associada a aRrp4p (aRrp4-exossomo) e outra associada a aCsl4 (aCsl4-exossomo), que diferem
quanto a atividade total (Biittner et al., 2005), sugerindo algum mecanismo de regulagdo proteina-
especifico. Mas ainda ndo se sabe se esta regulacdo se dé através do reconhecimento de substratos
especificos ou se necessita da participacdo de outros cofatores proteicos.

Informacgdes disponiveis no banco de dados de Pyrococcus abyssi sugerem que outras
proteinas (Pab418p e Pab1135p) também podem fazer parte do a-exossomo ou interagir com este.
Além disso, ja foi identificada em P. abyssi aNip7p (Coltri et al., 2004), ortdéloga da proteina
Nip7p de levedura, que interage com Rrp43p e estd envolvida em processamento de rRNA
(Zanchin et al., 1997).

Para avaliar se essas proteinas associam-se ao exossomo de archaea, nos clonamos os
genes: PAB418 e PABI1135 em fusdao com His-tag em vetor pET-28a e utilizamos os clones de
aCsl4p (Ramos, C. R.) e aNIP7p (Coltri et al., 2005), gentilmente cedido pelo Dr. Nilson I. T.
Zanchin, para ensaios de co-purificagcdo e atividade. As proteinas Pab418p e Pab1135p também

foram utilizadas em ensaios estruturais.

3.1 Purificacdo de Pab418p

PAB418 esta localizado no operon do exossomo em P. abyssi, upstream dos genes aRRP4,
aRRP41 e aRRP42, o que indica que haja uma correlacdo funcional entre estas proteinas. Além
disso, PAB418 ¢ altamente conservado, pois ortdélogos foram identificados desde archaea a
vertebrados e plantas. O ortélogo em S. cerevisiae, YLRO22C esta relacionado ao metabolismo de

rRNA (Boocock et al. 2002), em especial no processo de degradacio do 5’ETS e no
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processamento do rRNA 5.8S (Peng et al., 2003), etapas do processamento nas quais 0 €xossomo
participa diretamente. Esses dados ressaltam a possibilidade do envolvimento de Pab418p na
atividade do exossomo de Pyrococcus, o que nos levou a iniciar estudos estruturais e funcionais de
Pab418p.

O clone obtido de PAB418 foi submetido aos ensaios de expressdo, como descrito para
Nopl7p. His-Pab418p ¢ eficientemente expressa em forma soluvel na cepa Bl21-Codon-Plus
(DE3) RIL, em meio 2YT, depois de 3 horas de indu¢ao com 0,5mM de IPTG a 37°C.

As células coletadas a partir de trés litros de cultura foram lisadas em “french-press” na
presenga de S0mM Tris/HCI pH 7, 500mM NaCl, 5mM imidazol, ImM PMSF. O extrato total foi
submetido a precipitacdo com sulfato de estreptomicina (na relacdo 2% peso/volume) por 1 hora,
sob agitacdo a 4°C. Apos clarificacdo do extrato por centrifugagdo a 10.000 rpm por 30 minutos,
este foi incubado a 80°C por 30 minutos, para desnaturar as proteinas de E. coli. O extrato foi
centrifugado novamente e em seguida aplicado a coluna de niquel (500uL Ni-NAT agarose), como
descrito para Nop17p.

His-Pab418p apresenta pico de elui¢do em 100mM de imidazol (Figura 10A). A remogao
do His-tag e protedlise com tripsina também foram conduzidas como descrito para Nopl7p. A
remocao do His-tag foi eficiente ja apos 16 horas de incubagdo. A proteodlise com tripsina revelou
elevada estabilidade da proteina, sendo que a clivagem parece ocorrer em um unico sitio € o
resultado ndo ¢ alterado apods 2 horas de reagdo (Figura 10B). Acreditamos que a clivagem esteja
ocorrendo entre os aminoacidos 7 e 14 em Pab418p, o que significa uma diferenca de
aproximadamente 2kDa em relacdo a proteina com His-tag e corresponde a diferenca observada
em SDS-PAGE. Apos a protedlise com tripsina Pab418p foi submetida a didlise em diferentes
tampdes para estabelecermos as melhores condigdes de manutenc¢ao de sua estabilidade. Pab418p ¢
estavel em 10mM acetato de sddio pHS5. Nesta condi¢do a proteina foi concentrada, quantificada e
submetida aos ensaios de dicroismo circular e cristalizagao.

O perfil observado por dicroismo circular descreve uma proteina com elevado conteudo de
a- hélices e folhas B (Figura 10C), pois tanto os picos negativos em 207 e 222nm, caracteristicos
de a- hélice, quanto o pico positivo em 190nm, estdo presentes. Estes dados estdo de acordo com

os dados estruturais publicados para o ortdlogo de Pab418p em A. Fulgidus, (Shammas et al.,

2005).
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Para os ensaios de cristalizagdo Pab418p foi concentrada a 15mg/ml e submetida ao
“screening” de cristalizacao utilizando os kits Crystal Screen 1 e 2 (Hampton Research) a 20°C.
Apo6s 30 minutos foram obtidos mini-cristais em 0,4M de fosfato de amonio. Esta condicdao foi
refinada e obtivemos cristais maiores apdés 48 horas (Figura 10D), mantendo a mesma
concentragdo de proteina, porém reduzindo a concentragdo de precipitante para 0,2M de fosfato de
amonio. Estes cristais sdo estaveis e resistentes aos crioprotetores: glicerol, etilenoglicol e PEG
400. Mesmo apods vérias tentativas de refinamento das condi¢cdes de cristalizagdo, os cristais
obtidos ndo t€m indice de difragdo suficiente para determinagao da estrutura de Pab418p. Por isso,
resolvemos concentrar nossos esforcos em obter informagdes funcionais e dar continuidade nos
estudos estruturais em colaboragdo com os grupos de pesquisa dos Drs. Nilson I. T. Zanchin e

Beatriz Guimaraes, no LNLS, Campinas.

3.2 Purificacdo de Pab1135p

Pab1135p ¢ codificada por um gene bastante conservado em archaea e andlises de
seqiiéncia revelam sua homologia com DUF54, uma proteina de Thermococcus kodakarensi, que
foi anotada como uma possivel subunidade do exossomo (FuKui et al., 2005). Entretanto,
PAB1135 nao apresenta homologia com genes de eucariotos. Devido a sua possivel correlagao
com o exossomo de archaea, decidimos iniciar estudos estruturais e funcionais de Pab1135p.

Todos os procedimentos de expressdo e purificacdo foram idénticos aos descritos para
Pab418p, com excecdo do pH do tampao utilizado (pH 8). O pico de eluicdo de His-Pab1135p
ocorre entre 100 e 200mM imidazol (Figura 11). O His-tag ¢ removido eficientemente apds 16
horas de incubagdo com trombina, assim como Pabl1135p apresenta perfil semelhante ao de
Pab418p na protedlise com tripsina. Contudo, neste caso a clivagem parece ocorrer entre 0s
aminoacidos -3 (aminoacido -3 em relacdo a metionina inicial de Pabl13p, codificado pelo
“polylinker” do vetor de expressdo) e 4 em Pabl135p, o que resulta em uma diferenca de
aproximadamente 2kDa com a proteina contendo o His-tag.

Apesar das similaridades no processo de purificacdo entre Pab418p e Pab1135p, Pab1135p
somente ¢ estavel em concentragdes menores que 4mg/mL e em solugdo com elevada concentragdo

de sal > 300mM, dificultando nossas tentativas de tentar cristalizar esta proteina.
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3.3 Purificacdo de a-exossomo, aCsl4p e aNip7p

A purificacdo do trimero que compde o aRrp4-exossomo (aRrp4p - aRrp41p - aRrp42p) foi
realizada seguindo protocolo estabelecido por Ramos et al. (2006). Embora nao tenha sido possivel
detectar a expressao de aCsl4p sob as condigdes estabelecidas para o aRrp4-exossomo, aCsl4p foi
eficientemente co-expressa com a proteina aRrp42p. Desta forma, as duas proteinas apresentaram
elevado nivel de expressdo e co-purificaram em coluna de niquel. Para purificagdo de aNip7p

seguimos protocolos estabelecidos por Coltri et al. (2004).

3.4 Analise da atividade dos possiveis cofatores Pab418p, Pab1135p. aCsl4p e aNip7p junto ao a-

€X0SSo0mo

Os ensaios de atividade de RNase, ligacdo a RNA ¢ polimerizacao foram realizados como
descrito em Ramos et al. (2006), utilizando como substrato o oligo poli-rA(14nt) marcado
radioativamente.

Para o ensaio de atividade com aRrp4-exossomo, 0,5, 1 ¢ 10 pmol de proteina foi incubado
com substrato por 15 minutos a 60°C. As amostras foram desnaturadas e separadas em gel de
poliacrilamida 8% desnaturante.

Pab418p, Pab1135p e aNip7p ndo possuem atividade de RNase (Figura 12A), como era
esperado, pois nenhuma delas apresenta dominio de RNase PH, ou homologia com RNases ja
descritas. A adicdo de Pab418p e Pab1135p ao aRrp4-exossomo parece afetar discretamente sua
atividade. Por outro lado, aNip7p parece inibir a atividade do aRrp4-exossomo (Figura 12B).

Ensaio semelhante foi realizado para aCsl4-exossomo (Figura 12C). Neste caso o substrato
foi rapidamente degradado, mesmo na presen¢a de baixas concentragdes de proteina, por isso
reduzimos o tempo de reacdo para cinco minutos. Lorentzen ¢ Conti (2005) também observaram
maior atividade do aCsl4-exossomo de S. solfataricus em relagdo a aRrp4-exossomo. Esses
resultados reforcam a hipotese de que a associagdo das diferentes proteinas ao exossomo tem
funcdo reguladora. Fica claro neste ensaio, que aCsl4p ndo apresenta atividade de RNase

isoladamente, ¢ quando associada ao anel de RNases PH (aCsl4-exossomo) ndo altera a atividade
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do mesmo. Ja a associagdo das outras proteinas, Pab418p, Pabl135p e aNip7p, ao aCsl4-
exossomo, faz com que sua atividade seja levemente inibida (Figura 12C).

J& que a atividade de RNase do exossomo foi afetada na presenca das proteinas adicionais,
nods resolvemos avaliar a ligagdo destas proteinas ao RNA, assim como, sua influéncia junto ao a-
exossomo. Os ensaios foram conduzidos como descrito em Ramos ef al. (2006). Utilizamos 1, 10 e
20pmol de proteina, incubados a 37°C por 30 minutos, com oligo poli-rA(14nt) marcado
radioativamente. Nestes ensaios podemos ver que Pab418p e aNip7p ligam RNA (Figura 13).

O ortdlogo de Pab418p em A. Fulgidus, AfSBDS (Shammas et al., 2005), tem um dominio
estrutural de ligagdo a RNA (RRM-RNA recognition motif) em sua por¢ao C-terminal. A ligagdo
de Pab418p a RNA que observamos deve ocorrer através do dominio C-terminal de Pab418p.
aNip7p apresenta o dominio PUA, que também estd associado a ligacdo a RNA (Aravind e
Koonin, 1999), contudo, nas condi¢des usadas a ligacio a RNA da proteina isolada ¢ pouco
acentuada (Figura 13).

Quando associadas ao aRrp4-exossomo, Pab418p ¢ Pab1135p ndo afetaram a ligagdo do
complexo a RNA. Contudo, quando aNip7p foi adicionada a reagdo, bandas menores foram
detectadas, provavelmente correspondentes a complexos menores que aRrp4-exossomo ligados ao
RNA (Figura 13).

aCsldp, co-purificada com aRrp42p, ndao ligou RNA, mas quando o exossomo ¢
reconstituido através da adicdo de aRrp41p, o complexo liga RNA, porém menos eficientemente
que aRrp4-exossomo (Figura 14). Biittner et al. (2005) descreveram a estrutura de aCsl4p a
aRrp4p, as quais estdo organizadas em trés dominios. Um dominio N-terminal, seguido de um
dominio central semelhante a proteina ribossomal S1 ¢ um dominio C-terminal “Zinc-ribbon”, em
aCsl4p e KH em aRrp4p. Os dominios N-terminal ¢ SI1 formam a interface de interacdo dessas
proteinas ao anel de RNases PH. Ao mesmo tempo em que, o dominio S1 possivelmente regula o
acesso do substrato ao sitio ativo das RNases PH, enquanto, os dominios “Zinc-ribbon” e KH, que
estdo na superficie das proteinas, podem estar envolvidos no reconhecimento de substratos
especificos ou cofatores. As evidéncias estruturais suportam a ligacao de aCsl4p a RNA e a sua co-
purificagdo com aRrp42p possibilitou a formacdo do aCsl4-exossomo, apds a adigdo de aRrp41p.
O fato de aCsl4-exossomo ndo ter ligado RNA eficientemente levanta a hipdtese da existéncia de

um substrato especifico para esse complexo. Novos experimentos serdo conduzidos para testarmos
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esta hipotese. Novamente, a adi¢do de Pab418p e Pab1135p ndo afetaram a ligagdo observada para
o complexo, mas a presenga de aNip7p resulta no aparecimento de complexos menores, mesmo
quando adicionada apenas ao anel de RNases PH (Figura 14), o que sugere fortemente que aNip7p
interaja com alguma das subunidades desse anel, aRrp41p ou aRrp42p, e possivelmente afeta a
formacgao do exossomo.

Depois de avaliar a atividade de RNase e ligacdo a RNA, nos verificamos a atividade de
polimerizacdo dos complexos. Os ensaios foram conduzidos como descrito em Ramos et al.
(2006), utilizando 5 e 20pmol de proteina incubadas por 30 minutos a 37°C com oligo poli-
rA(14nt) marcado radioativamente.

Como descrito anteriormente, a atividade de polimerizacao ¢ detectada tanto para o anel de
RNases PH como para o a-exossomo (Figura 15). O produto da rea¢do com aRrp4-exossomo ¢
maior que o obtido para o anel de RNases PH, pois fica retido no inicio do gel. aCsl4-exossomo
apresenta pouca diferenca na taxa de polimerizacdo em relagdo aquela observada para o anel de
RNases PH. A adi¢dao de Pab418p e Pab1135p estimulam a polimerizagdo tanto pelo complexo
aRrp4-exossomo quanto pelo aCsl4-Exossomo, enquanto que a adicdo de aNip7p inibe
significativamente esta atividade, principalmente a do aRrp4-exossomo.

Os resultados obtidos até aqui sdo muito interessantes e sugerem que além das proteinas
que compdem o "core” do exossomo, as quais sdo as principais responsaveis pela sua atividade,
outras proteinas afetam a atividade total do complexo. Além disso, os dois complexos que foram
descritos para o exossomo de Sulfolobus, aRrp4-exossomo e aCsl4-exossomo, também estdo
presentes em Pyrococcus e apresentam significativas diferencas em todas as atividades testadas. O
resultados da adicao de Pab418p e Pab1135p sdo bastante discretos na atividade de RNase, talvez
porque sua interacdo com 0 a-ex0ssomo nao seja muito estavel nessas condi¢des. Mas o aumento
na taxa de polimerizagdo na presenca destas proteinas ¢ evidente. Em oposicdo a estes dados,
aNip7p tem efeito negativo em todas as atividades dos complexos. No ensaio de ligagdo a RNA, o
complexo formado é menor que aquele correspondendo ao a-exossomo-RNA, indicando
fortemente que aNip7p afeta a formacao do a-exossomo, e conseqiientemente, sua atividade.

Para caracterizar a interagdo entre Pab418p, Pab1135p, aNip7p e o a-exossomo, bem como
para avaliar se o complexo aCsl4-exossomo foi efetivamente formado, nds realizamos ensaios de

gel filtracdo. Para esta analise nds utilizamos a coluna Superose 6HR 10/30 (GE Healthcare) pré-
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equilibrada com 10mM Tris/HCI pH 8, 150mM NaCl, 0,5mM EDTA. As proteinas foram eluidas
em fluxo constante de 0,2mL/minuto. A massa molecular de cada proteina ou complexo foi
estimada com base na massa molecular dos padrdes: Catalase, 232 kDa; BSA, 67kDa;
Ovoalbumina, 43kDa; Quimotripsinogénio, 25kDa e Ribonuclease A, 31,7kDa.

Inicialmente, nos verificamos o volume em que cada proteina ou complexo foi eluido
(Figura 16). O anel de RNases PH e o aRrp4-exossomo eluiram em 15,3 ¢ 14,5mL, como
previamente observado por Ramos et al. (2006). Pab418p, Pab1135p e aNip7p eluem proximo ao
volume de elui¢do de Quimotripsinogénio, 18,5mL. Como a massa calculada para cada uma destas
proteinas ¢ 29kDa, 20kDa e 19kDa, respectivamente, concluimos que nas condigdes testadas estas
proteinas sao monoméricas.

Em seguida as proteinas foram adicionadas ao anel de RNases PH ou ao aRrp4-exossomo.
aRrp42p-aCsldp, co-purificadas a partir de E. coli, foram eluidas em dois picos na gel filtragcdo, um
em aproximadamente 17,8mL e outro em 19,5mL, correspondendo provavelmente as proteinas
complexadas e as duas livres, respectivamente (Figuras 17 A). A adicdo de aRrp41p ao complexo
aRrp42p-aCsldp resultou na eluigdo dessas trés proteinas em um volume de aproximadamente
15,7mL, provavelmente correspondendo a reconstitui¢do de aCsl4-exossomo (Figura 17A).

aNip7p ¢ eluida da gel-filtragdo com um volume de 18,5mL e aRrp4-exossomo com
14,5mL (Figura 16). Quando misturados, um novo complexo ¢ formado, eluindo com um volume
de 16,8mL e significativo aumento da absor¢ao a 280nm, e que, quando analisado por SDS-PAGE
contém aNip7p, aRrp41p e aRrp42p (Figura 17B). Embora a banda de aRrp4p ndo seja visivel,
ainda ndo podemos excluir que esta também esteja presente, e que a adicdo de aNip7p leve a
alteracdo da conformacdo do a-exossomo, sem interferir na interagdo entre suas subunidades.
Entretanto, os dados de gel-filtragdo somados aos de ligagdo a RNA indicam que aNip7p interfere
na montagem do a-exossomo, refletindo em uma menor atividade de RNase do complexo.

A adi¢do de Pab418p e Pab1135p ao aRrp4-exossomo ndo altera o perfil de elui¢do do
complexo. Vemos picos correspondentes ao aRrp4-exossomo, que ndo contém Pab418p ou
Pab1135p, e outro correspondente ao perfil de eluicdo das proteinas isoladas, onde também estao
presentes as proteinas do exossomo (Figura 18). Acreditamos que as proteinas do a-exossomo que
estdo presentes nesta fragdo de eluicdo, entre 18 e 19mL sdo proteinas que se dissociaram do

complexo, em fungdo dos processos de manipulagdo. Estes dados complementam os resultados de
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testes de atividade e nos levam a conclusdo de que Pab418p e Pabl135p ndo se associam
estavelmente ao a-exossomo, correspondendo ao seu pequeno efeito na atividade do a-exossomo.
J&4 os dados obtidos com aNip7p, além de reveladores, podem esclarecer a fungdo desta
proteina junto ao exossomo de eucariotos, uma vez que revelam que sua estavel associagdo com o
complexo ¢ evolutivamente conservada, assim como demonstram que sua ligacdo ao complexo
culmina na dissociagdo parcial do a-exossomo e conseqiiente reducdo de sua atividade. Maiores

informacgdes, entretanto, sdo necessarias para confirmar esta hipotese.

4. Estudo estrutural e funcional de YIr022p

YLR022C ¢ um gene essencial de Saccharomyces cerevisiae, cuja proteina estd distribuida
no nucleo e citoplasma (Hazbun ef al., 2003). Experimentos de “microarray ” relacionam Y1r022p
ao metabolismo de rRNA (Boocock et al. 2002), em especial no processo de degradagao do 5’ETS
e no processamento do 5.8S (Peng et al., 2003). Savchenko e colaboradores (2005) citam sua
interagdo com proteinas ribossomais e diferentes fatores relacionados ao processamento de rRNAs.
YLR022C ¢ o ortdlogo em S. cerevisiae de PAB418, que esta localizado no operon do a-exossomo
de P. abyssi, e como apresentamos, liga RNA e parece afetar a fungdo do a-exossomo, mas sem
ligacdo estdvel ao complexo. Diante destas evidéncias nds decidimos explorar a homologia entre
Y1r022p e Pab418p através de estudos estruturais e verificar a relagdo de YIr022p com o

metabolismo de RNA.

4.1 Purificacdo de Y1r022p

Para os estudos estruturais, noés clonamos YLR022C no vetor de expressao de E. coli pET-
28a. Os testes de expressao foram realizados como descrito para Nopl7p, sendo que a proteina so
foi obtida na forma soluvel quando as bactérias transformadas foram crescidas em 2YT a 30°C e a
expressao da proteina induzida pela adigdo de 10mM de lactose, que foi adicionado em seguida a
diluicao do pré-inoculo. A cultura (1 litro) foi mantida a 30°C por 16 horas. As células foram
coletadas e lisadas em “french-press” na presenca de S0mM Tris/HCI pH 7, 500mM NaCl, SmM
imidazol, ImM PMSEF. O extrato total foi submetido a precipitagdo com sulfato de estreptomicina

(na relacdo 2% peso/volume) por 1 hora, sob agitagdo a 4°C. O extrato foi centrifugado a
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10.000rpm por 30 minutos ¢ em seguida aplicado a coluna de niquel. A proteina foi eluida através
de gradiente de imidazol.

O pico de elui¢do de His-Y1r022p ¢ em 50 mM de imizadol (Figura 19A), mas a proteina é
eluida ao longo de todo o gradiente. As fracdes de eluicdo foram homogeneizadas, quantificadas e
submetidas a protedlise com trombina e tripsina. O His-tag foi eficientemente removido em apenas
uma hora de reagdo com trombina. J& a protedlise com tripsina, resulta em grande e rapida
fragmentacdo de His-Y1r022p (Figura 19B), pois em 5 minutos apenas uma pequena fracdo da
proteina inteira ¢ detectada, o que poderia indicar o ndo enovelamento da proteina. Por isso, His-
Y1r022p foi dialisada em 10 mM acetato sédio pHS5 e nds verificamos seu padrdo de estrutura
secundaria por dicroismo circular (Figura 19C). Ao contrario do esperado, His-YIr022p estava
enovelada, apresentando elevado conteido de a-hélices e folhas [, semelhante ao que foi
verificado para Pab418p. Por isso atribuimos a elevada suscetibilidade a tripsina a um possivel
enovelamento mais distendido para YIr022p, o que facilitaria o acesso da tripsina aos sitios de
clivagem, permitindo sua rdpida fragmentacdo. Nos concentramos a proteina para 12,5mg/mL e
iniciamos o “screening” de cristalizacdo utilizando os kits Crystal Screen 1 ¢ 2 (Hampton
Research) a 20°C. Ap6s 24 horas foram obtidos esferolitos em presenca de 100mM MES pH 6,1,
20% PEG 8000, 200mM Ca(OAc), (Figura 19D). Esta condi¢do foi refinada, mas conseguimos
apenas alterar o nimero, a transparéncia e o tamanho dos esferolitos. Como temos grande interesse
em entender a estrutura ¢ a fungdo de Yrl022p, pois pode se tratar de um novo cofator do
exossomo, resolvemos dar continuidade ao trabalho estrutural em colaboragdo e concentrar nossos
esfor¢cos em obter dados funcionais.

Como citado anteriormente, e concomitante aos resultados descritos acima, a estrutura do
ortologo de Y1r022p foi descrita em Archaeoglobus Fulgidus (Shammas et al., 2005; Savchenko et
al., 2005), revelando uma estrutura dividida em trés dominios: um novo dominio N-terminal com
o-hélices e folhas-3, que foi denominado dominio FYSH, um dominio central com 3 a-hélices e
um C-terminal semelhante ao dominio de ferrodoxina, que apresenta conformagao caracteristica de
RRM. Estes dominios se distribuem em forma de “V”, ou seja, uma estrutura que pode facilmente

ser acessada por proteases. Explicando o resultado que obtivemos na protedlise com tripsina para

Y1r022p.



Resultados

59



Resultados 60

4.2 Ensaios funcionais para Y1r022p

4.2.1. Duplo hibrido

Dados gerados em estudos de larga escala com proteinas de levedura, apontam para o
envolvimento de YIr022p no metabolismo de RNA. Para tentar restringir este amplo leque de
opgdes nos resolvemos utilizar o sistema do duplo hibrido, com intuito identificar proteinas com as
quais YIr022p poderia interagir e definir em que via do metabolismo de RNA YIr022p atua
efetivamente. Com este objetivo YLR022C foi fusionado ao dominio de ligagdo ao DNA de /exA,
(pBTM-YLRO022), ou ao dominio de ativagdo da transcricdo de GAL4 (pGAD-YLRO022) e
transformado (Sherman, 1986) na cepa de levedura L40, com uma biblioteca de cDNA (ATCC
87002), onde os genes estdo fusionados ao dominio de ativagdo de GAL4 (pACT-cDNA), ou com
clones de varias proteinas envolvidas em etapas diferentes do metabolismo de RNA, ja disponiveis
no laboratério: as 11 subunidades do exossomo, envolvido em processamento e degradagdo de
diferentes tipos de RNA; as proteinas Nop53p, Nip7p, fatores do pré-60S; eEFT2p, fator de
elongagdo da tradugdo; Lsm8p e Prp43p, proteinas envolvidas em splicing e processamento ¢ as
proteinas de snoRNP de box H/ACA- Cbf5p, NoplOp, Nhp2p e Garlp, responsaveis pela
pseudouridilagdo do pré-rRNA, assim como com as proteinas Noplp, Nop58p, Nop56p e Snul3p,
componentes de snoRNP de box C/D, que sdo responsaveis pelo processo de metilagdo do pré-
rRNA. As interagoes foram identificadas através da ativacdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ.

A transformagdo com a biblioteca de cDNA resultou em 620 colonias, que foram
transferidas para novas placas e 60 confirmaram crescimento na auséncia de histidina na segunda
semeadura. Dentre os 60 clones His ', 57 também apresentaram expressio do segundo gene
reporter lacZ. O DNA plasmidial de cada um dos transformantes foi isolado e transformado em
HB101 para obtengdo dos clones provenientes da biblioteca de cDNA. Apods serem isolados, os
DNAs dos clones de pACT-cDNA foram re-transformados em L40/pBTM-YLRO022, para
comprovagdo das interagdes, dos quais 17 clones foram seqilienciados. Os genes que estavam em
fase de leitura correta, e mantiveram a ativagao dos genes reporteres apos a segunda transformagao

estao relacionados na tabela 5 (Figura 20).
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Tabela 5. Clones positivos no duplo hibrido com Y1r022p.

CLONE GENE FUNCAO
4 Rpl3 componente ribossomal
5 EFT2 fator de elonga¢ao de traducao
12 ND ND
26 SSP382 ORF néo caracterizada, mas

possivelmente envolvida em splicing
27 HT2 histona
46 YLRO020C/YEH2 Steryl ester hydrolase

Dentre as interagdes identificadas estao aquelas com Rpl3p e EFT2, indicando o envolvimento de
Y1r022p em processamento de rRNA ou montagem do ribossomo, corroborando dados da
literatura (Boocock et al., 2002; Peng et al., 2003). Y1r022p também interagiu com SSP382, uma
proteina ainda ndo caracterizada, mas que possivelmente estd envolvida em splicing. Experimentos
de co-purificagdo utilizando TAP-tag detectaram a interagao entre Y1r022p e Prp43p, outro fator
de splicing (Peng et al., 2003) que por sua vez também interage com SSP382 a com a histona HT2
(Lebaron et al., 2005). A interagdo com YEH2 parece ter pouca relagdo com o papel de Y1r022p
no metabolismo de RNA, mas em uma analise de intera¢do de proteinas com lipidios por “micro-
chip”, Y1r022p e YEH2 ligaram fofatidilinositol-4-5-biposfato (Zhu et al., 2001). Em levedura,
este lipidio ¢ produzido via MSS4, uma proteina essencial que, quando depletada da célula, causa
desorganizacgdo do citoesqueleto de actina e altera a morfologia celular (Desriviéres et al., 1998).
Os dados de interagdo com proteinas ribossomais e fatores de splicing, relacionam Y1r022p a mais
de uma das vias de processamento de RNA, o que também foi observado para Prp43p e para as
proteinas do complexo Lsm (Combs ef al., 2006; Kufel et al., 2003).

Os ensaios com as proteinas especificas, disponiveis no laboratorio, revelaram a interagao
de YIr022p apenas com Nip7p e Prp43p (Figura 20). YIr022p s6 interagiu com Nip7p inteira, e
ndo com suas as por¢des N-terminal e o dominio PUA. Entretanto, YIr022p interagiu com a
proteina mutante nip7-1p. Desta forma, a interacdo entre Y1r022p e Nip7p ¢ semelhante aquela

descrita entre Nip7p e Rrp43p por Zanchin e Goldfarb (1999). Estes dados corroboram aqueles de
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interagdo de YIr022p com Prp43p (Peng et al., 2003) e o possivel envolvimento de YIr022p na
maturagao do 60S.

Nos ensaios de duplo hibrido a atividade da -galactosidase foi quantificada por ONPG e
os resultados da média de trés experimentos e desvios padrao estdo apresentados na figura 20B. A
quantificagdo da atividade de [3-galactosidase para Lsm8p, ndo esta de acordo com o observado no

ensaio de X-gal e por isso, esta ndo foi considerada uma interag¢do positiva.

4.2.2. Co-imunoprecipitacdo de RNA e proteinas

Para analisarmos a possivel ligagdo de YIr022p a RNA e a proteinas relacionadas ao
processamento, a cepa W303 foi transformada com YCp33-Gal-Prot-A ou YCp33-Gal-Prot-A-022
e submetida a ensaios de co-imunoprecipitacdo de RNAs e proteinas através da utilizagdo de IgG-
sefarose. Uma fragdo da resina (correspondendo a elui¢do) foi utilizada para a analise de proteinas
e o restante utilizados para extracdo de RNA.

Prot-A-022 co-imuprecipitou Nip7p eficientemente, confirmando a interagdo detectada no
duplo hibrido (Figura 21B).

Na andlise dos RNAs co-imunoprecipitados com Prot-A-022, a média das quantificagdes
dos diferentes experimentos realizados revelou que Prot-A-022 co-precipita cinco vezes mais RNA
que o controle negativo, Prot-A. Todos os RNAs testados, correspondentes a TRNA, snoRNAs,
snRNAs e o pré-mRNA CYH2, foram precipitados mais eficientemente por Prot-A-022 que por
Prot-A (Figura 21A). O que foi confirmado através da quantificacdo dos Northern blots, utilizando
Scrl como controle interno. Resultado interessante ¢ a co-precipitagdo do snRNA U2, um dos
“small nuclear RNA” diretamente envolvido em splicing, que corresponde ao snRNA com quem
Prp43p interage. YIr022p também co-precipitou o pré-mRNA de CYH2, o que reforga seu
envolvimento em splicing. Além disso, a co-precipitagdo dos rRNAs 27S, 25S e 5.8S e do
snoRNA de box H/ACA, snR10 relacionam Y1r022p ao processamento do pré-60S, assim como a
interacao com Nip7p. snR10 participa da maturacao do 18S, que também foi co-imunoprecipitado
por Prot-A-022. Estes resultados correlacionam YIr022p ao metabolismo de rRNA e a splicing, ao
mesmo tempo que indica que a ligacdo de Pab418p a RNA, esteja conservada evolutivamente.
Contudo, a co-purificagdo de tantos RNAs diferentes com Prot-A-022 sugere ligacdo inespecifica a

RNA.
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4.2.3. Ligacao de YIr022p a RNA in vitro

Para testarmos se a intera¢do entre YIr022p e RNA, observada nos experimento de co-

imunopurificacdo, ocorre de forma direta e se essa ligacdo ¢é especifica, nos realizamos
experimentos “in vitro”, utilizando a proteina recombinante purificada. Os ensaios foram
conduzidos como descrito para as proteinas do exossomo de levedura, utilizando o
oligonucleotideo poli-rA(14nt) marcado radioativamente, ou seqiiéncias do rRNA 5.8S ou das
regides espagadoras do pré-rRNA 35S 5’ETS e ITS2, transcritos “in vitro”. Estes RNAs foram
incubados com His-YIr022p em diferentes concentragdes, ¢ a ligacao analisada em gel de
poliacrilamida (Figura 22). No ensaio realizado com 5.8S rRNA no6s também avaliamos a
especificidade da ligagdo, através da adicdo de RNAs competidores.
Como observado na co-imunopurificagdo com Prot-A-022, His-Y1r022p ligou todos os rRNAs
testados, mas mais significativamente a 5> ETS e 5.8S, por¢des do pré-rRNA 35S onde Peng e
colaboradores (2003) sugerem o envolvimento de YIr022p. Contudo, a ligagao ocorre de forma
inespecifica, uma vez que a presenga do competidor afeta a ligagdo da proteina ao RNA analisado
(Figura 22D). Estes dados sugerem que YIr022p liga diretamente ao RNA, assim como foi
observado para Pab418p. Talvez esta ligagdo possa funcionar como sinalizagdo em diferentes
etapas do metabolismo.

A recente descri¢do de estrutura do ortdlogo de YIr022p em Archaeoglobus Fulgidus,
AfSBDS (Shammas et al., 2005), sugere a presengca de um dominio estrutural de ligacdo a RNA
(RRM-RNA recognition motif). Nos modelamos Y1r022p, utilizando como base a estrutura de A.
Fulgidus depositada no PDB (1P9Q). Estas proteinas apresentam 26.8% de identidade e 26% de
similaridade. O modelo gerado (Figura 23A) ¢ bastante favoravel, uma vez que todos o residuos
foram utilizados e 0o RMSD ¢ de 1,59 A. Sendo assim, podemos considerar que a regido C-terminal
de YIr022p assume conformacdo semelhante ao RRM de AfSBDS e ¢ o dominio candidato a
desempenhar a interacdo com RNA que observamos, além disso, comparacao dos espectros de
dicroismo circular de Pab418p e YIr022p descreve a similaridade entre estas proteinas (Figura

23B).
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DISCUSSAO

Inicialmente, o objetivo deste trabalho era o de determinar a estrutura de proteinas de
levedura relacionadas ao metabolismo de RNA. Contudo, devido aos baixos niveis de expressao
dessas em E. coli e as dificuldades em produzir proteinas estaveis e bem enoveladas, que pudessem
produzir cristais passiveis de difra¢do a indices suficientes para a determinacao da estrutura das
proteinas, nds optamos por concentrar nossos esforcos no estudo funcional das proteinas alvo.
Como podemos verificar nos inumeros trabalhos publicados recentemente e nos dados
apresentados neste trabalho, as proteinas de Saccharomyces cerevisiae envolvidas em
processamento de RNA participam, na sua grande maioria, de grandes complexos protéicos ou
ribonucleoprotéicos (Grandi, ef al., 2002; Peng, et al., 2003; Schéfer, et al., 2003; Krogan, et al.,
2004), o que talvez possa explicar a dificuldade em se obter proteinas isoladas soluveis. Dentre os
exemplos de complexos envolvidos em processamento, podemos citar o SSU processomo,
formado pelo snoRNA U3, pelas proteinas Noplp, Nop56p, Nop58p, Snul3p, 17 Utps e
possivelmente outros fatores acessorios, tais como Nopl7p, que interage com Nop58p (Dragon et
al., 2002); o complexo de splicing, que envolve a associagdo dos snRNAs Ul, U2, U4, U5 e U6,
sendo que cada um apresenta um conjunto de proteinas especificas, necessarias para a atividade do
snRNP (Brow, 2002); o complexo Lsm, presente no nucleo (Lsm2-8) e citoplasma (Lsm1-7) de S.
cerevisiae, que participa tanto de processamento de rRNA, como de splicing e degradagdo de pré-
mRNA (He e Parker, 2001; Kufel et al., 2003); e o exossomo, complexo de 10 exonucleases
principais, que processa rRNAs, snoRNAs e snRNAs no nucleo e degrada RNAs tanto no nucleo
como no citoplasma (Allmang et al., 1999; Anderson e Parker, 1998). Atualmente, a estratégia de
co-purificacdo de proteinas recombinantes parece uma op¢ao bastante promissora e a identificagcdo
de complexos homologos em organismos termoéfilos esta contribuindo muito para a caracterizagao
estrutural e funcional destas proteinas.

Apesar dos dados estruturais obtidos aqui para Nopl7p, Y1r022p e Pab418p ainda ndo
permitirem a descricdo de sua estrutura tercidria, estes geraram informacdes importantes para os
trabalhos futuros e foram fundamentais para a complementagdo dos dados funcionais que

obtivemos.
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Nopl7p ¢ uma proteina pouco abundante em S. cerevisiae, mas a obten¢ao de anti-soro, a
partir da proteina recombinante, permitiu sua identificagdo em ensaios de co-precipitagdo com
outras proteinas. O elevado conteido de “random coil” de Nopl7p sugere que ela interaja com
outras proteinas celulares e que essa interagdo seja importante para a manutengdo de sua estrutura.
As interagdes identificadas por duplo-hibrido confirmam essa hipotese, ja que Nopl7p interage
com Nop58p, Rrp43p e NopS53p, interacdes essas confirmadas por ensaios de co-purificacdo de
proteinas (Gonzales et al., 2005; Granato et al., 2005). A interacdo com Nop58p ¢ a mais forte no
sistema do duplo-hibrido, e pode indicar a fun¢do principal de Nop17p, de regulagdo dos snoRNPs
de box C/D. Na cepa Adnopl7, a ligagdo de Nop58p a snoRNAs de box C/D ¢ mais intensa e os
rRNAs sdo hipermetilados (Gonzales et al., 2005). O papel da interagdo de Nop17p com Rrp43p e
Nop53p ainda ndo esta claro, mas indica que esta tenha um papel de sinalizacdo para degradacao
de rRNAs aberrantes pelo exossomo (Gonzales et al., 2005; Granato et al., 2005). Nop53p liga o
rRNA 5.8S diretamente e parece regular a fun¢do do exossomo, de processamento do rRNA
intermediério 7S na formagdo do rRNA maduro 5.8S (Granato et al., 2005). No sistema do duplo-
hibrido, entretanto, Nop53p ndo interage com o €x0Ssomo.

A caracterizagdo da atividade de Rrp43p e dos heterodimeros que compdem o anel de
RNases PH em S. cerevisiae sdo fundamentais para o entendimento da fun¢do do exossomo e dos
fatores que interagem com ele, direta ou indiretamente, alterando sua atividade. Até este momento
foram descritas apenas as atividades in vitro de Rrp4p, Rrp41p, Rrp44p e Rrp6p (Mitchell et al.,
1997; Burkard e Butler, 2000). Entretanto, dados mais recentes (Lorentzen e Conti, 2005; Biittner
et al., 2005) e aqueles apresentados aqui indicam que as subunidades do exossomo que fazem parte
do anel de RNases PH s6 degradam RNA na forma de heterodimeros (Rrp41p-Rrp45; Rrp42p-
Mtr3p; Rrp43p-Rrp46). Como demonstrado aqui, o anel de RNases PH do exossomo de levedura
degrada RNAs exonucleoliticamente in vitro até gerar uma molécula de cindo nucleotideos, que
deve corresponder ao tamanho necessario para atingir o sitio ativo das subunidades cataliticas do
anel, como no caso do a-exossomo (Lorentzen e Conti, 2005). Os ensaios de degradacdo de regides
do rRNA in vitro, revelaram que apenas alguns nucleotideos sdo removidos da extremidade 3°,
sugerindo que a presenca de estruturas secundarias no rRNA funcionam como inibidores da
degradacdo pelo exossomo, como foi descrito em analises in vivo (Allmang ef al., 1999).

Nos ensaios demonstrados aqui, o exossomo tem atividade hidrolitica. Estes resultados

contrastam com aqueles obtidos por Mitchell et al. (1997), que mostram atividade fosforolitica de
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Rrp4lp. Em concordancia com nossos resultados, entretanto, andlises de seqiiéncia ndo
identificaram sitios de ligagdo a fosfato em nenhuma das subunidades que constituem o anel de
RNases PH do exossomo de levedura (Lorentzen e Conti, 2005).

A influéncia do complexo TRAMP na atividade do exossomo nuclear foi descrita
recentemente (LaCava et al., 2005). O TRAMP ¢é composto pela RNA helicase Mtrdp, pela poli-A
polimerase Trf4 e por Air2p (LaCava et al., 2005). Este complexo adiciona uma pequena cauda de
poli-A nos RNAs nucleares que serdo substrato de degradagdo pelo exossomo (LaCava et al.,
2005). Essa interligagdo entre um complexo de poliadenilagio (TRAMP) e um de degradagdo
(exossomo) pode ter evoluido a partir da PNPase bacteriana, que tem as duas atividades
(Godefroy, 1970). De maneira semelhante, o exossomo de archaea pode polimerizar e degradar o
RNA (Lorentzen e Conti, 2005; Biittner et al., 2005; Ramos et al., 2006).

A descri¢do das estruturas do a-exossomo em Sulfolobus solfataricus (Lorentzen e Conti,
2005) Archaeoglobus fulgidus (Blittner et al., 2005) e Pyrococcus (Ramos et al., 2006) trouxeram
informagdes significativas para o reconhecimento da organiza¢do do complexo e seu mecanismo
de acdo. Trés heterodimeros das subunidades com dominios de RNase PH, aRrp41p e aRrp42p,
formam um anel hexamérico ao qual se sobrepdem trés moléculas de uma das subunidades com
dominios de ligacdo a RNA, aRrp4p ou aCsld4p. Em levedura, as interagdes foram mapeadas por
duplo hibrido, identificando os trés heterodimeros diferentes que constituem o anel de RNases PH
e as interagdes de Rrp4p com Mtr3p, Rrp6p, Rrp44p e Rrp4lp entre outras (Tavares, tese de
mestrado, 2004). Herndndez ef al. (2006) utilizaram outra metodologia para o estudo de complexos
protéicos envolvendo co-precipitagdo das subunidades por Tap-tag e espectrometria de massas.
Quando utilizaram amostras do exossomo de levedura citoplasmatico (sem a subunidade Rrp6p),
eles identificaram as interagdes ja descritas (Oliveira et al., 2002; Ito et al., 2001) dos
heterodimeros que compdem o anel de RNases PH e apresentaram evidéncias para a ligacdo de
Rrp4p, Rrp40p e Csl4p com as proteinas do anel de RNases PH, possivelmente estabilizando sua
estrutura (Hernandez et al., 2006). Naquele trabalho, Rrp44p foi somente identificada em
subcomplexos contendo Rrp42p, Rrp4lp e Rrp45p, e considerando-se o tamanho de Rrp44p
(114kDa), ¢ razoavel supor que ela possa interagir com essas trés subunidades ao mesmo tempo
(Hernandez et al., 2006). Considerando-se essas informagdes, aqueles autores sugerem que Rrp44p
interaja com Rrp41p-Rrp45p-Rrp42p na face do anel de RNases PH oposta aquela onde estdo as
subunidades que ligam RNA, Rrp4p, Rrp40p e Csldp (Hernandez et al., 2006). Entretanto, dados
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obtidos em nosso laboratorio indicam que Rrp44p possa interagir também com Rrpdp, e
conseqiientemente, ligar-se ao anel de RNases PH na mesma face que Rrp4p (Figura 3; Tavares,
tese de mestrado). Andlises comparativas entre os complexos dos diferentes organismos (archaea,
levedura, humanos, moscas e parasitas) sugerem que possa haver duplicagdo de subunidades em
moscas, ¢ que as interagdes entre as subunidades também possa variar entre esses organismos
(Raijmakers et al., 2004). A obtenc¢do de informagdes estruturais mais detalhadas devera esclarecer
as diferengas de composi¢do do exossomo nos diferentes organismos.

Além da organizagdo das subunidades do exossomo, outras questdes sdo alvos constantes
no estudo desse complexo. Como ¢ a sua regulacdo? Como ocorre o reconhecimento dos
substratos? Qual ¢ a contribuicdo das proteinas que interagem de forma transiente com o
complexo?

O a-exossomo foi identificado em duas formas, uma onde o anel de RNases PH esta
associado a aCsldp, e outra a aRrp4p (Biittner et al., 2005). Os resultados deste trabalho
demonstram que o complexo formado por aCsl4-exossomo ¢ mais ativo in vitro que aquele
formado por aRrp4p, sugerindo que além da restricdo espacial ao sitio ativo, a associagdo com
proteinas especificas também regula a atividade do exossomo. Por isso, nos investigamos a
influéncia de Pab418p, Pab1135p e aNip7p, junto ao a-exossomo de Pyrococcus.

Pab418 faz parte do operon do exossomo de archaea, ¢ os resultados apresentados aqui
demonstram que Pab418p liga RNA, fortalecendo a hipdtese do operon conter somente genes de
proteinas envolvidas em processamento de RNA. Nas condi¢des testadas, entretanto, Pab418p ndo
influencia significativamente a atividade do a-exossomo, o que pode ser devido a uma interagao
transiente com o complexo. A estrutura de um ortélogo de Pab418p foi determinada recentemente,
revelando uma organizagdo em trés dominios, um dominio FYSH N-terminal, uma porg¢ao central
contendo trés a-hélices, possivelmente envolvida na interacdo entre proteinas, € um dominio C-
terminal semelhante ao dominio de ferrodoxina (Shammas et al., 2005), que constitui um RRM
comum a muitas ribonucleoproteinas, a proteinas envolvidas na regulagdo de splicing e
componentes de snRNPs (Oubridge, et al., 1994).

Pab1135p nao apresenta nenhum dominio caracteristico em sua seqiiéncia primdria e
apesar de estar anotada com uma subunidade do a-exossomo, ndo interage estavelmente com o a-
exossomo, ¢ ndo influencia a atividade do complexo. A influéncia nas atividades do a-exossomo

pela adi¢ao de Pab418p e Pab1135p ¢ mais significativa na polimerizagdo, tanto pelo aRrp4-
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exossomo como pelo aCsl4-exossomo. Como o objetivo deste trabalho foi de verificar a
participacdo dessas proteinas na atividade do a-exossomo, ainda resta investigar se assim como
aCsl4p e aRrp4p, Pab418p e Pab1135p sdo capazes de formar complexos com o anel de RNases
PH.

Os resultados obtidos com aNip7p sdo muito interessantes ¢ revelaram um efeito negativo
em todas as atividades do a-exossomo. Analise da estrutura de aNip7p, identificou a presenca do
dominio PUA, possivelmente envolvido na ligagio de RNA (Aravind e Koonin, 1999). Nos
confirmamos a ligagdo de aNip7p a RNA através de ensaios in vitro, utilizando um
oligoribonucleotideo oligo poli-rA(14nt), mas seu efeito na ligagdo do a-exossomo ao mesmo
substrato foi intrigante. A adi¢ao de aNip7p ao anel de RNases PH ou ao a-exossomo fez com que
a ligacdo a RNA formasse complexos menores que a-exossomo-RNA. A altera¢do do a-exossomo
por aNip7p foi confirmada pelos ensaios de gel filtragdo, pois aNip7p se liga ao anel de RNases
PH ou ao aRrp4-exossomo, resultando na desestabilizagdo do complexo aRrp4p-aRrp41p-
aRrp42p. Além disso, a interacdo aNip7p-a-exossomo leva a um surpreendente aumento da
absor¢ao a 280mM, possivelmente devido a mudanca de conformagdo das subunidades do
complexo. A melhor candidata a ligagdo de aNip7p ¢ aRrp42p, que apresenta maior homologia
com Rrp43p de S. cerevisiae, j4 que Rrp43p e Nip7p de levedura interagem. A redugdo da
atividade do a-exossomo na presenca de aNip7p deve se dar, conseqiientemente, por sua
interferéncia na estabilidade do complexo. Resta saber se a interagdo de aNip7p com o0 a-exossomo
também interfere na ligagdo de aRrp4p e aCsl4p ao anel de RNases PH, ja que aRrp4p ndo ¢ muito
estavel e por isso ndo foi facilmente identificada nos géis de poliacrilamida apos os ensaios de gel
filtragdo (Figura 24).

Em levedura, Nip7p ¢ essencial para a viabilidade celular e formagdo da subunidade
ribossomal 60S (Zanchin ef al., 1997). Sua deple¢ao causa uma série de defeitos no processamento
do pré-rRNA, em especial acimulo do intermediario 27S e reducdo dos niveis dos rRNAs 25S e
5.8S (Zanchin et al., 1997). Mutantes de Rrp43p apresentam acumulo dos intermediarios 27S e 7S
e reducao do nivel do rRNA 5.8S maduro, fendtipo semelhante ao observado em mutantes de
Nop53p, proteina que se liga diretamente ao rRNA 5.8S. O papel de Nip7p no processamento
precede a atividade de RNase do exossomo, mas ainda resta saber se em levedura, Nip7p também
desestabiliza o exossomo e qual € o papel de Nop53p. Neste caso, Nip7p poderia ligar o rRNA 27S

através do dominio PUA, ou via Nop53p e permanecer associada a ele apos a clivagem em C,,
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quando o rRNA 7S ¢ liberado, e sinalizar ao exossomo o ponto de parada da degradagdo. A
interacao de Nip7p com Rrp43p, pode resultar em alteragdes conformacionais das subunidades,
desestabilizando o exossomo e promovendo sua liberagdo do 3’ do pré-rRNA 5.8S (Figura 25).
Esta ¢ uma hipdtese que podera ser avaliada através de novos experimentos in vitro.

Outra questdo que surge a partir dos dados discutidos acima ¢ a de que momento ocorre a
interacao Nop17p-Nop53p, ja que Nop53p também interage com Nip7p, que, por sua vez, interage
com Rrp43p. Uma alternativa possivel ¢ a de que Nop17p e Nip7p atuem como ponte na ligagdo
de Nop53p ao exossomo, e talvez a alternancia da interagdo de Nop53p com Nopl7p e Nip7p
separe duas vias de processamento de rRNA. Uma via, na qual o rRNA ¢ corretamente processado
e apenas alguns nucleotideos sdo removidos, e outra, onde o rRNA que ndo ¢ corretamente
processado ¢ totalmente degradado. Essa hipotese, entretanto, ainda tem que ser comprovada
experimentalmente.

Além da interagdo com Rrp43p e Nop53p, Nip7p também interage com Nop8p e YIr022p.
Todas proteinas relacionadas a maturacdo da subunidade pré-60S, embora os efeitos diretos de
YI1r022p ainda ndo tenham sido esclarecidos. Os dados de duplo hibrido com Y1r022p revelam sua
interacdo com diferentes proteinas relacionadas ao metabolismo de rRNAs da subunidade 60S,
Rpl3p, eFT2, Nip7p e Prp43p. Ensaios de co-imunoprecipitacdo revelaram que YIr022p co-
precipita os rRNAs 27S, 25S e 5.8S, assim como o snoRNA snR10, responsavel pela
pseudouridilacdo do 25S na posi¢do Y2919, que fica no centro de transferéncia de peptideo e esté
diretamente relacionada a integridade da subunidade 60S e a sintese de proteinas (King et al.,
2003). Além disso, snR10 est4 relacionado as clivagens iniciais do pré-rRNA 35S (Venema e
Tollervey, 1995), o que o correlaciona com a correta maturacao do 18S, rRNA que também foi co-
precipitado por Y1r022p. Embora a ligacdo a RNA por YIr022p ocorra de forma inespecifica in
vitro, sua interacdo com RNAs e fatores protéicos envolvidos em etapas fundamentais para a
viabilidade celular apontam para sua participacdo nestes eventos.

Outras informagdes apontam para o envolvimento de YIr022p em splicing: sua interagdo
com Prp43p e SSP382, ¢ a co-precipitagdo do snRNA U2 e do pré-mRNA CYH2. Outros
experimentos precisam ser realizados para verificar se ha uma relacao direta de Y1r022p com o
snRNA U2, ou se sua co-imunoprecipitacdo € efeito da interagdo com Prp43p.

Apesar de ndo termos detectado a interacdo direta de YIr022p com componentes do

exossomo, como dito acima, ela interage com Nip7p, que interage com Rrp43p e todas apresentam
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relacdo direta com o metabolismo do rRNA 5.8S. Com isso, ndo podemos descartar a hipotese de
que YIr022p tenha fungdo correlacionada ao exossomo. Y1r022p esta presente tanto no nucleo
como citoplasma, como o exossomo. Liga diferentes RNAs, potenciais substratos para o
€X08Somo, € por isso, ndo podemos descartar a possibilidade de que a interagdo do YIr022p ao pré-
mRNA CYH?2, esteja relacionada a sua degradagdo pelo exossomo. Estas hipdteses ainda precisam
ser testadas e sugerem que ainda temos muito para desvendar da complexa rede do metabolismo de
RNA. Muitos fatores estdo envolvidos em mais de uma etapa, a interferéncia em determinados
passos promove o bloqueio de outros, possivelmente como mecanismos de sinaliza¢do de erro no

processamento ¢ manutencao da viabilidade celular.

CONCLUSOES

Neste trabalho varias proteinas foram alvo de estudo estrutural e funcional, envolvidas em
diferentes etapas de processamento de RNA:

- No estudo funcional do exossomo de levedura, foi caracterizada a atividade exonucleolitica do
anel de RNases PH, que ¢ hidrolitica e depende da formagdo dos trés heterodimeros Rrp41p-
Rrp45p, Rrp42p-Mtr3p e Rrp43p-Rrp46p.

- No estudo de cofatores do exossomo de archaea, aNip7p foi a proteina estudada que mais
influencia a atividade desse complexo, inibindo-o.

- O estudo funcional das ortélogas Pab418p e YIr022p nos permitem afirmar que essas sdo
novas proteinas que ligam RNA, possivelmente envolvidas nas vias de processamento das

quais 0 ex0ssomo participa.
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Characterization of Saccharomyces cerevisiae Nopl7p, a novel
Nop58p-interacting protein that is involved in pre-rRNA
processing. J. Mol. Biol. 2005.437-455.

Nop53p, an essencial nucleolar protein that interacts with Nop17p
and Nip7p, 1is required for pre-rRNA processing in
Saccharomyces cerevisiae. FEBS J. 2005. 272 (17): 4450-4463.
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